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Um Belo Coração. 
Autor Desconhecido (Tradução Livre de Iza Rocha) 
 
 "Há muito tempo, em algum lugar no meio das montanhas havia um vale muito 
especial. O mundo exterior não conhecia este vale nem sabia nada a respeito das pessoas que 
ali moravam, também elas muito especiais. Sabe, o que tornava aquele povo tão especial era o 
fato de elas terem o seu coração do lado de fora do peito, de maneira que todos o viam. Havia 
corações grandes e pequenos, uns eram bonitos outros, não tão belos. 
  Um dia um jovem no meio da cidade proclamava ter o coração o mais bonito de todo o 
vale. Uma grande multidão o cercou e todos admiravam seu coração, pois era absolutamente 
perfeito. Não havia uma única marca ou uma falha nele. Sim, concordavam todos, era 
realmente o mais belo coração que já tinham visto. O jovem estava orgulhoso, e anunciava 
cada vez mais alto o seu belo coração.  
 De repente, um homem muito mais velho apareceu do meio da multidão e disse "Como? 
Seu coração nem chega perto da beleza do meu.” A multidão e o jovem olharam o coração do 
homem. Batia vigorosamente, mas estava coberto de cicatrizes; havia lugares onde pequenos 
pedaços tinham sido removidos e substituídos por outros, que não tinham encaixado direito e 
várias bordas irregulares. Havia ainda muitas fendas profundas onde faltavam pedaços. 
  As pessoas olhavam pasmadas – “como pode ele dizer que tem o coração mais bonito 
que o jovem?” pensavam. O jovem olhou o coração do velho, viu seu estado e riu. “Você deve 
estar brincando!” disse “compare seu coração com o meu, o meu é perfeito e o seu, uma 
confusão de cicatrizes e remendos”. 
  “Sim, o seu está perfeito, mas eu jamais trocaria com você”, disse o velho. “Veja, cada 
cicatriz representa uma pessoa a quem eu dei meu amor – eu tiro um pedaço do meu coração e 
dou-lhe. Freqüentemente as pessoas dão um pedaço dos seus corações em troca, para colocar 
no buraco que ficou, mas porque os pedaços não são exatamente iguais, tenho algumas bordas 
ásperas, que eu estimo porque me lembram do amor que compartilhamos.”  
 “Houve vezes que dei pedaços do meu coração e a outra pessoa não retribuiu. São as 
fendas vazias – dar amor é arriscar. Apesar destas fendas serem dolorosas, elas permanecem 
abertas lembrando-me o amor que tenho por elas também, e tenho esperança que um dia elas 
possam retribuir e completar o buraco que tenho à espera.” 
  “Então, agora você vê o que é a verdadeira beleza?” 
  O jovem estava mudo, lágrimas correndo pelo rosto. Aproximou-se do velho e levou a 
mão ao seu coração jovem, bonito e perfeito. Tirou dele um pedaço e com mãos trêmulas 
ofereceu ao velho. O outro aceitou sua oferta, colocou-a no seu próprio coração e tirou um 
pedaço do seu, velho e cheio de cicatrizes, e colocou na ferida aberta no coração do jovem. 
Não encaixou perfeitamente, e as bordas ficaram meio irregulares. O jovem olhou seu coração, 
já não mais perfeito, mas mais bonito do que nunca, agora que o amor do mais velho fluía nele. 
  Abraçaram-se e caminharam lado a lado.  
 
 Não tenha medo de demonstrar seu amor às pessoas que lhe são importantes.  
 A vida é isso!  
 Nós todos perdemos oportunidades demais e lamentamos demais. Simplesmente pare de 
lamentar e crie novas oportunidades de partilhar seu amor com todos os que fazem a diferença 
na sua vida." 
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RESUMO 
 

O laser de baixa intensidade (LBI) tem sido amplamente utilizado no tratamento 

da hipersensibilidade dentinária. Pesquisas in vivo demonstraram que o LBI pode 

promover um aumento na síntese de matriz de dentina e menor grau de inflamação 

pulpar. Entretanto, o mecanismo que rege este processo permanece desconhecido. 

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o metabolismo de células odontoblastóides 

em cultura quando submetidas à irradiação direta ou transdentinária (indireta) com LBI 

e seus efeitos sobre o complexo dentino-pulpar. Células odontoblastóides MDPC-23 

foram cultivadas em placas de acrílico de 24 compartimentos ou sobre a superfície 

pulpar de discos de dentina,  com 0,4 mm de espessura e obtidos de terceiros molares, 

adaptados em câmaras pulpares artificiais. As células foram irradiadas diretamente por 3 

vezes (a cada 24 horas) com 2, 4, 10, 15 ou 25 J/cm2  e submetidas a avaliação de 

metabolismo (MTT), síntese de proteína total e de fosfatase alcalina. Os dois melhores 

parâmetros de irradiação direta foram utilizados para o ensaio de irradiação 

transdentinária (indireta) das células. Como resultado da etapa direta de irradiação, foi 

demonstrado que tanto os valores do MTT quanto os níveis de proteína total e fosfatase 

alcalina apresentaram valores estatisticamente superiores nas doses de 15 e 25 J/cm2 

(Mann-Whitney p<0.05). Assim, estas doses foram usadas no teste de irradiação 

indireta, obtendo-se aumento do metabolismo, síntese de proteína e fosfatase alcalina 

estatisticamente superior apenas para a dose de 25 J/cm2 (Mann-Whitney p<0.05). Desta 

maneira, foi possível concluir, dentro das condições experimentais, que os maiores 

valores de bio-estimulação das células MDPC-23 ocorreram quando estas foram 



 
 

 

irradiadas com 25 J/cm2. Para avaliação dos efeitos do LBI sobre o complexo dentino-

pulpar, foram confeccionadas cavidades de classe I nos primeiros molares superiores de 

ratos. Imediatamente após, as cavidades foram irradiadas com a dose de 25 J/cm2 

(Grupo Irradiado), ou seja, melhor parâmetro obtido no experimento transdentinário. 

Para o grupo controle, as cavidades foram preparadas, porém não submetidas a 

irradiação (Grupo Não Irradiado). Para ambos os grupos, as cavidades foram 

restauradas com cimento de ionômero de vidro fotopolimerizável. Os segundos molares 

do Grupo Não Irradiado foram utilizados como Grupo Controle Íntegro. Decorridos os 

períodos de 7, 15 e 30 dias, os animais foram sacrificados e suas maxilas submetidas ao 

processamento laboratorial, o que permitiu avaliação microscópica da resposta do 

complexo dentino-pulpar a irradiação com LBI. Na análise histológica dos dentes, 

observou-se, no período inicial (7 dias), para os Grupos Irradiados ou Não Irradiados, 

discreta desorganização da camada de odontoblastos localizada abaixo do assoalho 

cavitário. Porém, para ambos os grupos e também para o Grupo Controle Íntegro, houve 

manutenção da integridade do complexo dentino-pulpar. No período de 30 dias, foi 

observado para os grupos que receberam preparos cavitários (Irradiados ou Não 

Irradiados), que a maioria dos dentes apresentava discreta deposição de dentina terciária 

na região mais superior do corno pulpar relacionado com a cavidade dentária, sem 

ocorrência de reação inflamatória. Porém, quando comparado aos grupos controle (Não 

Irradiado e Íntegro) os dentes pertencentes ao Grupo Irradiado apresentavam maior 

número de vasos sangüíneos dilatados e congestos tanto na polpa coronária quanto 

radicular. Estes achados histológicos caracterizaram uma maior vascularização nos 

dentes submetidos a irradiação com LBI (25 J/cm2).  

 

PALAVRAS – CHAVE: Fototerapia; odontoblastos; lasers; polpa. 
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ABSTRACT 

�

Low level laser (LLL) has been widely used for treatment of dentin hypersensitivity. In 

vivo studies have shown increased synthesis of dentin matrix and less severe pulpal 

inflammation in teeth irradiated with LLL. However, the mechanisms that guide this 

process remain unknown.  This study evaluated the metabolism of cultured odontoblast-

like cells submitted to direct or transdentinal LLL irradiation as well as its effects on 

pulp tissue of first molars of rats. The odontoblast-like cells MDPC-23 were cultured 

(12,500 cells/cm2) on either 24-well acrylic plates or the pulpal surface of dentin discs 

adapted to artificial pulp chambers. In the first experiment, the cells received direct 

irradiation for 3 times (every 24 hours) with the following energy doses: 2 J/cm2, 4 

J/cm2, 10 J/cm2, 15 J/cm2, and 25J/cm2. Then, the irradiated cells were evaluated 

concerning their metabolism, synthesis of total protein (TP) and alkaline phosphatase 

(ALP). The two best direct irradiation parameters obtained in this first protocol were 

selected to be used in the second experiment, in which the MDPC-23 cells were 

irradiated through 0.4mm dentin discs obtained from human teeth (indirect irradiation). 

For the direct assay, the MTT values as well as the TP and ALP levels were 

significantly higher at the doses of 15 and 25 J/cm2 (Mann-Whitney; p<0.05). When 

both of these energy doses were used for the indirect irradiation assay, it was observed a 

statistically significant increase in cell metabolism and synthesis of TP and ALP only 

for 25 J/cm2 (Mann-Whitney; p <0.05). Under the experimental conditions, it may be 

concluded that the highest biostimulation values were obtained when the MDPC-23 

cells were irradiated with 25 J/cm2. For evaluation of the effects of LLL on the pulp-



 
 

 

dentin complex, class I cavities were prepared in the first superior molars of rats. After 

this, the cavities were immediately irradiated with the dose of 25 J/cm² (Irradiated 

Group), which was the best energy dose determined in the previous transdentinal 

experiment. For the control group, the cavities were not submitted to irradiation (Non-

Irradiated Group). For both groups, the cavities were restored with light-cured resin 

modified glass ionomer cement. The second molars of the non-irradiated group were 

used as Intact Control Group. After the periods of 7, 15 and 30 days, the animals were 

sacrificed and their jaws submitted to the laboratory processing. The stained sections 

were evaluated under light microscope. At 7-days period, it was observed for the 

Irradiated Groups and Non-Irradiated Groups a discrete disorganization of the 

odontoblasts related to the cavity floor. However, for these both groups and also for the 

Intact Control Group there was maintenance of the integrity for the pulp-dentin 

complex. At 30-day period, it was observed in those groups that received cavity 

preparation (Irradiated or Non-Irradiated), discrete  deposition of the tertiary dentin in 

the pulp zone related to the cavity floor. No inflammatory reaction on time 

disorganization accured in most of teeth evaluated. However, when compared to the 

Intact and Non-Irradiated Control Groups the teeth in which the cavities were irradiated 

with LLL exhibited a larger number of dilated and congested blood vessels in the pulp 

tissue. Therefore, the histological pulpal features observed in this study determined a 

greater vascularization in the teeth submitted to irradiation with LLL with 25/Jcm². 

 

�
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1 INTRODUÇÃO 

  

 A hipersensibilidade dentinária é uma condição sintomática comum na 

clínica odontológica e que causa muito desconforto ao paciente e pode resultar em 

inflamação pulpar (Pashley79, 1990, Dababneh et al.24, 1999, Schwarz et al.88, 2002). 

Tal patologia é caracterizada como uma dor transitória a partir da dentina exposta, em 

resposta a estímulos térmicos, táteis ou químicos (Friedmann et al.29, 1991, Dababneh  

et al. 24, 1999).  

 Qualquer local de dentina exposta pode exibir tal acometimento, 

localizando-se, em geral, na região vestíbulo cervical de caninos e pré-molares. A 

etiologia da exposição dentinária é considerada multifatorial envolvendo incorreta 

escovação, recessão gengival, dieta inapropriada (Tate et al.94, 2006) bem como forças 

oclusais excêntricas (Kimura et al.50, 2000). A prevalência desta condição varia de 10% 

a 20%, dependendo do estudo e da população. 

 Várias hipóteses têm sido sugeridas para explicar o mecanismo da 

hipersensibilidade dentinária, porém, nenhuma delas conduz a um perfeito 

entendimento de como os estímulos aplicados na superfície de uma dentina sensível são 

transmitidos para a polpa (Dababenh et al.24, 1999). Três teorias têm sido sugeridas para 

explicar este fenômeno: Terminações Nervosas, Odontoblástica e Hidrodinâmica. Esta 

última, a qual tem sido a mais aceita pela comunidade científica (Banfield et al.6, 2004), 

foi proposta por Brännström7 (1986), e sugere que o rápido deslocamento do fluído no 

sentido da polpa ou em sentido contrário, em resposta à  estímulo tátil, térmico, químico 

ou osmótico (Dababenh et al.24, 1999).  Em geral, os tratamentos da hipersensibilidade 

de dentina visam obliterar os túbulos dentinários para reduzir a movimentação do fluído 

dentinário (Kimura et al.50, 2000). Dentre eles, pode-se citar: aplicação tópica de 



 
 

 

substâncias químicas na superfície da dentina; uso de dentifrícios contendo substâncias 

ativas; vedamento da dentina exposta com um material restaurador (West et al.103, 1998, 

Dababenh et al.24, 1999); e laser de baixa intensidade (LBI) (Villa et al.101, 2007). 

 O tratamento ideal da hipersensibilidade deve ser indolor, de fácil 

aplicação, com ação rápida e efetiva por um longo período, não ser irritante para o 

tecido pulpar ou induzir efeitos colaterais (Ciaramicoli et al.19, 2003).  A aplicação do 

laser para o tratamento da hipersensibilidade dentinária tem sido muito pesquisada 

(Kimura et al.50, 2000, Schwarz et al.88, 2002, Ciaramicoli et al.19, 2003).  

 Num estudo in vivo (Marsilio et al.64, 2003), foi  demonstrado que o 

laser, no comprimento do vermelho, proporcionou redução na sensibilidade dolorosa em 

torno de 90%. Em outro estudo (Ladalardo et al.55, 2004) foi demonstrado que o 

comprimento no infra-vermelho próximo foi mais eficaz na faixa etária de 25-35 anos 

para as avaliações imediatas e tardia.  

 O efeito bioestimulante do laser de baixa intensidade sobre odontoblastos 

resulta em neoformação dentinária, através da produção de matriz de dentina reacional, 

a qual pode obliterar os túbulos dentinários (Dababenh et al.24, 1999, Villa et al.101, 

2007). Além disso, existe um efeito analgésico concomitante, devido à liberação da 

endorfina na sinapse das terminações nervosas localizadas nos túbulos dentinários 

(Coombe et al.20, 2001).   

 Desde que o laser foi desenvolvido, vários pesquisadores têm estudado 

suas possibilidades de aplicação na área da saúde, sendo que especial atenção tem sido 

dispensada para a Odontologia. Segundo Parker78 (2007), o primeiro laser foi 

desenvolvido por Mester e colaboradores, em 1960. Porém, as primeiras pesquisas com 

o laser na área Odontológica tiveram início apenas quatro anos depois (Kimura et al.50, 



 
 

 

2000), sendo que a utilização dessa nova tecnologia pelos clínicos permanece limitada 

pelo fato de que os parâmetros específicos para cada tratamento não estão estabelecidos.  

 O laser interage com diferentes tipos de tecido causando diversas 

reações. Muitas pesquisas têm demonstrado que a foto-estimulação pelo laser de baixa 

intensidade (LLLT) além de causar um aumento na síntese de ATP (Lubart et al.59, 

1992, Karu et al.42, 1995), aceleração do reparo tecidual (Koutná et al.51, 2003), 

desencadeamento da produção de ácido nucléico e aumento da divisão celular (Kikuchi 

et al.48, 1996). Alguns tipos específicos de laser apresentam também capacidade de 

estimulação da síntese e deposição de matriz de colágeno por fibroblastos (Nara et al.73, 

1992, Romanos et al.85, 1995, Reddy et al.82, 1998), bem como o aumento na atividade 

mitocondrial (Karu et al.44, 1996) e proliferação celular (Koutná et al.51, 2003). 

Também, foi demonstrado que o laser induz uma reação foto-química, ou seja, há uma 

direta indução na síntese de enzimas pela ação primária da luz sobre os lisossomos e 

mitocôndrias das células irradiados (Karu et al.40,42, 2005,1995). 

  A janela terapêutica do laser, específica para cada tipo de célula, ainda 

não foi determinada (Almeida-Lopes et al.2, 2001, Coombe et al.20, 2001) e dessa 

maneira, diversos estudos in vitro têm sido desenvolvidos. Tem sido demonstrado que o 

laser infravermelho promove proliferação celular em culturas de osteoblastos (Ozawa et 

al.77, 1998) e aumento dos níveis de ATP mitocondrial e da adesão celular em células  

do tipo tumoral (HeLa) (Karu et al.40,42,44, 1995, 1996, 2005). 

 A irradiação com o laser infravermelho em culturas diversas tais como, 

queratinócitos, células endoteliais, osteoblastos e de mucosa de hamsters, induz à 

proliferação celular (Grossman et al.33, 1998, Khadra et al.46, 2005, Moore et al.69, 

2005), diferenciação (Aihara et al.1, 2006) e aumento na síntese de DNA (Yamada et 

al.104, 1991) e de proteínas ósseas (Hamajima et al.34, 2003, Khadra et al.45, 2005, Stein 



 
 

 

et al.92, 2005), bem como formação de tecido ósseo com ausência de danos genotóxicos 

ou mesmo citotóxicos (Kujawa et al.53, 2004).  

 Em estudo in vivo, a aplicação do laser infravermelho aplicado sobre o 

miocardio de ratos infartados proporcionou aumento significativo na expressão de 

VEGF (vascular endotelial growth factor). Quando aplicado sobre os molares de rato, a 

irradiação induziu a formação de dentina terciária, sem causar danos significantes ao 

tecido pulpar (Tate et al.94, 2006). Em seres humanos, a aplicação do laser vermelho 

sobre dentina do assoalho cavitário causou bioestimulação dos odontoblastos, 

resultando em aumento na síntese de colágeno tipo III, tenastina e fibronectina (Ferreira 

et al.27, 2006). Todavia, os possíveis mecanismos de resposta dessas células 

odontoblásticas, em nível molecular, frente à irradiação com o laser, ainda permanece 

indefinido (Khadra et al.46, 2005). 

 Para o caso da irradiação no tratamento da hipersensibilidade dentinária, 

pode-se sugerir que os odontoblastos que revestem internamente a dentina relacionada 

com a área de exposição dos túbulos ao ambiente externo, estejam em condições 

contínuas de estresse químico (produtos bacterianos e outros) e/ou mecânico 

(movimentação do fluído dentinário dentro dos túbulos). Desta forma, os resultados 

clínicos positivos, relatados através da aplicação da laserterapia, poderiam estar 

relacionados com o estímulo transdentinário destes odontoblastos, os quais passariam a 

participar efetivamente do processo de reparo tecidual, através da síntese e expressão de 

algumas proteínas específicas da matriz dentinária, resultando em esclerose dos túbulos 

e/ou deposição de dentina terciária reacional intrapulpar.  

