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Resumo 
A doença de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa progressiva associada ao estresse 
oxidativo e à disfunção mitocondrial, sem terapias capazes de impedir sua progressão. Nesse cenário, 
a fotobiomodulação (FBM) com LED vermelho (660 nm) surge como alternativa promissora por modular 
o metabolismo celular e atenuar danos oxidativos. Este estudo desenvolveu um modelo tridimensional 
(3D) in vitro da DA com esferoides SH-SY5Y cultivados em micropoços de agarose, diferenciados em 
fenótipo neuronal e submetidos a 200 µM de H2O2 por 1 h. O estresse oxidativo resultou em 
desorganização neurítica, redução da viabilidade e aumento das espécies reativas de oxigênio (EROs). 
A aplicação da FBM (3 J/cm²) após o dano reverteu parcialmente esses efeitos, reduzindo 
significativamente as EROs, elevando a viabilidade celular e sugerindo restauração morfológica. O 
modelo 3D mostrou-se representativo da fisiopatologia da DA, servindo como plataforma relevante para 
o estudo da FBM como estratégia adjuvante, não invasiva e de baixo custo para mitigação de danos 
neuronais em doenças neurodegenerativas.   
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Área do Conhecimento: Engenharia Biomédica. 
 
Introdução 
 

A doença de Alzheimer (DA) é a principal causa de demência, responsável por 60–70% dos casos 
reportados globalmente, e estima-se que o número de indivíduos acometidos alcance cerca de 139 
milhões até 2050 (“Dementia”, [s.d.]; “World Alzheimer Report 2023 Reducing dementia risk: never too 
early, never too late”, [s.d.]). Trata-se de uma enfermidade de elevado impacto socioeconômico e para 
a qual não existem terapias capazes de interromper ou reverter sua progressão. As intervenções 
disponíveis são predominantemente sintomáticas e frequentemente associadas a efeitos adversos 
(Hoffman; Bloemer, 2021), o que impulsiona a busca por alternativas inovadoras e seguras.  

Entre as estratégias emergentes, a fotobiomodulação (FBM) com luz vermelha ou infravermelha 
(600–1100 nm) tem se destacado como abordagem não invasiva, de baixo custo e com mínima 
incidência de efeitos colaterais (Hamblin; Huang; Heiskanen, 2019). Evidências indicam que a FBM 
pode reduzir o estresse oxidativo e a neuroinflamação, restaurar a função mitocondrial (Cardoso; Lopes 
Martins; Da Silva, 2020) e favorecer processos de neurogênese e sinaptogênese (Salehpour et al., 
2018), todos altamente relevantes diante do papel central do acúmulo de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) e da disfunção mitocondrial na fisiopatologia da DA (Dumont; Beal, 2011).  

Para investigar esses efeitos, modelos in vitro adequados são essenciais. Culturas tridimensionais 
(3D), como esferoides celulares, reproduzem melhor as interações célula-célula e célula-matriz 
extracelular do tecido cerebral quando comparadas às culturas bidimensionais (Zhuang et al., 2018; 
Cenini et al., 2021). O modelo 3D de esferoides neuronais utilizado neste estudo foi previamente 
desenvolvido e validado, apresentando características morfológicas e funcionais compatíveis com a DA 
(Salles et al., 2025). Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos 
neurorrestauradores da FBM (660 nm) sobre esferoides SH-SY5Y diferenciados e submetidos a 
estresse oxidativo, visando contribuir para o desenvolvimento de terapias complementares seguras e 
eficazes no manejo da DA. 
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Metodologia 
 

Células da linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram cultivadas a 37 °C, em atmosfera 
a 5% de CO2, durante 5 dias em micropoços de agarose não aderente, na densidade de 1 × 10⁵ 
células/poço (placas de 12 poços), com meio completo de Dulbecco's modified eagle medium/Nutrient 
mixture F12 (DMEM/F12) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 
penicilina/estreptomicina. Após esse período, as células foram cultivadas por mais 5 dias em meio de 
diferenciação para fenótipo neuronal de DMEM/F12 suplementado com 0,5% de soro fetal bovino, 10 
µM de ácido retinóico e 1% de penicilina/estreptomicina. Tanto o meio completo quanto o de 
diferenciação foram trocados a cada 2–3 dias.  

No 10º dia de cultivo, os esferoides foram submetidos à indução de estresse oxidativo por incubação 
com 200 µM de peróxido de hidrogênio (H2O2) por 1 h. Em seguida, foram irradiados com diodo emissor 
de luz (LED) vermelho (660 nm, fluência de 3 J/cm², densidade de potência de 36,8 mW/cm²) por 82 
segundos. As análises foram realizadas 2 h após a irradiação.  

A avaliação incluiu a viabilidade celular pelo ensaio de resazurina (10% em meio de diferenciação, 
incubação de 2 h, leitura de fluorescência a 544 nm/590 nm), a quantificação de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) pelo kit CellROX Orange (5 µM, 30–45 min de incubação, leitura por microscopia 
confocal) e a análise morfológica dos neuritos por marcação com faloidina (1:500) e do material nuclear 
por DAPI, também em microscopia confocal.  

Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão, sendo a significância estatística 
determinada por ANOVA unidirecional seguida de teste de Tukey (p < 0,05). A significância estatística 
foi estabelecida como *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001. 
 