 Tem sido demonstrada a real propagação do laser através da dentina, a 

qual ocorre por dispersão da luz através da microestrutura dos túbulos dentinários 

(Kienle et al.47, 2006). Todavia, os dados científicos que caracterizam a propagação 



 
 

 

transdentinária do laser e sua relação com a redução da hipersensibilidade dentinária 

através do aumento na atividade metabólica dos odontoblastos, bem como o mecanismo 

de resposta em nível molecular de células com fenótipo de odontoblasto, submetidas à 

irradiação com o laser infra-vermelho próximo, ainda permanece indefinido (Khadra et 

al.45, 2005; Oliveira et al.75, 2008). Assim, torna-se necessário, neste momento, 

determinar os efeitos de parâmetros específicos de laser que proporciona bioestimulação 

direta de células de linhagem odontoblástica. 

 Com a finalidade de observar e entender o metabolismo das células 

secretoras de matriz extracelular (ECM) na presença de substâncias sintéticas, 

biológicas ou estímulos externos, alguns pesquisadores desenvolveram modelos de 

estudo in vitro que mimetizam o funcionamento de tais células em situações fisiológicas 

(MacDougall et al.61, 1995, Kikuchi et al.48, 1996, Hanks et al.35, 1998). Destes modelos 

experimentais, os que têm maior reprodutibilidade de resultados e maior facilidade de 

manipulação, são os de células odontoblastóides imortalizadas mantidas em cultura. 

Algumas linhagens estabelecidas deste tipo de célula estão sendo efetivamente descritas 

na literatura (MacDougall et al.61, 1995, Costa et al.22, 1999, He et al.36, 2004, Aihara et 

al.1, 2006). Todas estas linhagens apresentam evidências científicas de síntese de 

proteínas típicas dos odontoblastos, tais como sialoproteína e fosfoforina da dentina, e 

que estão diretamente associadas à alta atividade de fosfatase alcalina e síntese de 

proteínas de matriz de dentina (particularmente colágeno tipo I). Desta maneira, assim 

como todas as linhagens de células com fenótipo de odontoblastos disponíveis 

atualmente, a linhagem imortalizada MDPC-23 (Mouse Dental Papillae Cells-23) 

também apresenta características que permitem uma avaliação detalhada do efeito de 

fatores estimulantes (tal como o laser de baixa intensidade e proteínas bioativas), que 

podem sobre-regular sua atividade sintética e secretora. Estas células odontoblastóides 



 
 

 

MDPC-23 estabelecidas por Hanks et al.35 na Universidade de Michigan (EUA) são 

derivadas de uma linhagem imortalizada  proveniente da papila dentária do molar de 

camundongo, as quais apresentam características semelhantes às células odontoblásticas 

in vivo, tais como alta atividade de fosfatase alcalina, formação de múltiplos nódulos e 

crescimento em multicamadas celulares, bem como a expressão de sialoproteína e 

fosfoforina de dentina (Hanks et al.35, 1998). Tais células têm sido alvo de intensas 

pesquisas para avaliação do metabolismo quando colocadas em diferentes situações de 

estímulo biológico ou de estresse (Costa et al.21,22,23, 1999, 2003, 2007, He et al.36, 

2004, Aranha et al.4, 2006). Todavia, os dados científicos que caracterizam a resposta 

em nível molecular de células com fenótipo de odontoblasto, submetidas à irradiação 

com o laser infra-vermelho próximo, ainda permanece indefinido (Khadra et al.46, 2005; 

Oliveira et al.75, 2008) bem como o mecanismo da  propagação transdentinária do laser 

e sua relação com a redução da hipersensibilidade dentinária através do aumento na 

atividade metabólica dos odontoblastos 

 Assim, torna-se necessário, neste momento, determinar os parâmetros de 

bioestimulação direta de células de linhagem odontoblástica mais adequados, para 

posteriormente estudar, através de pesquisas com câmaras pulpares in vitro, ou mesmo 

em dentes in vivo, a possível atividade transdentinária da laserterapia nas células 

odontoblastóides, e sendo assim, determinar de forma inovadora os reais efeitos dessa 

terapia nesse tipo celular.  

 

 
  



 
 

 

2     PROPOSIÇÃO 

Proposição Geral: 

 Avaliar o efeito do laser de baixa intensidade, em parâmetros específicos, 

sobre células de linhagem odontoblástica MDPC-23 in vitro, bem como sobre o tecido 

pulpar in vivo.  

 

Proposição Específica 1:  

 Avaliar o efeito direto do laser de baixa intensidade em cinco doses de 

energia distintas sobre células de linhagem odontoblástica MDPC-23 submetidas a 

diferentes condições de carência nutricional. Para isso será avaliado metabolismo e 

morfologia celular, bem como a regulação da síntese e expressão de fosfatase alcalina e 

o conteúdo de proteína total.  

Proposição Específica 2: 

 Avaliar o efeito transdentinário do laser de baixa intensidade nas duas 

melhores doses obtidas no experimento direto sobre células de linhagem odontoblástica 

MDPC-23. . Para isso será avaliado metabolismo e morfologia celular, bem como a 

regulação da atividade enzimática (fosfatase alcalina) e o conteúdo de proteína total, 

complementado pela análise da expressão gênica de proteínas típicas da matriz de 

dentina que codificam para colágeno tipo I (Col-1) e fosfatase alcalina (FA). 

Proposição Específica 3: 

 Avaliar, o efeito da melhor dose de energia, determinada no experimento 

da ação transdentinária sobre células odontoblastóides in vitro, quando aplicada sobre o 

complexo dentino-pulpar de molares de rato. Para isso será realizado cortes histológicos 

dos dentes após 7, 15 e 30 do processo de irradiação.   

  



 
 

 

3    MATERIAL E MÉTODO 

 

Experimento 1: Efeito direto do laser de baixa intensidade 

1 Determinação dos parâmetros do laser 

 Neste trabalho de pesquisa foi utilizado um dispositivo (LASERTable) 

desenvolvido pelo Grupo de Óptica (GO) do Centro de Pesquisa em Óptica e Fotônica 

(CePOF) do Instituto de Física de São Carlos (IFSC) da Universidade de São Paulo 

(USP) sob coordenação do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato. Este dispositivo é 

composto por 12 diodos que emitem um comprimento de onda de 780 nm (Lubart et 

al.59, 1992 , Grossman et al.33, 1998, Karu et al.44, 1996, Demidova-Rice et al.25, 2007, 

Gavish et al.30, 2008, Rochkind et al.84, 2009). Os diodos, do tipo InGaAsP (arseneto de 

índio gálio e fosfato), foram posicionados na LASERTable, de tal maneira que quando 

ativados simultaneamente, cada um deles irradiava, individualmente, um único 

compartimento do total de 12 presentes em placa de cultura de células com 24 

compartimentos (Figura 1A/B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1 – A – Figura esquemática do Dispositivo de irradiação; B – Figura da LASERTable 

 Os parâmetros estabelecidos para este estudo foram os seguintes: 

Comprimento de Onda - 780 nm; e Densidade de Energia - 2 J/cm2; 4 J/cm2; 10 J/cm2; 

15 J/cm2; e 25 J/cm2 (Tabela 1). As densidades de energia avaliadas diretamente sobre 
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as células MDPC-23 foram estabelecidas de acordo com pesquisas prévias realizadas 

em diferentes culturas (Coombe et al.20, 2001, Cagnie et al.16, 2003, Khadra et al.45,46, 

2005,2005 Aihara et al.1, 2006). Baseado nos resultados obtidos nesta primeira etapa da 

pesquisa (Experimento 1: efeito celular direto do laser), foram selecionados os dois 

parâmetros mais efetivos para serem avaliados na segunda etapa da pesquisa 

(Experimento 2: efeito indireto transdentinário). Cada diodo foi posicionado a uma 

distância padronizada das células em cultura com o intuito de envolver, de forma 

uniforme, a área da base de cada compartimento (2,0 cm2). Em função do anteparo de 

acrílico (base da placa de 24 poços) as perdas de energia foram consideradas durante o 

processo de irradiação e desta maneira, a irradiância emitida pela LASERTable 

(22mW/cm2) era maior do que a que incidia na células(20mW/cm2), visando compensar 

essas perdas e garantir que os parâmetros incidentes nas culturas fossem previamente 

determinados para este estudo.  

 

Tabela 1 – Tempo de Irradiação em função das Densidades de Energias proposta no 
projeto inicial (Parâmetros: Área = 2,0 cm2; Potência Ótica = 40 mW) 
 

DENSIDADE DE ENERGIA (J/cm2) 
TEMPO DE IRRADIAÇÃO (s) 

Segundos (s) 
2 
4 

10 
15 
25 

100 
200 
500 
750 
1250 

 

 A potência total de irradiação da LASERTable era de 40 mW e a 

irradiância de 20 mW/cm2, levando-se em consideração a perda de potência óptica em 

cada compartimento devido a presença do acrílico (tampa da placa ou fundo do 

compartimento). A Figura 2 demonstra que a distribuição óptica tem um 

comportamento próximo do gaussiano, evidenciando que houve uma redução da 

divergência original do diodo na área do compartimento irradiado. A partir desses dados 



 
 

 

e utilizando o valor da área de cada compartimento (2,0 cm2), os tempos de irradiação, 

necessários para alcançar as densidades de energia propostas no presente projeto de 

pesquisa, puderam ser calculados.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 2 – Distribuição de potência óptica relativa ao longo do diâmetro de um 
compartimento da placa. O comportamento aproximadamente gaussiano enfatiza a 
correção da divergência do feixe LASER. 

 
 
 

 O meio de cultura utilizado nesse experimento foi o DMEM (Dulbecco´s 

Modified Eagle´s Médium, SIGMA Chemical Co - St. Louis, MO, EUA) com corante, 

visto que a medição realizada por meio do espectrógrafo de transmitância USB2000 

(Ocean Optics – Dunedin, FL, EUA), com uma interface elaborada no programa Lab 

View, revelou um baixo coeficiente de absorção desse corante (aproximadamente 5%) 

para a radiação infravermelha com pico em 780±10-nm. A utilização de corante no 

DMEM é importante, pois ele permite detectar rapidamente qualquer contaminação pela 

variação em sua tonalidade decorrente da alteração do pH no meio. O resultado da 

avaliação do coeficiente de absorção do meio de cultura é apresentado na Figura 3.  
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FIGURA 3 - Gráfico da absorbância do meio de cultura celular baseado em DMEM com 
corante. 

 

  O monitoramento da variação de temperatura do meio de cultura 

selecionado é de suma importância para a avaliação da resposta celular (Zach et 

al.105,1965, Kreisler et al.52, 2003, Mochizuki-Oda et al.67,2002, Kadhra et al.45,2005, 

Amano et al.3, 2006), visto que o aumento de temperatura para cerca de 42°C causar 

morte de células pulpares (Zach et al.105,1965). Dessa maneira, o uso de um multímetro 

e um termístor calibrado e fixado na base dos compartimentos da placa de acrílico, 

possibilitou a análise da variação de temperatura na base dos compartimentos 

preenchidos com meio de cultura com diferentes concentrações de soro fetal bovino 

(SFB) (DMEM sem SFB; DMEM + 2% SFB; DMEM + 5% SFB e DMEM + 10% 

SFB). Após irradiação por um tempo total de 1300 segundos a maior variação de 

temperatura foi de 0,8°C, dado apresentado na Figura 4, reduzindo o risco de danos 

térmicos às células MDPC-23 em função da discreta elevação da temperatura que não é 

suficiente para causar morte celular. 
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FIGURA 4 - Gráficos representativos da alteração de temperatura no DMEM em diferentes 
concentrações de SFB, quando irradiado pela LASERTable. A - DMEM sem SFB; B - 
DMEM + 2% SFB; C - DMEM + 5% SFB; D -  DMEM + 10% SFB. 
 

2  Manutenção das células MDPC-23 em cultura  

 Células imortalizadas de linhagem odontoblástica MDPC-23 foram 

descongeladas e cultivadas em garrafas plásticas de 75 cm2 (Costar Corp. - Cambridge, 

MA, EUA) em meio de cultura Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM, 

SIGMA Chemical Co. - St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, 

Cultilab - Campinas, SP, Brasil), 100 IU/mL e 100 �g/mL, respectivamente, de 

penicilina e estreptomicina, e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO - Grand Island, NY, 

EUA). As células foram sub-cultivadas a cada 3 dias e mantidas em incubadora 

(Isotemp Fisher Scientific - Pittsburgh, PA, EUA) com atmosfera umedecida contendo 
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5% de CO2, 95% de ar e temperatura de 37°C, até que fosse obtido o número adequado 

de células para a pesquisa. 

3  Experimento 1: Irradiação direta das células  

 Células foram cultivadas (12.500 células/cm2) em 12 compartimentos de 

placas de acrílico esterilizadas com 24 compartimentos. Para esta cultura celular, foi 

utilizado DMEM suplementado com 10% de SFB. As células foram incubadas em uma 

atmosfera umedecida contendo 5% de CO2 na temperatura de 37°C, por 24 horas. Após 

este período, o meio de cultura foi aspirado, sendo novo DMEM, agora suplementado 

com 2%, 5% (indução de estresse) ou 10% de SFB, aplicado sobre as células por 24 

horas. Imediatamente antes de iniciar a irradiação das células, os meios de cultura foram 

novamente trocados, mantendo a mesma concentração de soro fetal de acordo com os 

grupos experimentais e controles estabelecidos (2%, 5% ou 10% de SFB). Então, a luz 

proveniente da LASERTable foi aplicada na base de cada placa de acrílico, de acordo 

com os parâmetros já definidos.                        

 A redução do soro fetal bovino (2% ou 5% de SFB) no meio de cultura 

foi baseada em pesquisas prévias, as quais demonstraram que células em cultura 

respondem de maneira mais efetiva a um estímulo quando submetidas a condições de 

estresse, tal como carência nutricional (Almeida-Lopes et al.2, 2001, Cagnie et al.16, 

2003, Jia et al.37, 2004, Stein et al.92, 2005).  

  As células em cultura foram irradiadas a cada 24 horas, num total de 3 

aplicações durante três dias consecutivos (Grossman et al.33, 1998, Cagnie et al.16, 2003, 

Hamajima et al.34, 2003, Kreisler et al.52, 2003, Jia et al.37, 2004). Após a última 

irradiação, as placas de 24 compartimentos permaneceram em incubadora pelo período 

de 3 horas ou 72 horas, totalizando um período de 6 dias ou 9 dias de cultura 

respectivamente (Karu et al.44, 1996). Após este tempo, as células foram submetidas à 



 
 

 

avaliação da atividade da enzima desidrogenase succínica (SDH), expressão de proteína 

total e fosfatase alcalina, bem como análise da morfologia celular em microscópio 

eletrônica de varredura. Os grupos experimentais e controles estabelecidos de acordo 

com os parâmetros de aplicação do laser e condições de estresse estão demonstrados na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Apresentação dos grupos experimentais e controles segundo parâmetros do 

laser e condições de estresse celular 

DENSIDADE DE ENERGIA 
 (J/cm2) 

% SFB  
10%            5% 2%     

2 Grupo 1a Grupo 1b Grupo 1c 
0 Controle 1a Controle 1b Controle 1c 
4 Grupo 2a Grupo 2b Grupo 2c 
0 Controle 2a Controle 2b Controle 2c 
10 Grupo 3a Grupo 3b Grupo 3c 
0 Controle 3a Controle 3b Controle 3c 
15 Grupo 4a Grupo 4b Grupo 4c 
0 Controle 4a Controle 4b Controle 4c 
25 Grupo 5a Grupo 5b Grupo 5c 
0 Controle 5a Controle 5b Controle 5c 

* N= 40 - total de amostras por grupo. 

 

 Para os grupos controle, os mesmos procedimentos de manipulação das 

células foram realizados, inclusive o posicionamento da LASERTable na base de cada 

placa de 24 compartimentos. Todavia, o laser não foi ativado, pois este procedimento de 

aplicação direta da luz sobre as células MDPC-23 em cultura ocorreu apenas para os 

grupos experimentais. Contudo, para o protocolo de irradiação, o tempo foi a única 

variável que modificada com o intuito de obter as doses de energia propostas. Assim, 

cada dose de energia apresentava seu respectivo controle, que permaneceu fora da 

incubadora o mesmo período dos grupos irradiados, eliminando, desta maneira, a 

variável tempo da análise. 



 
 

 

4  Análise do metabolismo celular por meio da produção de Desidrogenase 

Succínica (MTT assay) 

 Do total de quarenta amostras, dezoito de cada grupo experimental e de 

cada grupo controle foram utilizadas para a avaliação da produção da enzima 

desidrogenase succínica (SDH). Esta avaliação foi realizada por meio da aplicação do 

método colorimétrico do metiltetrazolium (MTT Assay, Invitrogen – Carlsbad, CA, 

EUA), após 6 dias e 9 dias de cultura. Este método determina a atividade da SDH 

produzida pelas mitocôndrias presentes nas células, caracterizando o metabolismo 

celular. Para a preparação da solução de MTT, 25 mg do sal de metiltetrazolium foram 

pesados em balança analítica de alta precisão (AG 2000 GEHAKA - Diadema, SP, 

Brasil) e, posteriormente, adicionados a 5 mL de solução salina de tampão fosfato 

(PBS), alcançando uma mistura final de concentração igual a 5mg/mL (Mosmann70, 

1983). 

 Sobre as células cultivadas em placas de 24 compartimentos aplicou-se 

900 �L de meio de cultura (DMEM), sem SFB, associado a 100 �L de solução de MTT 

(5 mg/mL do sal metiltetrazolium em PBS). As células em contato com a solução de 

MTT foram incubadas em estufa umidificada na temperatura de 37°C pelo tempo de 4 

horas. Decorrido este período, a solução de MTT foi aspirada cuidadosamente e 

substituída por 700 μL da solução de isopropanol acidificada (0,04 N de HCl). Este 

procedimento tem o objetivo de dissolver os cristais violeta resultante da clivagem do 

anel do sal de metiltetrazolium pela enzima desidrogenase succínica das mitocôndrias 

das células viáveis. Após agitação e verificação da homogeneidade das soluções, três 

alíquotas de 100 �L de cada compartimento foram transferidas para uma placa de 96 

compartimentos (Costar Corp. - Cambridge, MA, EUA). A viabilidade celular foi 



 
 

 

avaliada de maneira proporcional à absorbância determinada a 570 nm em leitor de 

ELISA (Multiskan, Ascent 354, Labsystems CE - Lês Ulis, França).  

 A absorbância foi expressa em valores numéricos, os quais foram 

submetidos à análise estatística para indicar o metabolismo das células irradiadas ou 

não. 

5 �Dosagem de proteína total e análise da atividade de fosfatase alcalina 

 Do total de 40 amostras por grupo, 18 foram selecionadas para análise do 

metabolismo celular (MTT assay) e 4 para avaliação da morfologia celular (MEV). 

Assim, as 18 amostras restantes foram utilizadas para determinação da dosagem de 

proteína total, sendo que destas mesmas amostras foram obtidas alíquotas para análise 

da atividade de fosfatase alcalina pelas células MDPC-23 irradiadas ou não. 

 

5.1  Dosagem da proteína total  

 A dosagem de proteína total foi realizada para cada grupo experimental e 

controle, 6 dias e 9 dias de cultura, segundo protocolo de Read e Northcote81 (1981). O 

meio de cultura foi aspirado e as amostras foram lavadas três vezes com 1 mL de PBS 

aquecido a 37ºC. A lise das células foi realizada adicionando-se 1,1 mL de lauril sulfato 

de sódio 0,1% (Sigma – Aldrich - St Louis, MO, EUA) em cada compartimento por 40 

minutos em temperatura ambiente. As amostras foram então homogeneizadas e 1 mL de 

cada compartimento foi transferido para tubos Falcon (Corning Incorporated - Corning , 

NY, EUA) devidamente identificados (tubos testes), sendo que para o tubo 

representando o branco, foi acrescentado 1 mL de água destilada. Em seguida, 1 mL de 

Solução de Reagente de Lowry (Sigma – Aldrich - St Louis, MO, EUA) foi adicionado 

em todos os tubos, sendo agitados por 10 segundos em agitador de tubos (Phoenix AP 

56 - Araraquara, SP, Brasil) e permanecendo por 20 minutos em temperatura ambiente. 



 
 

 

Após esse período, acrescentou-se em cada tubo, 500 μL de Solução de Folin e 

Ciocalteau´s Phenol Reagent (Sigma – Aldrich - St Louis, MO, EUA) e novamente 

agitou-se por 10 segundos em agitador de tubos. Trinta minutos após, três alíquotas de 

100 �L de cada tubo foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos e a 

absorbância dos tubos testes e branco foi lida no comprimento de onda de 655 nm em 

leitor de ELISA (BIO-RAD, modelo 3550-UV, microplate reader, Hercules, CA, EUA).  

 A dosagem de proteína total foi calculada multiplicando-se a absorbância 

do teste pelo fator de calibração.   

 

5.2  Atividade de fosfatase alcalina (ALP)  

A atividade de fosfatase alcalina foi realizada 6 dias e 9 dias de cultura, 

seguindo protocolo do Kit de Fosfatase Alcalina – Ensaio de Ponto Final (Labtest 

Diagnóstico S.A. - Lagoa Santa, MG, Brasil). Este ensaio utiliza o substrato de 

timolftaleína monofosfato, um substrato do éster do ácido fosfórico. A fosfatase alcalina 

hidrolisa a timolftaleína monofosfato liberando timolftaleína.  Assim, é possível medir-

se diretamente o produto da hidrólise, alterando-se o pH. O pH alterado promove a 

interrupção da atividade enzimática e a formação de cor azul característica do produto 

da reação, que é medida fotometricamente (Roy86, 1970).  

 O meio de cultura foi aspirado e as amostras lavadas três vezes com 1 

mL de PBS aquecido a 37°C. A lise das células foi realizada adicionando-se 1,1 mL de 

Lauril Sulfato de Sódio 0,1% (Sigma – Aldrich - St Louis, MO, EUA) em cada 

compartimento por 40 minutos em temperatura ambiente. Enquanto isso, os tubos 

Falcon (testes, padrão e branco) foram devidamente identificados e 50 μL de substrato 

(timolftaleína monofosfato 22 mmol/L - reagente nº 1 do Kit) e 500 μL de tampão (300 

mmol/L, pH 10,1 - reagente nº 2 do Kit) foram adicionados em cada tubo. Apenas no 



 
 

 

tubo padrão foi acrescentado 50 μL do padrão 45 U/L (reagente nº 4 do Kit). Decorridos 

os 40 minutos da lise celular, os tubos foram colocados no banho-maria (Fanem, 

Guarulhos, SP, Brasil) a 37ºC por 2 minutos. As amostras foram, então, 

homogeneizadas e 50 μL de cada compartimento foram transferidos para os tubos 

testes, mantidos em banho-maria e gentilmente agitados. Após 10 minutos de 

incubação, foi acrescentado 2 mL de Reagente de Cor (carbonato de sódio 94 mmol/L e 

hidróxido de sódio 250 mmol/L – reagente nº 3 do Kit). A absorbância dos tubos testes, 

padrão e branco foi determinada em espectrofotômetro (Micronal B382 - São Paulo, SP, 

Brasil), no comprimento de onda de 590 nm. 

A atividade de fosfatase alcalina foi calculada multiplicando-se a 

absorbância do teste pelo fator de calibração. Em seguida, os valores obtidos foram 

normalizados pelo valor do padrão, dividindo-se o valor da ALP pelo valor obtido com 

o padrão (μmoltimolf/h/μg). 

 

6  Análise da morfologia celular em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 Para cada grupo do experimental e/ou controle, foram preparadas 4 

amostras representativas para análise da morfologia das células MDPC-23 em 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para os grupos nos quais as células foram 

tratadas diretamente com o laser e para seus respectivos grupos controle, discos de vidro 

esterilizados foram posicionados na base de 4 compartimentos de cada placa antes de se 

proceder o cultivo celular. Para isto, as células tratadas diretamente com o laser foram 

fixadas por 2 horas em glutaraldeído a 2,5%.  

 Após fixação das células por 2 horas em glutaraldeído a 2,5%, estas 

foram lavadas três vezes com 1 mL de PBS (5 minutos cada lavagem) e então pós-

fixadas por 60 minutos em 200 �L de tetróxido de ósmio 1%. As amostras foram 



 
 

 

desidratadas em trocas ascendentes de soluções de etanol (30%, 50% e 70%, 2x 95% e 

2x 100% - 30 minutos em cada solução), sendo finalmente submetidas à secagem por 

meio do solvente de baixa tensão superficial 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane (HMDS - 

ACROS Organics, New Jersey, EUA) e mantidas em dessecador durante 12 horas. 

Finalmente, as amostras foram fixadas em “stubs”, metalizadas com ouro, e analisadas 

em microscópio eletrônico de varredura (MEV, JEOL-JMS-T33A Scanning 

Microscope, JEOL – EUA Inc. - Peabody, MA, EUA). 

 

 Experimento 2: Efeito transdentinário (ação indireta) do laser de baixa 

intensidade  

 

1 Obtenção dos discos de dentina 

 Sessenta terceiros molares humanos hígidos foram obtidos junto ao 

Banco de Dentes oficializado da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP, 

para o desenvolvimento do presente estudo, tendo sido este aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara – UNESP (Protocolo no 

41/06 – ANEXO 1). Os dentes foram imersos em etanol 70% por 5 dias e submetidos à 

remoção de restos de ligamento periodontal e debris aderidos à sua superfície. Da região 

central da coroa de cada dente foi obtido um disco de dentina com aproximadamente 0,4 

mm de espessura, a qual foi determinada por meio da utilização de um paquímetro 

digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América Ltda. – São Paulo, SP, Brasil). Para 

obtenção destes discos de dentina, foi utilizado um disco de diamante (11-4254, 4”x 

0,012”/ série 15LC, Diamond Wafering blade, Buehler Ltda. - Lake Bluf, IL, EUA) 

acoplado a uma cortadeira metalográfica (ISOMET 1000, Buehler Ltda. - Lake Bluf, IL, 

EUA). As superfícies dos discos de dentina foram lixadas e regularizadas com lixas 



 
 

 

d’água de granulação 400 e 600 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda. - 

Jundiaí, SP, Brasil), sendo que durante este procedimento, os discos sofreram freqüentes 

avaliações, com o objetivo de se certificar que a espessura final seria de 0,4 mm 

(Lanza56, 2009). 

 Para desinfecção dos discos de dentina, estes foram imersos, de maneira 

individual, em 1 mL de glutaraldeído a 2,5% aplicado em placas de acrílico (Costar 

Corp. - Cambridge, MA, EUA), com 24 compartimentos (Lanza56, 2009). Após 6 horas, 

os discos foram lavados (3 trocas de 5 minutos cada) com tampão fosfato (PBS - pH 

7,4). Uma solução de EDTA 0,5M (pH 7,2) foi aplicada, por 2 minutos, sobre os discos 

de dentina com o objetivo de limpeza superficial e remoção da smear layer, preparando 

os espécimes para o teste de permeabilidade. Além disso, este procedimento 

proporciona adequado substrato dentinário para adesão e crescimento celular. Após 

condicionamento da dentina, a solução de EDTA foi lavada das superfícies dos discos 

através da aplicação, por 60 segundos, de água deionizada esterilizada. Finalmente, os 

discos de dentina foram submetidos, individualmente, ao teste de condutância 

hidráulica. 

 

2 Medição da condutância hidráulica 

 A condutância hidráulica expressa a facilidade com que um fluido pode 

mover-se através de um determinado tecido com área conhecida e sob uma pressão 

específica, em um determinado espaço de tempo. Outhwaite et al.76, em 1974, 

desenvolveram um dispositivo para facilitar o estudo da permeabilidade dentinária, 

conhecido por In Vitro Pulp Chamber ou câmara de filtração. 

 Para a determinação da condutância hidráulica, foi utilizada, neste 

experimento, uma câmara de filtração que apresenta um compartimento superior e outro 



 
 

 

inferior, os quais são adaptados por rosqueamento, sendo que entre eles é posicionado o 

disco de dentina a ser avaliado. O sistema começa a funcionar quando a válvula da 

coluna de água de uma altura de 1,8 m (correspondendo à pressão de 180 cm H2O ou 

17,65 Kpa) é aberta e libera a água que exerce uma pressão hidrostática. Este 

reservatório ou coluna d’água é conectado diretamente a uma micropipeta através de 

capilares de polietileno siliconado com diâmetro de 18 Gauges (Embramed - São Paulo, 

SP, Brasil). A pressão é expressa em centímetros de água (cm H2O), ou então pode ser 

convertida para Kpa, onde 1 cm H2O = 0,098 Kpa. A micropipeta está justaposta a uma 

escala de medição em milímetros, a qual permite medir o deslocamento do líquido 

numa fração de tempo, conforme a velocidade de filtração dos discos de dentina. O 

deslocamento da água deionizada foi visualizado através da movimentação de uma 

microbolha criada por uma seringa acoplada a uma extensão capilar entre a micropipeta 

e a câmara de filtração. Esta câmara de filtração é a parte final do sistema que abriga os 

discos de dentina e fica conectada à coluna de pressão hidrostática por meio dos 

capilares de polietileno.  

 Para a correta interpretação dos resultados foi realizada a medição dos 

índices iniciais de filtração para todos os discos de dentina previamente ao início da 

aplicação do laser. Este cuidado permitiu reduzir a provável interferência da estrutura da 

dentina no resultado desta pesquisa, pois este tecido dentário pode ser anatomicamente 

variável. Após os teste de condutância hidráulica, os 60 discos de dentina foram 

distribuídos em 3 grupos de 20 discos cada, de modo que não houvesse diferença 

estatisticamente significante entre os valores numéricos médios de condutância 

hidráulica para cada grupo estabelecido.  
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atmosfera úmida a 37°C com 5% de CO2 e 95% de ar. Após este período, o meio de 

cultura foi aspirado, sendo que para os grupos experimentais e controle, um novo meio 

de cultura, suplementado com duas diferentes porcentagens de soro fetal bovino (melhor 

porcentagem avaliada no Experimento 1 e 10% SFB) foi aplicado sobre as células por 

24 horas. Imediatamente antes de iniciar a irradiação das células, os meios de cultura 

foram trocados, mantendo a mesma concentração de soro fetal de acordo com os grupos 

experimentais e controle estabelecidos. Então, o laser foi aplicado, através do uso da 

LASERTable na superfície oclusal dos discos de dentina (Figura 6), o qual estava 

voltado para baixo. Os parâmetros de laser aplicados neste Experimento 2 (células 

irradiadas indiretamente) foram àqueles que determinaram os melhores resultados de 

bioestimulação direta das células cultivadas (determinados no Experimento 1). Todavia, 

devido à presença do anteparo de dentina, ocorreram perdas de energia durante a 

irradiação numa intensidade de 10 vezes o valor da potência. Dessa maneira, para 

garantir que os parâmetros incidentes sobre as células cultivadas sobre a dentina fossem 

os mesmos que resultaram nos melhores índices de bioestimulação observados no 

Experimento 1, os parâmetros de irradiação emitidos pelos diodos foram ajustados de 

tal maneira que as células receberam, através da dentina, as mesmas densidades de 

energia determinadas como bioestimuladoras no experimento anterior. Essas foram 

determinadas à partir da potência que atravessou os discos de dentina e alcançou as 

células e que foram determinadas por meio de um medidor de potência, bem como pela 

área do disco que foi medida. 
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Tabela 3 - Apresentação dos grupos experimentais e controles de acordo com o tipo de 

tratamento dos discos de dentina 

DENSIDADE DE ENERGIA 
(J/cm2) 

GRUPO (n=20) 
Melhor condição estresse 10% SFB 

15 Grupo 1 a Grupo 1 b 
Controle 1 Controle 1 a Controle 1 b 

25 Grupo 2 a Grupo 2 b 
Controle 2 Controle 2 a Controle 2 b 

 

4 Avaliação do metabolismo celular, proteína total, fosfatase alcalina e morfologia 

das células 

 As três primeiras avaliações que foram realizadas tiveram suas 

metodologias detalhadamente descritas no Experimento 1. Porém, para este 

Experimento 2 os volumes dos reagentes foram proporcionalmente ajustados de acordo 

com o volume máximo suportado pela câmara pulpar in vitro. Para a análise da 

morfologia celular em MEV, as células aderidas ao substrato dentinário foram 

primeiramente submetidas ao processo de fixação (glutaraldeído 2,5%). Após este 

procedimento, os discos de dentina foram cuidadosamente removidos das CPIVs e 

posicionados em compartimentos individuais de novas placas de 24 compartimentos 

com superfície oclusal, onde as células foram cultivadas, voltada para cima. Então, foi 

realizada a pós-fixação das células com tetróxido de ósmio e o processamento 

laboratorial de rotina, como anteriormente descrito. Todavia, para este Experimento 2, 

os próprios discos de dentina foram fixados nos “stubs”, metalizados com ouro, e 

levados para análise em microscópio eletrônico de varredura (MEV, JEOL-JMS-T33A 

Scanning Microscope, JEOL – EUA Inc. - Peabody, MA, EUA). 

 Neste Experimento 2, foi realizado também a avaliação da expressão de 

fosfatase alcalina e o colágeno tipo I por meio da técnica do RT-PCR.  



 
 

 

 

5 Expressão de fosfatase alcalina e colágeno tipo I  

5.1 Extração de RNA 

  Em cinco compartimentos das placas de acrílico, para cada grupo 

controle e experimental, o meio de cultura foi aspirado e substituído por 1 mL de Trizol 

(Invitrogen – Carlsbad, CA, EUA). Estas 5 amostras foram, então, homogeneizadas 

com o intuito de remover todas as células que permaneceram aderidas ao substrato 

dentinário. O Trizol, contendo as células, foi transferido para um tubo de 

microcentrífuga de 1,5 mL e incubado por 5 minutos à temperatura ambiente. Para cada 

mL de Trizol utilizado na homogeinização foi adicionado 0,2 mL de clorofórmio 

(J.T.Baker - Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V - Xalostoc, México). Os tubos serão 

agitados vigorosamente na mão por 15 segundos e incubados por 2 ou 3 minutos à 

temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rcf (microcentrífuga 

Eppendorf modelo 5415R – Hamburg - Alemanha) por 15 minutos a 4° C. Depois da 

centrifugação, a mistura se dividiu em uma fase baixa correspondente ao trizol/ 

clorofórmio/DNA, uma interfase (proteína), e uma fase aquosa superior correspondente 

à fase onde está o RNA (água e RNA). O volume desta fase corresponde a 60% do 

volume de Trizol utilizado na homogeneização.  

  A fase aquosa foi transferida para um novo tubo. Para cada mL de Trizol 

utilizado na homogeneização foi adicionado 0,5 mL de isopropanol (J.T.Baker - 

Mallinckrodt Baker, S.A. de C.V - Xalostoc, México), para precipitar o RNA da fase 

aquosa. As amostras foram incubadas à temperatura ambiente por 10 minutos e 

centrifugadas a 12.000 rcf por 10 minutos a 4°C. Nessa etapa foi observada a formação 

de um pellet tipo gel no fundo do tubo. 



 
 

 

  Após a remoção do sobrenadante, o pellet de RNA foi seco brevemente 

colocando-se o tubo em uma posição invertida sobre um papel por 10 minutos. Para 

cada mL de Trizol foi adicionado 1 mL de  etanol 75% (J.T.Baker - Mallinckrodt Baker, 

S.A. de C.V - Xalostoc, México). As amostras foram misturadas em agitador de tubos 

(Phoenix modelo AP-56 - Phoenix Ind. E Com. de Equips Científicos Ltda – 

Araraquara, SP, Brasil) e centrifugadas a 7.500 rcf por 5 minutos a 4° C. 

  O sobrenadante foi novamente descartado para se proceder a secagem do 

pellet de RNA sobre um papel por 30 minutos. O RNA foi redissolvido em 10 μL de 

água ultrapura tratada com DEPC (BioAgency Laboratórios – São Paulo, SP, Brasil) 

por meio da técnica “up & down” com pipeta. As amostras foram, então, incubadas por 

10 minutos a 55° C (Thermomixer Comfort – Eppendorf – Hamburg, Alemanha).  

 Uma alíquota do RNA total (1μL) foi diluída em água ultrapura tratada 

com DEPC na proporção de 1:50 para a realização da quantificação do RNA em 

biofotômetro (biophotometer Eppendorf – modelo Eppendorf RS – 232C– Hamburg, 

Alemanha). 