Resultados 
 

Após 10 dias de cultivo, os esferoides apresentaram morfologia compacta e esférica, com superfície 
definida e rede neurítica radial organizada ao redor da estrutura (Figura 1). As projeções neuronais, 
evidenciadas por faloidina, formavam conexões intercelulares e mantinham orientação coesa, 
características indicativas de maturação neuronal no modelo.  

 
Figura 1 - Z stack de esferoides diferenciados em modelo neuronal corados com faloidina/DAPI. Seta branca 

indica a distribuição de neuritos. (Barra de escala: 10 μm).   

 
Fonte: Autores, 2025. 

 
A exposição a H2O2 por 1 h resultou em alterações nucleares evidentes, incluindo coloração 

irregular, ruptura do envelope nuclear e reorganização atípica das células periféricas, além de perda 
da coesão estrutural (Figura 2). Essas mudanças estruturais foram acompanhadas por queda 
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acentuada na viabilidade celular em comparação ao controle (p < 0,001) (Figura 3). A aplicação da 
FBM imediatamente após o estresse oxidativo promoveu aumento significativo da viabilidade em 
relação ao grupo H2O2 (p < 0,05), sugerindo recuperação parcial do metabolismo celular. 

 
Figura 2 - Z stack de esferoides diferenciados em modelo neuronal expostos a 200 µM de H₂ O₂  e corados com 

faloidina/DAPI. Seta branca indica a distribuição de neuritos, seta e área delimitadas em amarelo indicam a 
disrupção nuclear no grupo sob estresse oxidativo. (Barra de escala: 10 μm)  

 
Fonte: Autores, 2025. 

 
Figura 3 - Representação gráfica da viabilidade celular (ensaio de resazurina) nos grupos Controle, H₂ O₂ , 

Controle + FBM e H₂ O₂  + FBM. 

 
Fonte: Autores, 2025. 

 
A indução do estresse oxidativo também elevou significativamente os níveis de EROs (p < 0,0001) 

em relação ao controle, evidenciado por aumento da fluorescência do CellROX Orange (Figura 4). A 
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aplicação da FBM reduziu de forma expressiva os níveis de EROs em relação ao grupo H2O2 (p < 
0,0001), aproximando-os dos valores basais, o que indica modulação positiva do estado redox celular.   

 
Figura 4 - Representação gráfica da quantificação de EROs intracelulares pelo CellROX Orange nos grupos 

Controle, H₂O₂, Controle + FBM e H₂O₂ + FBM. 

 
Fonte: Autores, 2025. 

 
Discussão 
 

Os resultados demonstram que o modelo 3D de esferoides neuronais reproduz características 
relevantes da fisiopatologia da DA, incluindo suscetibilidade ao estresse oxidativo e alterações 
estruturais da rede neurítica, conforme descrito em outros estudos com modelos celulares e animais 
(Cenini et al., 2021; Jack et al., 2018). A redução da viabilidade e o aumento dos níveis de EROs após 
a exposição a H2O2 confirmam a eficácia do protocolo de indução de dano oxidativo, o qual mimetiza 
um dos mecanismos centrais envolvidos na neurodegeneração da DA (Cheignon et al., 2018a).  

A aplicação de FBM após o dano oxidativo levou a uma diminuição significativa dos níveis de EROs, 
sugerindo efeito antioxidante e potencial neurorrestaurador. Esse achado está alinhado com relatos de 
que a FBM, em comprimentos de onda do vermelho e infravermelho próximo, modula a atividade 
mitocondrial e reduz a produção de radicais livres, favorecendo a recuperação celular (Hamblin, 2016). 
Em modelos neuronais, esses efeitos têm sido atribuídos à ativação da citocromo c oxidase, melhora 
da bioenergética celular e modulação de vias de sinalização associadas à sobrevivência celular 
(Hamblin, 2016; Wong-Riley et al., 2005).  

A adoção de um modelo 3D confere vantagens em relação a culturas bidimensionais (2D), pois 
promove interações célula-célula e célula-matriz extracelular mais próximas do ambiente in vivo, além 
de permitir o estabelecimento de gradientes de oxigênio e nutrientes que influenciam o comportamento 
celular (Fennema et al., 2013; Zhuang et al., 2018). No contexto da DA, esses modelos facilitam o 
estudo de processos como acúmulo de Aβ, neuroinflamação e disfunção mitocondrial de forma mais 
fisiologicamente relevante (Cenini et al., 2021). 
 
Conclusão 
 

O modelo 3D desenvolvido com esferoides neuronais da linhagem SH-SY5Y reproduziu de forma 
consistente aspectos-chave da fisiopatologia da DA, incluindo vulnerabilidade ao estresse oxidativo e 
alterações estruturais da rede neurítica. A aplicação de FBM com LED vermelho após a indução do 
dano oxidativo reduziu significativamente os níveis de espécies reativas de oxigênio e indicou melhora 
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na organização neuronal, sugerindo potencial neurorrestaurador. Esses achados reforçam a utilidade 
do modelo 3D como plataforma experimental para estudos de neurodegeneração e sustentam a FBM 
como abordagem terapêutica promissora a ser explorada em investigações futuras.   
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