5.2 RT- PCR 

5.2.1 Síntese do cDNA 

 Para cada RNA total extraído das amostras de cada grupo, foi sintetizado 

o cDNA (DNA complementar obtido a partir de uma alíquota de mRNA) por meio da 

reação de RT-PCR. Em um tubo de microcentrífuga de 1,5 mL, foi adicionado 1 μL de 

Oligo dT 100 mM (Invitrogen – Carlsbad, CA, EUA), 1μg de RNAtotal, 1 μL de dNTP 

10 mM (Invitrogen – Carlsbad, CA, EUA) e água ultra-pura tratada com DEPC para 

completar um volume total de 13 μL de solução. A solução foi incubada à 65º C por 5 

minutos e então transferida imediatamente para o gelo. Após um “spin” em 

microcentrífuga, foi adicionado 4 μL de tampão First-Strand 5X (Invitrogen – Carlsbad, 



 
 

 

CA, EUA) e 2 μL de Ditiotreitol (DTT 0,1M - Invitrogen – Carlsbad, CA, EUA). A 

solução foi incubada à 42º C por 2 minutos e então se adicionou 1 μL (200UI) da 

enzima Superscript II (Invitrogen – Carlsbad, CA, EUA). A solução foi homogeneizada 

gentilmente com o auxílio de uma pipeta e incubada à 42º C por 50 minutos. Após este 

período de incubação, a reação foi inativada à 70º C por 15 minutos.  

 

5.2.2 PCR 

 Após a síntese do cDNA, será avaliado o efeito da irradiação com o laser 

sobre a expressão dos genes que codificam colágeno tipo-I (Col-1) e Fosfatase alcalina 

(ALP) e a � – actina como um “housekeeping gene”. Para cada um destes genes, 

primers específicos foram desenhados a partir da seqüência de mRNA (Tabela 4).  

 

Tabela 4 - Seqüências e aplicações dos primers para mus musculus utilizados neste 
trabalho 

 

Seqüências dos primers Utilização 
S:  5´- AGC CAT GTA CGT AGC CAT CC – 3’  
AS:         5’ - CT CTC AGC TGT GGT GGT GAA - 3’ 
 
S:  5´- GCT GAT CAT TCC CAC GTT TT -3’ 
AS:  5' - CTG GGC CTG GTA GTT GTT GT - 3’ 
 
S:  5´- ACG TCC TGG TGA AGT TGG TC – 3’ 
AS:  5' - CAG GGA AGC CTC TTT CTC CT - 3’ 

 
Amplificação de � - actina 

 
 

Amplificação de ALP 
 
 

Amplificação de Col-1 
 

 

5.2.3 PCR quantitativo em tempo real 

 Para o PCR em tempo real, foram utilizados os mesmos cDNAs 

sintetizados por transcrição reversa. Todas as reações de PCR em tempo real foram 

feitas no aparelho ABI Prism 7000 Sistema de Detecção de Seqüência (Step One - 

Applied Biosystems – Foster City, CA, EUA). O processo de ciclagem térmica consistiu 

de 2 minutos a 50oC, em seguida 2 minutos a 95oC e 40 ciclos no modo de dois passos: 



 
 

 

95oC por 15 segundos, seguido de 60oC por 1 minuto. Em todos os experimentos foram 

feitos controles negativos, onde no lugar do cDNA foi usado a mesma quantidade de 

RNA tratado com DNAse que foi utilizada para a síntese do cDNA. Este procedimento 

exclui a possibilidade de contaminação por DNA genômico. As condições do PCR em 

tempo real foram otimizadas para cada mRNA alvo com concentrações ideais de 

oligonucleotídeos, ausência de formação de dímeros dos oligonucleotídeos e condições 

para obtenção de apenas um pico na curva de dissociação durante a amplificação em 

tempo real.  

 Para a reação do PCR em tempo real foi utilizado 7,5 μL do mix Platinum 

SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen – Carlsbad, CA, EUA), 0,5 

μL de cada oligonucleotídeo específico para cada gene amplificado, 1 μL de cDNA das 

diferentes amostras (1 μL de cada cDNA diluído 10 vezes) e 5,5 μL de água Mili-Q 

estéril. Dos 15 μL de reação preparados, 10 μL foram utilizados em 2 poços diferentes 

da placa de 96 poços (5 μL/poço), portanto todos os dados de PCR em tempo real foram 

obtidos em duplicata. Os níveis relativos da expressão dos genes foram calculados de 

acordo com as instruções da Applied Biosystems, utilizando a �-actina como referência 

para normalização.  

 Os dados foram expressos usando o método de curva padrão, ou seja, as 

reações foram corridas no modo de quantificação absoluta e os Cts obtidos para as 

amostras experimentais foram comparados à curva padrão correspondente, dependendo 

do par de oligonucleotídeos utilizado. A curva padrão foi feita utilizando uma mistura de 

cDNAs das amostras dos diferentes grupos do experimento. Por diluição seriada, foram 

preparadas reações de modo que a mistura de cDNAs fosse uitilizado sem diluição e 

diluído 2, 4, 8, 16, 32 e 64 vezes. Desta maneira pode-se ter uma idéia de quantas vezes 

o cDNA poderia ser diluído para ser usado nas reações experimentais. Quando a 



 
 

 

qualidade dos primers era boa, os Cts destas reações geravam uma curva padrão 

confiável. Os valores obtidos para os genes alvos de cada amostra foram normalizados 

pelos valores de � - actina da mesma amostra e os gráficos foram plotados utilizando o 

software Prism GraphPad 4.02 (GraphPad - San Diego,CA, EUA). 

 
 
Experimento 3: Irradiação in vivo em molares de rato 

1 Delineamento do estudo in vivo 

 Foram utilizados, nesta pesquisa in vivo, trinta e seis ratos (Rattus 

norvegicus, albinus, holtzman) machos, pesando em média 280g. Os dois primeiros 

molares superiores de cada animal do grupo controle foram utilizados no estudo, sendo 

que eles foram divididos para cada um dos três períodos 7, 15 e 30 dias estabelecidos 

para análise do complexo dentino-pulpar.  

 Os grupos experimentais e controle e os procedimentos executados estão 

demonstrados na Tabela 5.  

 

Tabela 5 - Distribuição dos dentes nos Grupos Experimentais e Controle de acordo com 
os procedimentos de irradiação e período de avaliação  

GRUPOS DESCRIÇÃO 
PERÍODOS 

TOTAL 7 
dias 

15 
dias 

30 
dias 

GI 
Cavidade de classe I com aplicação do laser e 

restauração com CIV (1° M D) 
8 8 8 24 

GCI Cavidade de classe I + CIV (1° M D/E) 
4 4 4 12 

GCII Dentes intactos e sem manipulação (2° M D/E) 
 

 Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com alimentação 

balanceada e água “ad libitum”. 

 

 

 



 
 

 

2 Protocolos Experimentais 

  Os animais foram anestesiados por injeção intramuscular do anestésico 

Ketamina (Francotar ® 10 ml – uso veterinário. Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda – 

Jurubatuba, SP, Brasil), na dosagem de 0,08 ml para cada 100g de peso corporal do 

animal. Este procedimento foi associado à injeção do relaxante muscular Xylazina 

(Virbaxyl ® 2% - 10 ml – uso veterinário, Virbac do Brasil Ind. Com. Ltda  – 

Jurubatuba, SP, Brasil) na dosagem de 0,04 ml para cada 100 g de peso corpóreo do 

animal. As injeções dos agentes anestésico/relaxante muscular foram realizadas com 

seringas de insulina. Em seguida, os animais foram posicionados em mesa operatória, 

de modo a possibilitar a manutenção da cavidade bucal aberta durante a realização dos 

procedimentos operatórios. 

 O isolamento do campo operatório foi realizado utilizando-se um grampo 

adaptado (que envolveu todos molares superiores). Em seguida, foi realizada a anti-

sepsia do campo operatório com álcool a 70%. 

  As cavidades foram confeccionadas na superfície oclusal dos primeiros 

molares superiores, os quais foram aleatoriamente distribuídos entre os grupos que 

recebiam ou não a irradiação com o laser de baixa potência. No final do procedimento 

clínico da preparação das cavidades, estas apresentavam aproximadamente 0,7 mm de 

profundidade. Para este procedimento de preparo cavitário foram usadas fresas do tipo 

cônica invertida (número 33 ½ - KG Sorensen – Cotia, SP, Brasil) em baixa rotação e 

sob irrigação constante. Essa profundidade equivale a uma cavidade profunda e 

possivelmente tal procedimento possa causar um estresse celular, o qual é relatado na 

literatura como importante para a resposta celular a laserterapia  (Almeida-Lopes et al.2, 

2001, Cagnie et al.16, 2003, Jia et al.37, 2004, Stein et al.92, 2005).  As cavidades foram 

lavadas com água destilada e em seguida secas com bolinhas de algodão esterilizadas. 



 
 

 

Para o Grupo GI, na região mais proximal do assoalho cavitário, onde o remanescente 

dentinário é delgado, foi realizada a irradiação com o melhor parâmetro obtido no 

Experimento 2 (25J/cm2). A fonte de luz utilizada foi um diodo do tipo InGaAsP 

(arseneto de índio gálio fosfato) atuando a 780 nm, sendo que a irradiação era aplicada 

por meio de uma fibra de maneira pontual. Foram realizadas medidas prévias para 

determinar a potência que atingiria as células pulpares mais superficiais (odontoblastos), 

após sua difusão através da dentina do assoalho cavitário. Conseqüentemente, a dose de 

energia emitida pelo aparelho usado neste estudo foi estabelecida em 30 J/cm2, sendo 

que isto assegurava a chegada de 25J/cm2 de luz para os odontoblastos relacionados 

com o assoalho cavitário. Imediatamente após a irradiação, as cavidades foram 

restauradas na sua base com cimento de ionômero de vidro modificado por resina, 

Vitrebond (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA), e uma camada superficial com ionômero de 

vidro modificado por resina Vitremer (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA)  (Tanabe et al.93, 

2002, Ferreira et al.27, 2006, Villa et al.101, 2007).  

  No Grupo Controle I (GCI), foi avaliado o estresse celular causado pelo 

procedimento de preparo cavitário e restauração. Para isso foi realizado o protocolo de 

anestesia, isolamento, preparo cavitário e restauração com ionômero de vidro nos 

primeiros molares, como descrito anteriormente, eliminando-se apenas o procedimento 

de irradiação.  Para o Grupo Controle II (GCII) não foi realizado qualquer procedimento 

nos segundos molares, apenas a manipulação dos ratos para submetê-los a mesma 

condição de estresse dos grupos experimentais. 

  As restaurações foram vistoriadas semanalmente e decorridos os períodos 

de 7, 15 e 30 dias de pós-operatório, os animais foram sacrificados por injeção 

intraperitoneal de uma sobredosagem de hidrato de cloral a 10 %. Os maxilares foram 

cirurgicamente removidos e imediatamente colocados em solução de formol tamponado 



 
 

 

a 10%, onde permaneceram imersos por 48 horas. Em seguida, as peças foram lavadas 

por 24 horas em água corrente e desmineralizadas em solução de Morse (ácido fórmico 

a 50% e citrato de sódio a 20%, em partes iguais), por meio de trocas da solução a cada 

três dias. Então, as peças foram submetidas às seguintes fases do processamento 

histológico de rotina: 

1) Fase de desidratação em álcoois crescentes: Álcool 70% (24 horas); Álcool 80% (2 

horas - 1 troca); Álcool 90% (2 horas - 1 troca); Álcool absoluto (24 horas - 3 trocas). 

2) Fase de diafanização:  Álcool /Xilol (1 hora); Xilol (6 horas); Fase de embebição em 

estufa a 60°C: Parafina (24 horas - 3 trocas). 

3) Inclusão à vácuo em parafina e posterior confecção dos blocos: Os blocos de parafina 

foram posicionados em micrótomo rotatório (modelo Spencer, AOTEC 820, Buffalo, 

NY, EUA) onde obteve-se cortes histológicos de 5 μm de espessura no sentido mésio-

distal dos dentes. Estes cortes histológicos montados em lâmina de vidro foram 

finalmente corados com hematoxilina e eosina, tricrômico de Masson e pela técnica de 

Brown & Brenn para evidenciar bactérias. 

 

3 Avaliação histopatológica 

  As características histológicas do complexo dentino-pulpar após 

irradiação ou não das cavidades foram avaliadas em microscópio de luz (Carl Zeiss – 

Jenamed 2, Alemanha) estando o avaliador cego para tal procedimento. 

Fotomicrografias representativas de cada grupo avaliado foram obtidas, utilizando para 

isto um fotomicroscópio (Carl Zeiss 62774 – Jenamed, Alemanha). Como já descrito 

por Costa et al.23 foi determinada através do exame histopatológico os seguintes eventos 

histológicos:  



 
 

 

1) Resposta inflamatória celular; 2) Organização tecidual; 3) Deposição de dentina 

terciária; e 4) Presença de bactérias. 

Tabela 6 - Eventos e escores histopatológicos sob o ponto de vista semi-quantitativo 
 

Evento 
Histopatologico 

Escore 

0 1 2 3 

Resposta Celular 
Inflamatória 

Nenhuma ou 
poucas células 
inflamatórias 

abaixo do assoalho 
da cavidade, 

caracterizando 
tecido normal. 

Discreto infiltrado 
de células 

inflamatórias 
englobando 

polimorfonucleares 
(PMNs) ou 
leucócitos 

mononucleares 
(MNLs) 

Moderada quantidade 
de células inflamatórias 

agudas ou crônicas 
adjacente ao assoalho 

da cavidade. 

Intensa quantidade 
de células 

inflamatórias 
agudas ou crônicas 

adjacente ao 
assoalho da 

cavidade, associado 
ou não à necrose ou 

abscesso 
     

Desorganização 
Tecidual 

Tecido Normal 

Camada 
odontoblastica 

disorganizada mas a 
porção central 

normal. 

Total desorganização da 
morfologia do tecido 

pulpar. 
Necrose pulpar 

     

Formação de 
Dentina Terciária 

Intensa deposição 
de matriz dentinária 

envolvendo toda 
polpa coronária. 

Moderada 
deposição de matriz 
dentinária atingindo 

até 2/3 da polpa 
coronária. 

Discreta deposição de 
matriz dentinária na 

região da polpa 
relacionada com o 

assoalho da cavidade. 

Ausência de 
deposição de 

matriz dentinária. 

     

Bactérias Coradas Ausência 
Bactérias coradas 

nas paredes laterais 
do preparo cavitário 

Bactérias coradas nas 
paredes laterais e 

assoalho da cavidade 

Bactérias coradas 
nas paredes 

laterais, assoalho 
da cavidade e no 

interior dos túbulos 
dentinários. 

 

  



 
 

 

4    RESULTADO 
 

Experimento 1: Efeito direto do laser de baixa intensidade 

 

1 Análise do metabolismo celular por meio da produção de Desidrogenase 

Succínica (SDH) 

1.1 Efeito do período decorrido entre o tratamento e a análise do metabolismo 

celular 

  Para os grupos não irradiados (controles), a produção da enzima SDH foi 

estatisticamente maior após 9 dias da cultura das células MDPC-23 em comparação aos 

6 dias (Tabela 7 - Mann-Whitney, p<0,05) para os diferentes períodos em que as células 

permaneceram fora da incubadora. Este procedimento foi realizado para simular o 

tempo de irradiação específico determinado para cada dose de energia, 

independentemente da concentração de SFB adicionada ao meio de cultura.  Resultado 

semelhante também foi observado para os grupos irradiados, ou seja, maior produção da 

enzima SDH (maior metabolismo) ocorreu após 9 dias da irradiação das células, 

independentemente da dose utilizada e da concentração de SFB (Tabela 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

Tabela 7 - Produção da enzima SDH, detectada pelo método de MTT nos grupos 
não irradiados (controles), após 6 ou 9 dias da cultura das células MDPC-23, em 
função das variáveis porcentagem de soro fetal bovino adicionado ao meio de 
cultura (%SFB) e simulação do tempo (segundos). 

Tempo de irradiação 

(segundos) 
% SFB 

Tempo 

6 dias 9 dias 

100 

2% 0,495 (0,459-0,548) b 0,648 (0,552-0,755) a 

5% 0,446 (0,368-0,549) b 0,851 (0,705-1,039) a 

10% 0,462 (0,430-0,496) b 0,841 (0,709-0,963) a 

    

200 

2% 0,421 (0,399-0,604) b 0,661 (0,522-0,746) a 

5% 0,415 (0,332-0,671) b 0,877 (0,745-1,012) a 

10% 0,495 (0,402-0,640) b 0,835 (0,719-0,930) a 

    

500 

2% 0,421 (0,370-0,527) b 0,644 (0,491-0,825) a  

5% 0,397 (0,321-0,541) b 0,800 (0,673-1,053) a 

10% 0,436 (0,388-0,501) b 0,851 (0,713-0,977) a 

    

750 

2% 0,340 (0,308-0,457) b  0,590 (0,498-0,738) a 

5% 0,392 (0,317-0,471) b 0,855 (0,718-0,975) a 

10% 0,421 (0,387-0,522) b 0,829 (0,738-0,870) a 

    

1250 

2% 0,460 (0,364-0,496) b 0,678 (0,557-0,759) a 

5% 0,418 (0,295-0,504) b 0,877 (0,781-1,001) a 

10% 0,474 (0,354-0,530) b 0,820 (0,729-0,893) a 
a valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Nas linhas, valores seguidos de letras distintas diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p<0,05) 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Tabela 8 - Produção da enzima SDH, detectada pelo método de MTT nos grupos 
irradiados, após 6 ou 9 dias da cultura das células MDPC-23, em função das variáveis 
porcentagem de soro fetal bovino adicionado ao meio de cultura (%SFB) e dose de 
irradiação (J/cm2). 

Dose de irradiação 

(J/cm2) 
% SFB 

Tempo 

6 dias 9 dias 

 2 

2% 0,411 (0,281-0,615) b 0,717 (0,629-0,797) a 

5% 0,362 (0,258-0,502) b 0,887 (0,816-0,992) a 

10% 0,395 (0,309-0,513) b 0,933 (0,833-0,989) a 

    

4 

2% 0,408 (0,313-0,573) b 0,688 (0,601-0,748) a 

5% 0,381 (0,304-0,527) b 0,882 (0,780-0,989) a 

10% 0,415 (0,352-0,497) b 0,878 (0,823-0,941) a 

    

10 

2% 0,405 (0,304-0,603) b 0,737 (0,661-0,778) a 

5% 0,431 (0,264-0,529) b 0,866 (0,781-0,908) a 

10% 0,457 (0,346-0,563) b 0,856 (0,807-0,902) a 

    

15 

2% 0,519 (0,368-0,701) b 0,712 (0,630-0,782) a 

5% 0,498 (0,327-0,640) b 0,864 (0,837-0,963) a 

10% 0,505 (0,430-0,719) b 0,849 (0,801-0,909) a 

    

25 

2% 0,436 (0,300-0,670) b 0,663 (0,632-0,765) a 

5% 0,378 (0,265-0,624) b 0,825 (0,724-0,914) a 

10% 0,483 (0,378-0,607) b 0,821 (0,768-0,926) a 
a valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Nas linhas, valores seguidos de letras distintas diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p<0,05) 

 

1.2 Comparação das simulações do tempo para atingir as doses de irradiação e 

concentração de soro fetal bovino (SFB) para os grupos não irradiados (controles) 

  Quando os testes de MTT foram realizados após 6 dias da cultura das 

células, nenhuma influência da concentração de SFB foi observada para todos os 

tempos em que as células permaneceram fora da incubadora visando reproduzir o tempo 

necessário para a dose de irradiação. Entretanto, quando esses tempos foram 



 
 

 

comparados entre si para cada concentração de SFB, foi observada influência 

significante dessa variável na produção da enzima SDH, porém apenas para a 

concentração de 2% de SFB (Tabela 9).  

Tabela 9 – Relação entre produção da enzima desidrogenase succínica (SDH) detectada 
pelo teste de MTT nos grupos não irradiados (controles) após 6 dias de cultura celular, 
de acordo com as variáveis simulação do tempo (segundos) para as doses de irradiação 
(J/cm2) e concentração de soro fetal bovino (%SFB). 

 
Tempo de 

irradiação 

(segundos) 

% SFB 

2% 5% 10% 

100 0,495 (0,459-0,548) a A 0,446 (0,368-0,549) a A 0,462 (0,430-0,496) a A 

200 0,421 (0,399-0,604) abc A 0,415 (0,332-0,671) a A 0,495 (0,402-0,640) a A 

500 0,421 (0,370-0,527) bdc A 0,397 (0,321-0,541) a A 0,436 (0,388-0,501) a A 

750 0,340 (0,308-0,457) d A 0,392 (0,317-0,471) a A 0,421 (0,387-0,522) a A 

1250 0,460 (0,364-0,496) c A 0,418 (0,295-0,504) a A 0,474 (0,354-0,530) a A 
a Valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Grupos identificados com a mesma letra minúscula nas 
colunas e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05) 

 
 

 O inverso foi observado quando os testes de MTT foram realizados após 

9 dias da cultura das células MDPC-23. Nesse período, apenas a concentração de SFB 

exerceu efeito significante na produção da enzima SDH, sendo essa maior para as 

concentrações de 5% e 10%, sem diferença estatística entre elas, em comparação a 

concentração de 2%. O tempo de permanência das células fora da incubadora, 

entretanto, não influenciou o metabolismo celular (Tabela 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

Tabela 10 - Relação entre produção da enzima desidrogenase succínica (SDH) detectada 
pelo teste de MTT nos grupos não irradiados (controles) após 9 dias da cultura, de 
acordo com as variáveis simulação do tempo (segundos) para as doses de irradiação 
(J/cm2) e concentração de soro fetal bovino (%SFB). 

Tempo de 

irradiação 

(segundos) 

% SFB 

2% 5% 10% 

100 0,648 (0,552-0,755) a B 0,851 (0,705-1,039) a A 0,841 (0,709-0,963) a A 

200 0,661 (0,522-0,746) a B 0,877 (0,745-1,012) a A 0,835 (0,719-0,930) a A 

500 0,644 ( 0,491-0,825) a B 0,800 (0,673-1,053) a A 0,851 (0,713-0,977) a A 

750 0,590 (0,498-0,738) a B 0,855 (0,718-0,975) a A 0,829 (0,738-0,870) a A 

1250 0,678 (0,557-0,759) a B 0,877 (0,781-1,001) a A 0,820 (0,729-0,893) a A 

Total 0,643 (0,528-0,749) 0,846 (0,731-0,997) 0,829 (0,727-0,936) 
a valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Grupos identificados com a mesma letra minúscula nas 
colunas e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05) 

 

1.3 Análise do efeito da dose de irradiação laser (9 dias) na produção da enzima 

SDH 

  Uma vez que, segundo os dados da Tabela 8 (colunas), o tempo de 

permanência das células MDPC-23 fora da incubadora, usado para simular o tempo 

necessário de irradiação nos grupos experimentais, não exerceu influência sobre a 

produção de SDH, os grupos controle foram compilados e transformados em um único 

controle (células não irradiadas, 0 J/cm2, n = 80). Os dados de produção da enzima SDH 

para esse grupo controle assim como para os grupos irradiados estão apresentados na 

Tabela 11. 

  Comparando-se o efeito da concentração de SFB adicionado ao meio de 

cultura, a menor produção da enzima SDH foi observada quando o meio de cultura foi 

suplementado com 2% de SFB (estresse). Os valores obtidos para esta concentração 

foram estatisticamente inferiores àqueles obtidos para as concentrações de 5% e 10%, as 

quais não diferiram entre si (2% SFB < 5% SFB = 10% SFB). Esses resultados 



 
 

 

repetiram-se para todas as doses de irradiação e também para o grupo controle (Tabela 

11, linhas). 

 

Tabela 11 - Produção da enzima desidrogenase succínica (SDH) detectada pelo teste de 
MTT no grupo não irradiado (controle*) e grupos irradiados após 9 dias da cultura, em 
função das variáveis dose de irradiação (J/cm2) e concentração de soro fetal bovino 
(%SFB). 

Dose de 

Irradiação 

(J/cm2) 

% SFB 

2% 5% 10% 

2 0,717 (0,629-0,797) a B 0,887 (0,816-0,992) a A 0,933 (0,833-0,989) a A 

4 0,688 (0,601-0,748) ab B 0,882 (0,780-0,989) a A 0,878 (0,823-0,941) ab A 

10 0,737 (0,661-0,778) a B 0,866 (0,781-0,908) a A 0,856 (0,807-0,902) ab A 

15 0,712 (0,630-0,782) ab B 0,864 (0,837-0,963) a A 0,849 (0,801-0,909) ab A 

25 0,663 (0,632-0,765) ab B 0,825 (0,724-0,914) a A 0,821 (0,768-0,926) b A 

0* 0,643 (0,528-0,749) b B 0,846 (0,731-0,997) a A 0,829 (0,727-0,936) b A 
* a ausência de irradiação (0 J/cm2) representa os grupos controle onde foi simulado o tempo que as células MDPC-23 

permaneceram fora da incubadora referente a cada dose de irradiação. Desde que esse tempo não exerceu influência 

na produção da enzima SDH, os controles foram compilados (n=80). 
a  valores representam mediana (percentil 25-percentil 75), n=16 (exceção feita ao grupo controle, n=80). Nas 

colunas, valores seguidos de letras minúsculas iguais, e nas linhas, de letras maiúsculas iguais, não diferem 

estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). 

 

  Ausência de efeito significante foi observada para a dose de irradiação 

quando o meio de cultura foi suplementado com 5% SFB. Dessa forma, nenhum dos 

grupos irradiados diferiu entre si, assim como do grupo controle (Tabela 11, colunas). 

Efeito significante da dose de irradiação foi observado apenas quando da suplementação 

do meio de cultura com 2% e 10% SFB. Para a concentração de 2%, apenas os grupos 

irradiados com 2 J/cm2 e 10 J/cm2 produziram uma quantidade significantemente maior 

da enzima SDH (maior metabolismo celular) quando comparados ao grupo controle. 

Entretanto, comparando-se apenas os grupos irradiados, nenhuma diferença significante 

foi identificada entre eles (Tabela 11, colunas). Quando a concentração de 10% de SFB 

foi adicionado ao meio de cultura, apenas o grupo irradiado com 2 J/cm2 diferiu de 



 
 

 

forma significante do controle. Comparando-se os grupos irradiados, diferença 

estatística foi observada apenas entre os grupos irradiados com 2 J/cm2 e 25 J/cm2, 

sendo a produção da enzima SDH maior no primeiro. 

 

2 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL 

2.1 Efeito do período decorrido entre o tratamento e a análise de proteína total   

  Assim como para a produção da enzima SDH, também para a produção 

de proteína total, o efeito do tempo decorrido entre a irradiação e a aplicação do 

protocolo de detecção (método de Lowry) exerceu efeito significante nos valores 

obtidos. Desta forma, tanto para os grupos controle (células não irradiadas, Tabela 12) 

como para os grupos irradiados (Tabela 13), quantidade significantemente maior de 

proteínas foi observada após 9 dias quando comparado ao período de 6 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Tabela 12 – Relação entre produção de proteína total (PT), detectada pelo método de 
Lowry nos grupos não irradiados (controles), após 6 ou 9 dias da cultura das células 
MDPC-23, em função das variáveis concentração de soro fetal bovino (%SFB) e tempo de 
permanência das células fora da incubadora (segundos). 

Tempo de irradiação 

(segundos) 
% SFB 

Tempo 

6 dias 9 dias 

100 

2% 0,217 (0,174-0,231) b 0,791 (0,751-0,857) a 

5% 0,252 (0,183-0,270) b 0,904 (0,881-0,931) a 

10% 0,263 (0,212-0,306) b 0,925 (0,900-0,952) a 

    

200 

2% 0,197 (0,168-0,224) b 0,787 (0,763-0,840) a 

5% 0,203 (0,194-0,257) b 0,945 (0,902-0,973) a 

10% 0,267 (0,221-0,307) b 0,984 (0,926-1,010) a 

    

500 

2% 0,212 (0,150-0,287) b 0,800 (0,781-0,840) a  

5% 0,261 (0,213-0,321) b 0,929 (0,861-0,964) a 

10% 0,302 (0,219-0,352) b 0,965 (0,921-0,984) a 

    

750 

2% 0,216 (0,149-0,277) b  0,849 (0,727-0,933) a 

5% 0,263 (0,195-0,317) b 0,931 (0,874-1,040) a 

10% 0,306 (0,233-0,338) b 0,912 (0,833-1,015) a 

    

1250 

2% 0,193 (0,139-0,239) b 0,814 (0,800-0,863) a 

5% 0,241 (0,181-0,303) b 0,928 (0,889-0,979) a 

10% 0,224 (0,207-0,352) b 0,948 (0,905-0,983) a 
a valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Nas linhas, valores seguidos de letras distintas diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p<0,05) 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Tabela 13 – Relação entre produção de proteína total, detectada pelo método de Lowry 
nos grupos irradiados, após 6 ou 9 dias da cultura das células MDPC-23, em função das 
variáveis concentração de soro fetal bovino (%SFB) e dose de irradiação (J/cm2). 

Dose de 

irradiação 

(J/cm2) 

% SFB 

Tempo 

6 dias 9 dias 

 2 

2% 0,202 (0,196-0,215) b 0,700 (0,664-0,761) a 

5% 0,244 (0,324-0,253) b 0,833 (0,779-0,864) a 

10% 0,248 (0,242-0,258) b 0,853 (0,789-0,925) a 

    

4 

2% 0,202 (0,158-0,218) b 0,730 (0,683-0,753) a 

5% 0,248 (0,207-0,264) b 0,802 (0,750-0,862) a 

10% 0,263 (0,228-0,275) b 0,841 (0,765-0,905) a 

    

10 

2% 0,189 (0,108-0,233) b 0,729 (0,667-0,752) a  

5% 0,219 (0,177-0,258) b 0,789 (0,769-0,822) a 

10% 0,246 (0,186-0,281) b 0,799 (0,778-0,852) a 

    

15 

2% 0,223 (0,202-0,233) b  0,842 (0,812-0,874) a 

5% 0,248 (0,229-0,270) b 0,936 (0,913-0,996) a 

10% 0,270 (0,232-0,286) b 0,983 (0,932-1,021) a 

    

25 

2% 0,186 (0,121-0,222) b 0,860 (0,832-0,897) a 

5% 0,227 (0,158-0,256) b 0,952 (0,932-1,032) a 

10% 0,223 (0,193-0,264) b 0,991 (0,953-1,036) a 
a valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Nas linhas, valores seguidos de letras distintas diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p<0,05) 

 

2.2 Comparação das simulações do tempo para atingir as doses de irradiação e 

concentração de soro fetal bovino (SFB) para os grupos não irradiados (controles) 

  Para todas as porcentagens de SFB adicionadas ao meio de cultura, o 

tempo de permanência das células fora da incubadora (grupos controle, células não 

irradiadas) para simular o tempo necessário para atingir a dose de irradiação desejada 

nos grupos experimentais, não influenciou a produção de proteína total detectada após 9 



 
 

 

dias da cultura das células MDPC-23 (Tabela 14, colunas). Por outro lado, a 

porcentagem de SFB adicionada ao meio de cultura exerceu efeito estatisticamente 

significante na produção dessas proteínas. A menor produção foi observada para a 

suplementação feita com apenas 2% de SFB, enquanto que a maior produção foi obtida 

quando o meio foi suplementado com 10% SFB para os tempos referentes as doses de 4 

J/cm2 e 10 J/cm2. Para os demais tempos, a produção de proteína total pelas células 

MDPC-23 mantidas em meios suplementados com 5% ou 10% de SFB não diferiu 

estatisticamente (Tabela 14, linhas). 

Tabela 14 – Relação entre produção de proteína total detectada pelo método de Lowry 
nos grupos não irradiados (controles) após 9 dias da cultura celular, em função das 
variáveis simulação do tempo (segundos) para as doses de irradiação (J/cm2) e 
concentração de soro fetal bovino (%SFB). 

Tempo de 

irradiação 

(segundos) 

% SFB 

2% 5% 10% 

100 0,791 (0,751-0,857) a B 0,904 (0,881-0,931) a A 0,925 (0,900-0,952) a A 

200 0,787 (0,763-0,840) a C 0,945 (0,902-0,973) a B 0,984 (0,926-1,010) a A 

500 0,800 (0,781-0,840) a C 0,929 (0,861-0,964) a B 0,965 (0,921-0,984) a A 

750 0,849 (0,727-0,933) a B 0,931 (0,874-1,040) a A 0,912 (0,833-1,015) a A 

1250 0,814 (0,800-0,863) a B 0,928 (0,889-0,979) a A 0,948 (0,905-0,983) a A 

Total 0,809 (0,766-0,862) 0,915 (0,886-0,964) 0,953 (0,905-0,985) 
a Valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Grupos identificados com a mesma letra minúscula nas 
colunas e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05) 

 

2.3 Análise do efeito da dose de irradiação laser (9 dias) na produção de proteína 

total  

  Uma vez demonstrado que o tempo de permanência das células MDPC-

23 fora da incubadora não exerceu efeito significante na produção de proteína total 

(Tabela 10), os grupos controle (não irradiados) dentro cada concentração de SFB foram 

compilados, de tal forma a formar um único grupo controle cujos valores de mediana 



 
 

 

(percentil 25-percentil 75) estão apresentados na última linha da Tabela 14 e incluídos 

na Tabela 15 como valor zero de irradiação (0 J/cm2). Esses novos grupos foram 

utilizados para a inferência dos efeitos da dose de irradiação laser na produção de 

proteína total pelas células MDPC-23, como realizado para a produção da enzima SDH. 

Tabela 15 – Relação entre produção de proteína total, detectada pelo método de Lowry 
no grupo não irradiado (controle*) e grupos irradiados após 9 dias da cultura celular, 
em função das variáveis dose de irradiação (J/cm2) e concentração de soro fetal bovino 
(%SFB). 

Dose de 

Irradiação 

(J/cm2) 

% SFB 

2% 5% 10% 

2 0,700 (0,664-0,761) c B 0,833 (0,779-0,864) c A 0,853 (0,789-0,925) c A 

4 0,730 (0,683-0,753) c B 0,802 (0,750-0,862) c A 0,841 (0,765-0,905) c A 

10 0,729 (0,667-0,752) c B 0,789 (0,769-0,822) c A 0,799 (0,778-0,852) c A 

15 0,842 (0,812-0,874) a B 0,936 (0,913-0,996) b A 0,983 (0,932-1,021) b A 

25 0,860 (0,832-0,897) a B 0,952 (0,932-1,032) a A 0,991 (0,953-1,036) a A 

0*  0,809 (0,766-0,862) b B 0,915 (0,886-0,964) b C 0,953 (0,905-0,985) b A 
* a ausência de irradiação (0 J/cm2) representa os grupos controle onde foi simulado o tempo que as células MDPC-23 
permaneceram fora da incubadora referente a cada dose de irradiação. Desde que esse tempo não exerceu influência 
na produção de proteínas totais, os controles foram compilados (n=80). 
a  valores representam mediana (percentil 25-percentil 75), n=16 (exceção feita ao grupo controle, n=80). Nas 
colunas, valores seguidos de letras minúsculas iguais, e nas linhas, de letras maiúsculas iguais, não diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). 

  

 Independente da dose de irradiação aplicada sobre as células MDPC-23, 

a menor produção de proteína total foi observada quando o meio de cultura foi 

suplementado com apenas 2% SFB. Ainda, para os grupos irradiados, nenhuma 

diferença significante na produção dessas proteínas foi observada quando 5% ou 10% 

SFB foi adicionado ao meio de cultura. No grupo controle, entretanto, maior produção 

de PT foi observado quando da suplementação do meio de cultura com 10% SFB, 

seguido pela concentração de 5% (Tabela 15, linhas). 

  De maneira geral, para todas as concentrações de SFB, a irradiação das 

células MDPC-23 com 2 J/cm2, 4 J/cm2 e 10 J/cm2 resultou em produção 



 
 

 

significantemente inferior de proteína total quando comparada a produção do grupo 

controle, onde as células não foram irradiadas. Por outro lado, a irradiação celular com 

25 J/cm2 resultou em maior produção de PT quando comparada àquela ocorrida no 

grupo controle, diferença esta estatisticamente significante em todas as concentrações 

de SFB avaliadas neste estudo. As doses de 2 J/cm2, 4 J/cm2 e 10 J/cm2 não diferiram 

entre si para todas as concentrações de SFB testadas. A dose de 25 J/cm2 foi superior, 

do ponto de vista de estímulo a produção de PT, do que a dose de 15 J/cm2 somente 

quando o meio de cultura foi suplementado com 5% ou 10% SFB. Para o meio 

suplementado com apenas 2% SFB, essas doses de irradiação não diferiram entre si 

(Tabela 15, colunas). 

 

3 PRODUÇÃO DE FOSFATASE ALCALINA 

3.1 Efeito do período decorrido entre o tratamento e a análise de fosfatase alcalina 

  Resultados semelhantes àqueles de produção de SDH e de proteína total 

foi também observado para a produção de fosfatase alcalina pelas células MDPC-23, ou 

seja, aumento estatisticamente significante na produção dessa proteína foi detectado 

após 9 dias do tratamento das células em comparação aos 6 dias. Isso ocorreu tanto para 

os grupos controle (células não irradiadas, Tabela 16) quanto para os grupos 

experimentais (células irradiadas, Tabela 17). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

 
Tabela 16 – Relação entre produção de fosfatase alcalina (FA) nos grupos não 
irradiados (controles), após 6 ou 9 dias da cultura celular, em função das variáveis 
concentração de soro fetal bovino (%SFB) e tempo de permanência (segundos) das 
células fora da incubadora. 

Tempo de irradiação 

(segundos) 

% 

SFB 

Tempo 

6 dias 9 dias 

100 

2% 120,68 (110,80-130,57) b 629,99 (467,63-655,08) a 

5% 180,17 (143,78-191,58) b 814,59 (718,14-912,04) a 

10% 219,38 (203,35-229,35) b 984,84 (954,75-1099,20) a 

    

200 

2% 104,66 (101,34-118,64) b 603,92 (502,74-722,29) a 

5% 163,81 (158,35-185,03) b 852,13 (714,98-941,99) a 

10% 182,05 (157,07-194,92) b 990,00 (880,51-1079,43) a 

    

500 

2% 129,38 (101,34-159,80) b 708,25 (662,82-778,47) a  

5% 218,35 (169,00-240-43) b 863,31 (801,98-967,79) a 

10% 222,44 (149,49-263,01) b 1100,06 (1012,93-1178,89) a 

    

750 

2% 96,14 (78,75-107,73) b  575,26 (493,14-764,43) a 

5% 172,84 (158,52-190,91) b 761,82 (640,32-895,56) a 

10% 192,61 (177,44-196,19) b 969,03 (848,39-1109,24) a 

    

1250 

2% 102,78 (92,30-111,82) b 558,34 (420,05-609,51) a 

5% 174,89 (153,50-202,42) b 701,66 (574,11-741,78) a 

10% 205,57 (180,68-220,31) b 812,40 (688,90-882,52) a  
a valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Nas linhas, valores seguidos de letras distintas diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p<0,05) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 

Tabela 17 – Relação entre produção de fosfatase alcalina nos grupos irradiados, após 6 ou 9 
dias da cultura das células MDPC-23, em função das variáveis concentração de soro fetal 
bovino (%SFB) e dose de irradiação (J/cm2). 

Dose de 

irradiação 

(J/cm2) 

% SFB 

Tempo 

6 dias 9 dias 

 2 

2% 93,73 (78,82-104,55) b 717,99 (583,71-835,37) a 

5% 141,16 (132,99-143,81) b 1186,91 (934,83-1321,77) a 

10% 157,79 (149,12-167,39) b 1226,18 (1008,77-1541,32) a 

    

4 

2% 82,41 (67,50-86,06) b 591,31 (519,79-714,70) a 

5% 120,96 (109,99-127,98) b 943,28 (788,13-1017,37) a 

10% 129,27 (124,11-135,57) b 980,54 (815,45-1245,53) a 

    

10 

2% 82,98 (66,43-103,47) b 600,19 (571,24-663,82) a  

5% 134,57 (114,58-149,98) b 912,61 (866,32-994,01) a 

10% 149,48 (127,26-162,09) b 1090,32 (974,81-1319,19) a 

    

15 

2% 87,99 (73,59-98,86) b  904,59 (622,41-1045,32) a 

5% 116,08 (87,13-147,40) b 1090,61 (952,45-1316,04) a 

10% 144,46 (124,47-166,96) b 1324,78 (1204,68-1550,06) a 

    

25 

2% 76,24 (64,42-88,57) b 737,77 (689,33-862,45) a 

5% 115,65 (97,31-127,19) b 1054,20 (986,56-1106,94) a 

10% 128,12 (114,36-135,43) b 1225,61 (1157,39-1323,06) a 
a valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Nas linhas, valores seguidos de letras distintas diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p<0,05) 

 

3.2 Comparação das simulações do tempo para atingir as doses de irradiação e 

concentração de soro fetal bovino (SFB) para os grupos não irradiados (controles) 

  A concentração de SFB exerceu efeito estatisticamente significante sobre 

a produção de fosfatase alcalina para todos os grupos controle (células não irradiadas), 

nos quais as células foram mantidas fora da incubadora pelo mesmo tempo equivalente 

aos grupos onde as células foram irradiadas. Maior produção de fosfatase alcalina foi 



 
 

 

observada em função do aumento da concentração de SFB presente no meio de  cultura.   

Desta forma, valores estatisticamente superiores foram obtidos com 10% SFB, seguidos 

dos valores obtidos para 5% e 2% de SFB (Tabela 18, linhas).  

  Contrário aos dados obtidos quando das análises de produção de SDH e 

proteína total pelas células em cultura, o período de tempo em que as células MDPC-23 

permaneceram fora da incubadora para simular o tempo necessário para atingir as doses 

de irradiação estabelecidas para este estudo exerceu efeito significante nos valores da 

produção de fosfatase alcalina (Tabela 18, colunas). Isso ocorreu para todas as 

concentrações de SFB, embora o efeito desse tempo tenha sido variado  dentro  de  cada 

concentração. Conseqüentemente, para permitir a subseqüente comparação do efeito das 

doses de irradiação, os valores dos grupos experimentais (irradiados) e dos grupos 

controle foram transformados em porcentagem, considerando-se o valor da mediana de 

cada grupo controle como 100% de produção de fosfatase alcalina, tal como descrito 

anteriormente. Essa transformação foi realizada aplicando-se a regra de três simples e 

teve como objetivo eliminar o efeito exercido pelo tempo de permanência das células 

fora da incubadora. 

Tabela 18 – Relação entre produção de fosfatase alcalina nos grupos não irradiados 
(controles) após 9 dias da cultura, em função das variáveis simulação do tempo 
(segundos) para as doses de irradiação (J/cm2) e concentração de soro fetal bovino 
(%SFB). 

Tempo de 

irradiação 

(segundos) 

% SFB 

2% 5% 10% 

100 629,99 (467,63-655,08) c C 814,59 (718,14-912,04) b B 984,84 (954,75-1099,20) cA  

200 603,92 (502,74-722,29) c C  852,13 (714,98-941,99) b B  990,00 (880,51-1079,43) cA  

500 708,25 (662,82-778,47) a C 863,31 (801,98-967,79) b B  1100,06 (1012,93-1178,89) aA  

750 575,26 (493,14-764,43) abc C 761,82 (640,32-895,56) ab B  969,03 (848,39-1109,24) cA  

1250 558,34 (420,05-609,51) bc C  701,66 (574,11-741,78) a B  812,40 (688,90-882,52) bA  
a Valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Grupos identificados com a mesma letra minúscula nas 
colunas e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05) 



 
 

 

3.3 Análise do efeito da dose de irradiação laser (9 dias) na produção de fosfatase 

alcalina 

  Os valores de fosfatase alcalina transformados em porcentagem do 

controle estão apresentados na Tabela 19. O efeito da concentração de SFB variou em 

função da dose de irradiação, com exceção das doses de 4 J/cm2 e 15 J/cm2, onde 

nenhum efeito dessa concentração foi observado (Tabela 19, linhas). Para as doses de 2 

J/cm2 e 10 J/cm2, os maiores valores de produção de fosfatase alcalina foram 

observados quando o meio de cultura foi suplementado com 5% de SFB, seguido da 

suplementação com 10%, embora sem diferença estatística entre eles. Entretanto, 

quando 5% SFB foi comparado com 2% SFB, valor estatisticamente inferior de 

produção de fosfatase alcalina ocorreu para a última concentração. Para a dose de 25 

J/cm2, maiores valores de produção de FA foram obtidos quando as células foram 

mantidas em meio de cultura suplementado com 10% de SFB, os quais foram 

estatisticamente diferentes dos valores obtidos com 2% de SFB (Tabela 19, linhas). 

Tabela 19 – Relação entre porcentagem de produção de fosfatase alcalina no grupo não 
irradiado (controle*) e grupos irradiados após 9 dias da cultura celular, em função das 
variáveis dose de irradiação (J/cm2) e concentração de soro fetal bovino (%SFB). 

Dose de 

Irradiação 

(J/cm2) 

% SFB 

2% 5% 10% 

2 114.0 (92.7-132.6) b B 145.7 (114.8-162.3) a A 124.5 (102.4-156.5) b AB 

4 97.9 (86.1-118.3) bc A 110.7 (92.5-119.4) b A 99.0 (82.3-125.7) c A 

10 84.7 (80.7-93.7) d B 105.7 (100.3-115.1) b A 99.1 (88.6-119.9) c AB 

15 157.2 (108.2-181.7) a A 143.2 (125.0-172.7) a A 136.7 (124.3-160.0) ab A 

25 132.1 (123.5-154.5) a B 150.2 (135.7-156.6) a AB 150.9 (142.5-162.9) a A 

0*  100.0 (86.9-111.4) c A 100.0 (84.5-111.2) b A 99.9 (91.1-109.8) c A 
* a ausência de irradiação (0 J/cm2) representa os grupos controle onde foi simulado o tempo que as células MDPC-23 
permaneceram fora da incubadora referente a cada dose de irradiação. Após transformação em porcentagem, os 
controles foram compilados (n=80). 
a  valores representam mediana (percentil 25-percentil 75), n=16 (exceção feita ao grupo controle, n=80). Nas 
colunas, valores seguidos de letras minúsculas iguais, e nas linhas, de letras maiúsculas iguais, não diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). 



 
 

 

  Para todas as concentrações de SFB avaliadas neste estudo, a irradiação 

das células MDPC-23 com 2 J/cm2, 15 J/cm2 e 25 J/cm2 resultou na produção 

significantemente maior de fosfatase alcalina em relação ao grupo controle (Tabela 19, 

colunas). A irradiação celular com as doses de 4 J/cm2 e 10 J/cm2 não exerceu efeito 

sobre a produção dessa proteína quando o meio de cultura foi suplementado com 5% ou 

10% de SFB. Entretanto, quando apenas 2% de SFB foi adicionado ao meio de cultura, 

a irradiação das células com 10 J/cm2 resultou em redução significante da produção de 

fosfatase alcalina em relação ao controle (células não irradiadas) (Tabela 19, colunas). 

 

4 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA CELULAR (MEV) 

 

 As células MDPC-23, colocadas em condição de estresse por restrição de 

SFB e que não foram submetidas a irradiação, demonstraram morfologia normal, tal 

como aquelas células odontoblastóides cultivadas em meio de cultura suplementado 

com 10% de SFB (Figura 7A/B/C/D). Estas células, comumente organizadas em 

nódulos epitelióides, apresentavam amplo citoplasma, sendo que numerosos 

prolongamentos citoplasmáticos finos e curtos, originados de sua membrana, pareciam 

aderi-las ao substrato de vidro. Mitoses ocorreram em todos os espécimes avaliados. 

Semelhantes características morfológicas foram observadas também para as células 

MDPC-23 irradiadas, quando submetidas à condição de estresse (2 e 5 % SFB). 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

FIGURA 7 – A: (controle) Células MDPC-23 com amplo citoplasma e numerosos 
prolongamentos originados de sua membrana recobrem o substrato de vidro, caracterizando um 
nódulo epitelióide. B – Células com morfologia normal, tal como observado na Figure 7A são 
observadas sobre o disco de vidro. C: Observe o nódulo epiteióide denso, sendo que algumas 
células estão em mitose. D: Tal como observado para os demais grupos, o substrato de vidro 
está recoberto por células MDPC-23 com morfologia próxima da normalidade. MEV, 
magnificação original x 1000.  

  

 Nos grupos controle, onde as células foram cultivadas em meio de 

cultura com 2 % de SFB (estresse) ou 10% de SFB e mantidas por 750 segundos fora de 

incubadora (sem irradiação), o substrato de vidro estava quase que completamente 

recoberto por células MDPC-23 (Figura 8A/B). As células MDPC-23 submetidas a 

condição de estresse por restrição de SFB e que foram irradiadas na dose de 15 J/cm2 

apresentavam-se organizadas em nódulos epitelióides definidos, os quais recobriam 



 
 

 

completamente o substrato de vidro (Figura 8C/D). Estas células apresentavam amplo 

citoplasma de onde eram originados numerosos prolongamentos citoplasmáticos finos e 

curtos. Para ambas as situações de normalidade ou estresse das células, mitoses foram 

freqüentemente observadas em todos os espécimes avaliados. Quando comparados aos 

outros parâmetros de irradiação utilizados nesta pesquisa, foi observado que um maior 

número de células permaneceu aderido ao substrato após irradiação com 15 J/cm2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 8 – A: (controle) Numerosas células MDPC-23, algumas em processo de mitose, 
apresentam morfologia normal e estão recobrindo completamente o substrato de vidro. B: 
Grande parte do substrato de vidro está recoberto por numerosas células MDPC-23 organizada 
em nódulo epiteióide amplo. C e D: Note o detalhe de um nódulo epitelióide formado por um 
grupo denso de células odontoblastóides, as quais apresentam ampla membrana citoplasmática 
irregular de onde se originam numerosos prolongamentos citoplasmáticos finos e curtos. MEV, 
magnificação original x 500. 
 
 



 
 

 

  As células submetidas à condição de estresse por restrição de SFB e que 

foram mantidas na concentração ideal de SFB (10%) apresentavam morfologia normal e 

recobriam completamente o substrato de vidro (Figura 9A/B). As mesmas 

características morfológicas foram observadas para as células irradiadas na dose de 25 

J/cm2 (Figura 9C/D). Mitoses foram observadas em todos os grupos.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 9 – A: (controle – 5%SFB) As células MDPC-23 exibem morfologia normal e estão 
recobrindo completamente o substrato de vidro. B: (controle – 10%SFB) As células MDPC-23 
apresentam amplo citoplasma, do qual se originam numerosos prolongamentos citoplasmáticos 
finos. C e D: Tal como observado para os demais grupos controle utilizados nesta pesquisa, 
grande parte do substrato de vidro está recoberto por células MDPC-23, as quais estão 
organizadas em densos nódulos epitelióides e com algumas mitoses evidentes (seta). MEV, 
magnificação original x 1000.  
  
 
 



 
 

 

Experimento 2: Efeito transdentinário (ação indireta) do laser de baixa 

intensidade 

 

1 PRODUÇÃO DA ENZIMA SDH 

1.1 Comparação das simulações do tempo para atingir as doses de irradiação e 

concentração de soro fetal bovino (SFB) para os grupos não irradiados (controles) 

  Quando os testes de MTT foram realizados após 9 dias da cultura celular, 

para o grupo controle, no qual as células permaneceram fora da incubadora visando 

reproduzir o tempo necessário para aplicação das doses de irradiação estabelecidas neste 

estudo, não foi identificada influência da concentração de SFB para o tempo de 930 

segundos. Para o tempo de 698 segundos, a dose de 10% de SFB foi superior (Tabela 

20, linhas).  Entretanto, quando comparou-se apenas a concentração de SFB nos 

diferentes tempos, foi possível identificar uma variação significativa apenas para a 

concentração de 10% no tempo de 930 segundos (Tabela 20, coluna).  

  

Tabela 20 – Relação entre produção da enzima desidrogenase succínica (SDH) 
detectada pelo teste de MTT nos grupos não irradiados (controles), em função das 
variáveis, simulação do tempo (segundos), doses de irradiação (J/cm2) e porcentagem de 
soro fetal bovino (%SFB) adicionado ao meio de cultura. 

 
Tempo de irradiação 

(segundos) 

% SFB 

 5%  10% 

698  0.235 (0.225-0.245) a B  0.256 (0.243-0.286) a A 

930  0.242 (0.234-0.264) a A  0.227 (0.198-0.253) b A 
a Valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Grupos identificados com a mesma letra minúscula nas 
colunas e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05) 

 

1.2 Análise do efeito da dose de irradiação laser na produção de SDH 

   Uma vez demonstrado que o tempo de permanência das células MDPC-

23 fora da incubadora exerceu efeito significante na produção de proteína SDH (Tabela 



 
 

 

20), para permitir a subseqüente comparação do efeito das doses de irradiação, os 

valores dos grupos experimentais (irradiados), assim como os valores dos grupos 

controle, foram transformados em porcentagem, considerando-se o valor da mediana de 

cada grupo controle como 100% de produção de SDH. Essa transformação foi realizada 

aplicando-se a regra de três simples e teve como objetivo eliminar o efeito exercido pelo 

tempo de permanência das células fora da incubadora. 

 Ausência de efeito significante foi observada para as doses de irradiação 

quando se analisou a concentração de SFB (5% ou 10%). Dessa forma, nenhum dos 

grupos irradiados diferiu entre si, assim como do grupo controle (Tabela 21, linhas). 

Efeito estatisticamente significante da dose de irradiação foi observado quando o meio 

de cultura foi suplementado com 5% de SFB e as células irradiadas com 15 e 25 J/cm2; 

porém, essa última dose não diferiu do grupo controle.  Para a suplementação de 10% 

de SFB, o maior efeito de bioestimulação do metabolismo celular ocorreu para a dose 

de 25 J/cm2 (Tabela 21, colunas). 

 

 
Tabela 21 – Relação entre porcentagem de produção da enzima desidrogenase succínica 
(SDH) detectada pelo teste de MTT nos grupo não irradiados (controle*) e grupos 
irradiados, após 9 dias da cultura, em função das variáveis dose de irradiação (J/cm2) e 
concentração de soro fetal bovino (%SFB). 
 

Dose de 

Irradiação 

(J/cm2) 

% SFB 

 5%  10% 

15  113,6 (101,9-123,0) a A  106,8 (102,1-117,2) b A 

25  104,5 (83,4-129,5) ab A  129,1 (124,8-135,6) a A 

0* (controle)  100,0 (96,7-109,1) b A  100,1 (93,2-111,2) b A 
 

* a ausência de irradiação (0 J/cm2) representa os grupos controle onde foi simulado o tempo que as células MDPC-23 
permaneceram fora da incubadora referente a cada dose de irradiação. Uma vez que esse tempo exerceu influência na 
produção da enzima SDH, os controles foram considerados como 100% da produção de SDH e utilizados para o 
cálculo da porcentagem de produção de SDH nos grupos irradiados. 
a  valores representam mediana (percentil 25-percentil 75), n=12 (exceção feita aos grupos controle, n=24). Nas 
colunas, valores seguidos de letras minúsculas iguais, e nas linhas, de letras maiúsculas iguais, não diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). 

 



 
 

 

2 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL 

2.1 Comparação das simulações do tempo para atingir as doses de irradiação e 

concentração de soro fetal bovino (SFB) para os grupos não irradiados (controles) 

  Para ambas as concentrações de SFB avaliadas neste estudo, o tempo de 

permanência das células fora da incubadora (grupos controle, células não irradiadas), 

com o objetivo de simular o tempo necessário para atingir as doses de irradiação 

estabelecidas no experimento, não influenciou a produção de proteína total detectada 

após 9 dias da cultura das células MDPC-23 (Tabela 22, colunas). Por outro lado, a 

concentração de SFB adicionada ao meio de cultura exerceu efeito estatisticamente 

significante na produção dessas proteínas. A menor produção de proteína total foi 

observada para a suplementação feita com apenas 5% de SFB no tempo de 930 

segundos. A maior produção foi obtida quando o meio de cultura foi suplementado com 

10% SFB para o tempo referente a dose de 15 J/cm2, sendo que esse ultimo não diferiu 

estatisticamente do  grupo onde o meio continha 5% de SFB (Tabela 22, linhas). 

 

Tabela 22 – Relação entre a produção de proteína total (PT) detectada pelo método 
de Lowry nos grupos não irradiados (controles), em função das variáveis, simulação 
do tempo (segundos) para as doses de irradiação (J/cm2) e concentração de soro fetal 
bovino (%SFB). 
 

Tempo de irradiação 

(segundos) 

% SFB 

 5% 10% 

698  0,606 (0,566-0,647) a A 0,662 (0,611-0,721) a A 

930  0,602 (0,581-0,627) a B 0,659 (0,536-0,687) a A 
a Valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Grupos identificados com a mesma letra minúscula nas 
colunas e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05) 

 

2.2 Análise do efeito da dose de irradiação laser sobre a produção de proteína total 

 Uma vez demonstrado que o tempo de permanência das células MDPC-23 fora 

da incubadora exerceu efeito significante na produção de proteína total, foi estabelecido 

que para permitir a subseqüente comparação do efeito das doses de irradiação, os 



 
 

 

valores dos grupos experimentais (irradiados), assim como os valores dos grupos 

controle, foram transformados em porcentagem, considerando-se o valor da mediana de 

cada grupo controle como 100% de produção de proteína total, como descrito 

anteriormente. Essa transformação foi realizada aplicando-se a regra de três simples e 

teve como objetivo eliminar o efeito exercido pelo tempo de permanência das células 

fora da incubadora. 

  Para a mesma dose de irradiação aplicada sobre as células MDPC-23 em 

cultura, não foi identificado diferença estatisticamente significante com relação à 

concentração de SFB adicionado ao meio de cultura (Tabela 23, linhas). Entretanto para 

uma mesma porcentagem de SFB, a maior produção de PT foi observada quando as 

células foram irradiadas com 25 J/cm2.  

 

 

Tabela 23 – Relação entre a produção de proteína total detectada pelo método de Lowry 
nos grupos não irradiados (controle*) e grupos irradiados, em função das variáveis, dose 
de irradiação (J/cm2) e concentração de soro fetal bovino (%SFB) adicionado ao meio 
de cultura. 
 

Dose de 

Irradiação 

(J/cm2) 

% SFB 

 5%  10% 

15  93,6 (72,9-102,1) b A  100,2 (93,2-105,7) b A 

25  111,0 (103,8-119,0) a A  110,8 (102,7-116,6) a A 

0* (controle)  100,0 (96,5-105,1) b A  100,1 (90,4-104,8) b A 
 

* a ausência de irradiação (0 J/cm2) representa os grupos controle onde foi simulado o tempo que as células MDPC-23 
permaneceram fora da incubadora referente a cada dose de irradiação. Uma vez que esse tempo exerceu influência na 
produção da enzima SDH, os controles foram considerados como 100% da produção de SDH e utilizados para o 
cálculo da porcentagem de produção de SDH nos grupos irradiados. 
a  valores representam mediana (percentil 25-percentil 75), n=12 (exceção feita aos grupos controle, n=24). Nas 
colunas, valores seguidos de letras minúsculas iguais, e nas linhas, de letras maiúsculas iguais, não diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). 

 

Para os grupos irradiados, nenhuma diferença significante na produção de PT foi 

observada para a dose de 15 J/cm2 com relação ao grupo controle onde 5% ou 10% de 

SFB foi adicionado ao meio de cultura. No grupo controle, entretanto, maior produção 



 
 

 

de PT foi observado quando o meio de cultura foi suplementado com 10% de SFB, 

seguido pela concentração de 5% (Tabela 23, colunas). 

 

 

3 PRODUÇÃO DE FOSFATASE ALCALINA (FA) 

3.1 Efeito do período decorrido entre o tratamento e a análise da fosfatase alcalina  

  A porcentagem de SFB adicionada ao meio de cultura exerceu efeito 

estatisticamente significante sobre a produção de fosfatase alcalina para o grupo 

controle (células não irradiadas), onde as células foram mantidas fora da incubadora 

pelo mesmo tempo equivalente a dose de irradiação de 15 J/cm2, sendo o menor valor 

observado para a concentração de 5% de SFB. Contudo, para o tempo de 930 segundos, 

não foi observado diferença estatisticamente significante (Tabela 24, linhas). Com 

relação a concentração de SFB usada na suplementação do meio de cultura, a única 

variação identificada foi para o grupo de 10% no tempo referente a dose de 25  J/cm2. 

Desta forma, os valores para o grupo de 5% de SFB não diferiram estatisticamente 

(Tabela 24, colunas).  

 

Tabela 24 – Relação entre produção de fosfatase alcalina (FA) nos grupos não 
irradiados (controles), em função das variáveis, simulação do tempo (segundos) para as 
doses de irradiação (J/cm2) e concentração de soro fetal bovino (%SFB) incorporado ao 
meio de cultura. 

 

Tempo de irradiação 

(segundos) 

% SFB 

 5%  10% 

698  379,48 (320,03-447,27) a B  529,09 (322,59-617,96) a A 

930  288,85 (240,43-348,64) a A  393,41 (385,74-442,59) b A 
a Valores são mediana (percentil 25-percentil 75), n=16. Grupos identificados com a mesma letra minúscula nas 
colunas e maiúsculas nas linhas não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05) 
 

 

 

 



 
 

 

3.2 Análise do efeito da dose de irradiação laser (9 dias) na produção de fosfatase 

alcalina 

  Os valores de fosfatase alcalina transformados em porcentagem do 

controle estão apresentados na Tabela 24. O efeito da porcentagem de SFB adicionado 

ao meio de cultura não variou para a mesma dose de irradiação aplicada sobre as células 

MDPC-23 (Tabela 25, linhas). Contudo, quando foram comparados os diferentes grupos 

de irradiação para a mesma porcentagem de SFB no meio de cultura, foi possível 

observar uma maior produção de FA para a concentração de 5% de SFB associada a 

dose de irradiação de 25 J/cm2. A mesma concentração de SFB associada a dose de 

irradiação de 15 J/cm2 não diferiu do controle. Entretanto, para a concentração de 10% 

de SFB não foi identificado diferença estatística para os grupos onde as células foram 

irradiadas com as doses de 15 J/cm2 e 25 J/cm2. (Tabela 25, colunas). 

 
Tabela 25 – Relação entre porcentagem de produção de fosfatase alcalina no grupo 
não irradiado (controle*) e grupos irradiados após 9 dias da cultura, em função das 
variáveis, dose de irradiação (J/cm2) e concentração de soro fetal bovino (%SFB) 
adicionado ao meio de cultura. 
 

Dose de 

Irradiação 

(J/cm2) 

% SFB 

 5%  10% 

15  99,2 (80,7-128,3) b A  100,0 (74,8-124,4) a A 

25  116,8 (108,0-148,0) a A  110,1 (104,7-123,0) a A 

0* (controle)  100,0 (84,3-117,9) b A  100,2 (90,6-114,1) a A 
* a ausência de irradiação (0 J/cm2) representa os grupos controle onde foi simulado o tempo que as células 
MDPC-23 permaneceram fora da incubadora referente a cada dose de irradiação. Uma vez que esse tempo 
exerceu influência na produção da enzima SDH, os controles foram considerados como 100% da produção de 
SDH e utilizados para o cálculo da porcentagem de produção de SDH nos grupos irradiados. 
a  valores representam mediana (percentil 25-percentil 75), n=12 (exceção feita aos grupos controle, n=24). Nas 
colunas, valores seguidos de letras minúsculas iguais, e nas linhas, de letras maiúsculas iguais, não diferem 
estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). 

 

 

 

 



 
 

 

4 AVALIAÇÃO DA MORFOLOGIA CELULAR (MEV) 

  As células MDPC-23 cultivadas sobre a superfície pulpar dos discos de 

dentina, as quais foram submetidas a condição de carência nutricional (5% SFB) e 

receberam a dose de irradiação de 15 J/cm2 apresentavam-se organizadas em nódulos 

epitelióides definidos e recobriam completamente a superfície dentinária (Figura 10C). 

Este mesmo padrão morfológico e de distribuição celular também foi observado no 

grupo onde as células foram mantidas em meio de cultura com 10% de SFB (Figura 

10D). Para ambas as situações de normalidade ou estresse das células, mitoses foram 

freqüentemente observadas em todos os espécimes avaliados. Quando comparados aos 

grupos controle, onde as células foram cultivadas em meio de cultura com 5% (estresse) 

ou 10% de SFB e mantidas por 698 segundos fora de incubadora (sem irradiação), um 

padrão morfológico celular semelhante ao descrito acima ocorreu. Nódulos epiteióides 

densos eram formados por células MDPC-23 compactadas, as quais apresentavam 

numerosos prolongamentos citoplasmáticos originados de sua membrana (Figura 10 

A/B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10 – A: (controle – 5%SFB) Células MDPC-23 com morfologia normal recobrem a 
superfície pulpar do disco de dentina. B: Grande quantidade de células odontoblastóides com 
numerosos prolongamentos citoplasmáticos finos é observada, caracterizando a formação de um 
denso nódulo epitelióide. C: O padrão morfológico e de distribuição celular é muito semelhante 
àquele descrito para a figura 10B. D: Observe o substrato dentinário completamente recoberto 
por células MDPC-23 as quais parecem estar compactadas e com ocorrência de mitose. MEV, 
magnificação original x 1000.  

 

   Nos grupos controle, onde as células MDPC-23 foram cultivadas em 

meio de cultura com 5% de SFB (estresse) ou 10% de SFB e mantidas por 930 

segundos fora da incubadora (sem irradiação), foi observado a permanência de um 

grande número destas células organizadas em nódulos epitelióides sobre o substrato 

dentinário (Figura 11 A/B). Com relação às células submetidas à irradiação, observou-

se um aspecto semelhante ao grupo controle sendo possível identificar, também, 



 
 

 

nódulos epitelióides densos e definidos (Figura 11 C/D). Para ambas as situações de 

normalidade ou estresse das células, mitoses foram freqüentemente observadas em 

todos os espécimes avaliados, sendo que as células MDPC-23 não apresentavam 

alterações morfológicas nem redução numérica sobre o substrato dentinário.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 11 – A (controle – 5% SFB): Células MDPC-23 se organizaram para formar um denso 
nódulo epitelióide sobre a dentina. B (controle – 10% SFB): As células exibem ampla 
membrana citoplasmática irregular de onde se originam numerosos prolongamentos 
citoplasmáticos. C: Denso nódulo epitelióide formado por um grande grupo de células 
odontoblastóides compactadas, as quais apresentam morfologia normal. D: Tal como observado 
para os demais grupos controle demonstrados anteriormente, grande parte do disco de dentina 
está recoberto por numerosas células. MEV, magnificação original x 500.   
 

 

 

 



 
 

 

5 EXPRESSÃO DE FOSFATASE ALCALINA E COLÁGENO TIPO I 

  De maneira geral, a análise da expressão gênica nas culturas de células 

odontoblastóides MDPC-23 após 9 dias da irradiação com a dose de 15 J/cm2, 

demonstrou a não ocorrência de alterações nos níveis do mRNAs de fosfatase alcalina 

(FA), quando os grupos irradiados foram comparados aos seus respectivos controles 

(Figura 12).  

 

FIGURA 12 - Níveis de expressão dos mRNAs de ALP após o tratamento com laser na dose de 15 J/cm2. Colunas 
representam o valor da média e barra de erro o desvio- padrão (n=6). Não há diferença estatística entre os grupos 
(ANOVA) 

 

  Na presente pesquisa, foi possível observar, também, que a irradiação 

transdentinária das células mantidas em meio de cultura suplementado com 5% de SFB 

com a dose de 25 J/cm2 proporcionou uma aumento na expressão de FA em cerca de 1 

vez com relação ao seu respectivo controle. Contudo, para a concentração de 10% de 

SFB, não foi identificada qualquer alteração na expressão de FA quando as células 

MDPC-23 foram irradiadas com esta mesma dose (Figura 13).  
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FIGURA 13 - Níveis de expressão dos mRNAs de ALP após o tratamento com laser na dose de 25 J/cm2. Colunas 
representam o valor da média e barra de erro o desvio-padrão (n=6). Não há diferença estatística entre os grupos 
(ANOVA) 

   

  Com base nos resultados obtidos após a irradiação das células com a dose 

de 15 J/cm2, foi possível identificar uma tendência a aumentar os níveis de expressão do 

mRNA para colágeno tipo I (Col-1) somente quando as células odontoblastóides foram 

mantidas em meio de cultura suplementado com 10% de SFB em comparação ao seu 

respectivo controle. Porém, esta diferença não foi estatisticamente significante (Figura 

14).  
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FIGURA 14 - Níveis de expressão dos mRNAs de Col-1 após o tratamento com laser na dose de 15 J/cm2. Colunas 
representam o valor da média e barra de erro o desvio-padrão (n=6). Não há diferença estatística entre os grupos 
(ANOVA) 

  Nas amostras de cDNAs analisadas após a irradiação com 25 J/cm2, os 

dados demonstram que uma diferença estatisticamente significante ocorreu sendo 

possível visualizar um discreto aumento na expressão do mRNA para Col-1 quando se 

utilizou DMEM suplementado com 5% de SFB. Contudo, para a concentração de 10% 

de SFB, houve a redução de 1 vez na expressão do mRNA para Col-1 em relação ao seu 

respectivo controle (Figura 15).  
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FIGURA 15 - Níveis de expressão dos mRNAs de Col-1 após o tratamento das células com 
laser na dose de 25 J/cm2. Colunas representam o valor da média e barra de erro o desvio-padrão 
(n=6). Há diferença estatística entre os grupos (ANOVA) 
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Experimento 3: Irradiação in vivo em molares de rato 
 

  Para os eventos histológicos avaliados, foram determinados, através de 

avaliação microscópica dos dentes submetidos ou não a preparos cavitários e irradiados 

ou não com laser de baixa intensidade, escores relacionados com a intensidade da 

resposta do complexo dentino-pulpar em diferentes períodos pós-tratamento e a possível 

contaminação bacteriana local. Estes escores estão demonstrados na Tabela 26. 

 

Tabela 26 - Dados em porcentagem que caracterizam a relação entre eventos 
histopatológicos e intensidade dos escores de acordo com os grupos e períodos de 
avaliação. 

Evento 

histopatologico Grupos 

Períodos 

7 dias 15 dias 30dias 

0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 

Resposta Celular 

Inflamatória 

Irradiado 40 60 0 0 80 20 0 0 100 0 0 0 

Controle 40 60 0 0 80 20 0 0 100 0 0 0 

              

Desorganização 

Tecidual 

irradiado 100 0 0 0 100 0 0 0 100 0 0 0 

controle 100 0 0 0 100 0 0 0 100 0 0 0 

              

Formação de 

Dentina Terciária 

irradiado 0 0 60 40 0 0 80 20 0 10 60 30 

controle 0 0 60 40 0 20 80 0 0 0 60 40 

              

Bactéria corada 
irradiado 90 0 10 0 50 40 10 0 70 30 0 0 

controle 100 0 0 0 40 40 20 0 100 0 0 0 

 

 

Grupo Irradiado (7 dias) 

 Os primeiros molares dos ratos que receberam preparos cavitários, os 

quais foram posteriormente submetidos a irradiação com laser de baixa intensidade, 

apresentaram, no período de 7 dias pós-tratamento, discreta ruptura da camada de 

odontoblastos localizada na região mais superior do corno pulpar, relacionado com a 

cavidade (Figura 16 A/B/C). Sessenta porcento dos espécimes exibiam deposição de 

discreta quantidade de dentina terciária na área, sendo que o tecido pulpar subjacente 



 
 

 

apresentava discreta reação inflamatória com predomínio de células mononucleares em 

meio a numerosos vasos sangüíneos dilatados e congestos (Figura 16 B/C). Todavia, o 

remanescente de polpa coronária e radicular apresentava características histológicas de 

normalidade.  

  Em apenas 10% das amostras, bactérias foram identificadas no assoalho 

da cavidade, porém sem penetração nos túbulos dentinários. Neste caso específico, não 

foi determinado exacerbação do quadro inflamatório. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

FIGURA 16 – A: Visão geral do 1° molar do rato 
submetido ao preparo cavitário oclusal (Classe I – seta) e 
irradiação com laser de baixa intensidade (H/E, 36x). B: 
Detalhe do corno pulpar relacionado com o preparo 
cavitário. Observe a discreta ruptura da camada 
odontoblástica na região mais superior do corno pulpar 
(seta horizontal), sendo que a polpa subjacente exibe 
discreto infiltrado inflamatório com predomínio de 
células mononucleares e numerosos vasos sangüíneos 
dilatados e congestos (setas oblíqüas) (H/E, 125x). C: 
Detalhe do corno pulpar com ruptura da camada 
odontoblástica (seta) e discreta reação inflamatória 
subjacente (Tricrômico de Masson, 250x).   



 
 

 

Grupo Controle - cavidades não irradiadas (7 dias) 

  Com relação ao grupo controle, onde as cavidades foram preparadas, 

porém não submetidas a irradiação com laser de baixa intensidade, 60% dos espécimes 

exibiam, aos 7 dias, discreta ruptura da camada odontoblástica na região mais superior 

do corno pulpar relacionado ao preparo cavitário (Figura 17 A/B/C). Observou-se 

também, discreta deposição de dentina terciária na área. O tecido pulpar subjacente 

exibia discreta reação inflamatória com predomínio de células mononucleares em meio 

à numerosos capilares. Bactérias não foram evidencias nos cortes histológicos corados 

com Brown & Brenn (Figura 17D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 17 – A: Visão geral da cavidade de Classe I 
(seta) preparada do molar (H/E. 36x). B: Observe a 
presença de resíduos do material restaurador na cavidade 
(MR) e a relação desta com o corno pulpar. Note que 
apesar da discreta reação inflamatória, poucos vasos 
sangüíneos (setas) são observados na polpa (H/E, 125x). 
C: Detalhe da figura anterior, onde ocorreu discreta 
deposição de dentina terciária (seta horizontal) adjacente 
a área de ruptura da camada odontoblástica. Note que a 
polpa subjacente exibe numerosos capilares (setas 
oblíqüas) em meio a células inflamatórias 
mononucleares. H/E, 250x.  



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Grupo Irradiado (15 dias) 

 Neste período experimental, 80% dos espécimes cujas cavidades foram 

submetidas a irradiação com laser de baixa intensidade não apresentavam  resposta 

inflamatória significativa. Porém, um grande número de vasos sangüíneos dilatados e 

congestos foi observado no tecido pulpar (Figura 18 A/B). Nestes espécimes, discreta 

quantidade de dentina terciária, depositada por odontoblastos organizados em 

monocamada, ocorreu na região mais superior do corno pulpar relacionado com a 

cavidade dentária (Figura 18 B/C). Estes odontoblastos apresentavam-se com 

morfologia cuboidal e amplo citoplasma. Os cortes histológicos corados com Brown & 

Brenn evidenciaram presença de bactérias nas paredes laterais e assoalho das cavidades 

em 50% dos espécimes. Porém, a maioria deles não apresentava qualquer alteração 

inflamatória pulpar.  

 

FIGURA 17 – D: Corte histológico 
onde pode-se observar a cavidade 
com resíduos de material restaurador 
(MR) e sua relação com a polpa 
subjacente. Note que não há sinais de 
presença de bactérias nas paredes 
cavitárias nem no interior dos túbulos 
dentinários (Brown e Brenn, 250x). 



 
 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Grupo Controle - cavidades não irradiadas (15 dias) 

 Neste grupo controle, onde as cavidades dentárias de Classe I foram 

preparadas, porém não submetidas a irradiação, a resposta do tecido pulpar foi 

semelhante àquela observada para o grupo irradiado. Contudo, em 20% dos espécimes, 

onde bactérias foram evidenciadas nas paredes laterais e assoalho cavitário, ocorreu 

moderada deposição de dentina terciária no corno pulpar relacionado com o preparo 

cavitário (Figura 19 A/B/C), sendo que a polpa subjacente inflamada apresentava 

numerosos capilares além de vasos sangüíneos dilatados e congestos (Figura 19 B/C). 

FIGURA 18 – A: Vista geral do preparo cavitário 
(seta) e sua relação com a polpa subjacente (H/E, 
36x). B: Detalhe do corno pulpar relacionado com 
a cavidade dentária. Observe a manutenção de 
numerosos vasos sangüíneos dilatados e 
congestos (setas) em meio uma polpa sem reação 
inflamatória significante (H/E, 125x). C: Detalhe 
da figura anterior, onde se pode observar discreta 
deposição de dentina terciária na região mais 
superior do corno pulpar. (seta - H/E, 250x).  



 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grupo Irradiado (30 dias) 

  Neste último período de avaliação, nenhum dos espécimes que receberam 

cavidades, as quais foram submetidas a irradiação, apresentaram significante resposta 

inflamatória pulpar. Porém, 70% dos espécimes exibiam deposição de dentina terciária 

na região mais superior do corno pulpar relacionado com o preparo cavitário. Nestes 

espécimes, a matriz dentinária depositada estava mineralizada e a camada 

odontoblástica era contínua e homogênea. Bactérias foram evidenciadas nas paredes 

laterais de 30% dos espécimes pertencentes a este grupo experimental, os quais não 

apresentavam inflamação ou desorganização tecidual significantes.  

 

FIGURA 19 – A: Vista geral da relação entre preparo 
cavitário e polpa subjacente (H/E, 36x). B: Observe a 
moderada deposição de dentina terciária no corno 
pulpar (setas horizontais). A polpa apresenta discreta 
reação inflamatória com numerosos vasos sangüíneos 
dilatados e congestos (setas oblíquas - H/E, 125x). C: 
Detalhe da figura anterior. Note a ruptura da camada 
odontoblástica (seta - H/E, 250x). 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo Controle - cavidades não irradiadas (30 dias) 

  A resposta do tecido pulpar ocorrida neste grupo controle, onde 

cavidades dentárias foram preparadas, porém não submetidas a irradiação com laser de 

baixa potência, foi semelhante àquela observada para o grupo irradiado. Para todos os 

espécimes avaliados, não houve reação inflamatória na polpa e nem desorganização 

tecidual. Dentro deste mesmo período de avaliação (30 dias), pode-se determinar que o 

número de vasos sangüíneos neste grupo controle não irradiado foi inferior àquele 

observado na polpa coronária dos espécimes pertencentes ao grupo irradiado. Dentina 

terciária depositada apenas na região mais superior do corno pulpar aconteceu mesmo 

FIGURA 20 – A: Relação entre o preparo cavitário (seta) 
e o tecido pulpar (H/E, 36x). B: Detalhe da figura 
anterior, onde se pode observar discreta deposição de 
dentina terciária (seta horizontal) apenas na região mais 
superior do corno pulpar. A polpa subjacente apresenta 
reduzida vascularização quando comparada aos períodos 
anteriores. Porém, alguns vasos sangüíneos dilatados e 
congestos (setas oblíquas) ainda são visualizados na 
polpa coronária (H/E, 125x). C: Observe a integridade da 
camada odontoblástica (setas) abaixo da dentina terciária 
recém depositada. A polpa subjacente apresenta 
características histológicas de normalidade (H/E, 250x).  



 
 

 

em 70 % dos espécimes. Porém, em 30% dos espécimes, cujas cavidades eram menos 

profundas, não ocorreu deposição de dentina terciária (Figura 21 A/B/C), sendo que o 

tecido pulpar apresentava características histológicas de normalidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo Controle Integro – Segundos molares sem cavidades e sem irradiação 
 
  Para o grupo controle íntegro foram utilizados os segundos molares dos 

animais, os quais não receberam preparos cavitários e nem foram submetidos a 

irradiação com laser de baixa intensidade. Assim, estes dentes apresentavam polpa com 

características histológicas de normalidade, ou seja, presença de camada odontoblástica 

íntegra revestindo toda polpa coronária e radicular, além de equilíbrio entre células 

FIGURA 21 – A: Relação entre cavidade e polpa 
subjacente. Observe que esta cavidade é menos profunda 
do que àquelas apresentadas nas figuras anteriores (H/E, 
36x). B: Detalhe da figura anterior. O tecido pulpar 
apresenta características histológicas de normalidade. 
Note a presença de alguns vasos sangüíneos dilatados na 
polpa coronária (setas - H/E, 125x). C: A camada 
odontoblástica está contínua e não há deposição de 
dentina terciária (H/E, 250x). 



 
 

 

pulpares, componentes da matriz extracelular e vasos sanguíneos. Este tecido pulpar 

apresentava-se organizado e livre de reação inflamatória e deposição de dentina terciária 

(Figura 22 A/B).  

 
 
 
FIGURA 22 – A: Visão geral do 2° molar do grupo controle no qual nenhum 
procedimento foi realizado (H/E, 36x). B: Detalhe da distribuição das fibras colágenas 
bem como de vasos sangüíneos e células pulpares (Tricrômico de Masson, 125x).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  



 
 

 

5    DISCUSSÃO 

Experimento 1: Efeito direto do laser de baixa intensidade 
 

 A terapia com laser de baixa intensidade tem sido aplicada nas diversas 

áreas da saúde. Entretanto, pouco se conhece sobre os mecanismos de atuação do laser 

sobre as células (Karu et al.44, 1996; Jia et al.37, 2004). Especula-se que, num primeiro 

momento, a luz seja absorvida pelo tecido e em seguida, essa energia seja transferida 

para componentes intracelulares, promovendo efeitos fotoelétricos que induzem a 

regulação do sistema celular por meio do processo, conhecido como biomodulação 

(Stein et al.92, 2005, Tuby et al.97, 2007). Este processo, o qual pode ser obtido pela 

irradiação com o laser vermelho e infra-vermelho, possui um limiar de penetração nos 

tecidos biológicos dependente do comprimento de onda, bem como das propriedades 

ópticas, espessura e reflectância do tecido irradiado (Mochizuki-Oda et al.67, 2002, Jia et 

al.37, 2004). Para o laser com comprimento de onda que se localiza no infra-vermelho, 

tal como aquele utilizado na presente pesquisa, a  interação parece ocorrer com os 

cromóforos presentes na mitocôndria, estimulando assim as funções celulares (Karu et 

al.42, 1995). Dentre essas funções, as mais estudadas com relação a biomodulação são 

proliferação celular; reparação tecidual associada a liberação de proteínas e citocinas; e 

a síntese de matriz de colágeno (Kreisler et al.52, 2003, Ferreira et al.27, 2006, Matsui et 

al.65, 2007, Tuby et al.97, 2007).   

 Pesquisas com laser têm utilizado o protocolo de indução de déficit 

nutricional como forma de causar estresse em diferentes células em cultura (Almeida-

Lopes et al.2, 2001, Cagnie et al.16, 2003). Diante de tal fato, no presente experimento o 

meio de cultura completo (suplementado com 10% de SFB), onde as células MDPC-23 

foram originalmente cultivadas, foi substituído, após 24 horas do cultivo, por um meio 

de cultura suplementado com diferentes concentrações de SFB. A suplementação do 



 
 

 

DMEM com 2% e 5% SFB para induzir o estresse celular está baseada em pesquisas 

anteriores, as quais demonstraram que células em cultura respondem de maneira mais 

efetiva quando submetidas a tal estímulo, visto que os mecanismos de resposta celular 

tornam-se mais sensíveis à absorção da irradiação (Almeida-Lopes et al.2, 2001, Cagnie 

et al.16, 2003, Jia et al.37, 2004, Stein et al.92, 2005).  

 Como demonstrado por Almeida Lopes et al.2, em 2001, a não 

suplementação do meio de cultura com SFB interfere negativamente na proliferação dos 

fibroblastos em cultura por causar uma condição de estresse celular danosa. Contudo, a 

adição de 5% SFB proporcionou uma taxa de proliferação menor do que a ideal (10%), 

porém suficiente para induzir a uma condição de estresse in vitro. Da mesma maneira 

Oliveira et al.75, em 2008 não observou alteração no metabolismo celular após 

irradiação de células odontoblastóides mantidas em meio de cultura não suplementado 

com SFB. Entretanto, a escassez de dados científicos publicados com relação a 

influência das diferentes concentrações de SFB no meio de cultura sobre o metabolismo 

celular, não permite uma análise comparativa confiável dos resultados apresentados 

nesta pesquisa com aqueles já publicados, cuja maioria não padronizou tal parâmetro ou 

usaram diferentes linhagens celulares.  

 O presente trabalho de pesquisa avaliou os efeitos da suplementação do 

meio de cultura (DMEM) com as concentrações de 2%, 5% e 10% de SFB sobre o 

metabolismo de células odontoblastóides em cultura. Tais células responderam de forma 

mais favorável à concentração de 5% de SFB quando expostas à irradiação, com 

diferença estatística nas doses de 15 e 25 J/cm2 em relação aos demais grupos. Esse 

dado reforça os resultados obtidos por Almeida-Lopes et al.2, em 2001. Neste estudo, os 

fibroblastos em cultura sob déficit nutricional apresentaram crescimento celular maior 

ou igual às células controle, quando expostos à irradiação. Pereira et al.80 (2002) 



 
 

 

também encontraram um aumento da proliferação de células NIH 3T3 colocadas em 

condição de estresse, porém o meio de cultura foi suplementado com apenas 2,5% de 

SFB. Dessa forma, pode-se sugerir que a concentração de SFB adicionado ao meio de 

cultura para gerar o estresse celular não danoso provavelmente é específico para cada 

tipo de célula. Assim, foi possível demonstrar, na presente pesquisa, que a alteração da 

concentração de SFB não danificou as células odontoblastóides, uma vez que elas, 

quando avaliadas em MEV, não apresentaram qualquer alteração morfológica, sendo 

que nos grupos irradiados, estas células mantiverem características semelhantes àquelas 

observadas no controle.  

 Diversas pesquisas têm demonstrado que o efeito biomodulador do laser 

de baixa intensidade é específico para os diversos tipos celulares, dentre eles o 

macrófago, linfócito, queratinócito, célula endotelial, fibroblasto e osteoblasto 

(Grossman et al.33, 1998, Almeida-Lopes et al.2, 2001, Khadra et al.45, 2005, Moore et 

al.69, 2005). No caso das células com fenótipo de odontoblasto, a proliferação celular e a 

síntese de determinadas proteínas estão entre os efeitos biomoduladores mais desejados, 

pois estas atividades celulares participam diretamente do processo de reparação do 

tecido pulpar (Linde, 1993). Tem sido descrito que a irradiação de células com laser 

promove a excitação eletrônica de moléculas fotoaceptoras presentes na cadeia 

respiratória, o que desencadeia respostas proliferativas juntamente com o aumento na 

expressão protéica (Karu et al.43, 2004). Na presente pesquisa, especificamente no grupo 

de irradiação direta, foi possível identificar uma proliferação celular mais evidente após 

9 dias de cultura. As células irradiadas e mantidas em DMEM suplementado com 5 ou 

10% de SFB aumentaram sua produção de SDH quando comparadas as células onde o 

DMEM foi suplementado com apenas 2% de SFB. Tal fenômeno também foi 

identificado na avaliação da síntese de proteína total. Dessa forma, pode-se afirmar que 



 
 

 

a irradiação no comprimento de onda de 15 e 25 J/cm2 avaliado na presente pesquisa foi 

satisfatória para a linhagem de células MDPC-23.   

 O comprimento de onda infra-vermelho utilizado no presente 

experimento, quando aplicado em doses específicas, tais como de 15 e 25 J/cm2,  pode 

atingir a membrana mitocondrial da célula, sendo então absorvido pelos cromóforos. 

Tem sido demonstrado que essas estruturas celulares são fotossensíveis e englobam a 

classe das porfirinas, flavinas, citocromos mitocondriais, membrana plasmática e 

sistema NADH oxidase, o qual possui flavoproteínas e citocromo b (Kale et al.38, 1992, 

Fraikin et al.28, 1996, Edwards et al.26, 2001). Esse espectro, mais especificamente no 

comprimento de onda próximo ao 785 nm,  é absorvido pela porção ferrosa heme a+2
3 

no  citocromo c oxidase da mitocôndria (Karu et al.40, 2005), o que pode causar 

modificações rápidas da cascata de reações químicas e físicas no interior da célula, 

promovendo importantes alterações metabólicas (Karu et al. 39, 1988). Essas 

modificações resultam dos elétrons absorvidos na irradiação pelo citocromo e 

transferidos, na respiração oxidativa, para o receptor CuA e posteriormente conduzidos 

internamente dos receptores CuA heme-a para o heme-a3/CuB central, por meio de 7 

reações de óxido-redução intermediárias, envolvendo as moléculas de ferro (Fe) e cobre 

(Cu). Esse processo resulta na redução da molécula de oxigênio e conseqüente produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Karu et al.43, 2004, Tuby et al.97, 2007). Assim, 

a presença de ROS intracelular altera o estado REDOX da célula (Lubart et al.59, 2005), 

sendo que em concentrações inferiores ao limiar de dano celular, ocorre a produção de 

diversos efeitos benéficos paras as células, tais como: proliferação, diferenciação e 

regulação de sua sobrevivência (Murrell et al.72, 1990, Burdon9, 1995, Burdon et al.10, 

1995, Callaghan et al.17, 1996). Na presente pesquisa, as alterações de síntese protéica e 

de metabolismo foram estatisticamente significantes nas doses de 15 e 25 J/cm2, 



 
 

 

permitindo, desta maneira, especular novamente que os parâmetros do laser aplicados 

sobre as células MDPC-23 foram suficientes para ativar os cromóforos e assim produzir 

a quantidade de ROS necessária para promover modificações em toda a cascata de 

reações positivas sobre este tipo celular. Esta especulação se deve ao fato de que 

resultados semelhantes aos encontrados no presente experimento também foram 

demonstrados por outros pesquisadores (Rochkind et al.84, 2009), os quais descreveram 

a ocorrência de aumento na formação de redes com a migração celular, estimulando a 

formação de neurônios na dose de 6,7 J/cm2. Gavish et al.30 (2008), ao irradiar 

monócitos/macrófagos com parâmetros específicos de laser, demonstraram uma redução 

na secreção de vários mediadores da inflamação, tais como IL–1�, IL–10, IL–1�, e IL–

6, o que caracterizou a possível eficácia do laser na redução de processos inflamatórios. 

Por outro lado, a irradiação de cultura de células típicas de osteosarcoma com laser num 

comprimento de onda de 780 nm, promoveu proliferação celular (1, 5 e 10 J/cm2) sem 

alterar a síntese de ALP, demonstrando que esse tipo celular responde efetivamente a 

laserterapia.  

 O aumento do metabolismo e proliferação celular não são os únicos 

efeitos desejados na terapia com laser de baixa intensidade. No caso da célula 

odontoblastóide MDPC-23 utilizada na presente pesquisa, a biomodulação estimularia 

também a síntese de algumas proteínas típicas da matriz dentinária, tais como colágeno, 

fibronectina e fosfatase alcalina. Tem sido demonstrado que a fosfatase alcalina (ALP) é 

uma enzima envolvida na mineralização dos tecidos (Stein et al.92, 2005, Matsui et al.65 

2007) e em geral, sua ação está correlacionada com o processo inflamatório (Matsui et 

al.65 2007). Diversos tipos celulares, tais como fibroblastos, osteoblastos e até mesmo 

odontoblastos pulpares, podem sintetizar e liberar ALP quando devidamente 

estimulados (Tsukamoto et al.95, 1992). Numa pesquisa recente, Matsui et al.65 (2007) 



 
 

 

aplicaram o laser de GaAlAs sobre células pulpares. Os autores demonstraram a 

ocorrência de estímulo da atividade e expressão de fosfatase alcalina, a qual também é 

um marcador de diferenciação celular. Na presente pesquisa, a síntese de fosfatase 

alcalina pelas células MDPC-23 responderam aos efeitos do laser apenas nas doses de 

15 e 25 J/cm2, aumentando a expressão de ALP.  

 Desta maneira, nesta primeira etapa do projeto, onde variados protocolos 

de irradiação direta e cultivo celular em diferentes condições de estresse foram testados, 

foi possível determinar que as doses de energia de 15 e 25 J/cm2 foram as mais efetivas 

para estimular as células odontoblastóides MDPC-23 em cultura.  

 

Experimento 2: Efeito transdentinário do laser de baixa intensidade 

 

  Como já relatado anteriormente, os mecanismos de atuação direta ou 

indireta do laser de baixa intensidade sobre células ainda permanecem pouco 

conhecidos (Karu et al. 44, 1996; Jia et al.37, 2004). Especula-se que, num primeiro 

momento, a luz laser seja absorvida pelo tecido e em seguida, essa energia seja 

transferida para componentes intracelulares, promovendo efeitos fotoelétricos, os quais 

regulam o sistema celular por meio do processo conhecido como biomodulação (Stein 

et al.92, 2005, Tuby et al.97, 2007). 

  Na presente pesquisa, o enfoque foi direcionado para a possível atuação 

transdentinária da laserterapia sobre os odontoblastos pulpares, usando como modelo, 

uma linhagem imortalizada de células odontoblastóides (MDPC-23) cultivada sobre 

discos de dentina. Os odontoblastos são células altamente diferenciadas, as quais que 

têm como precursoras as células da crista neural.  Após sua diferenciação, estas células 

tornam-se as principais responsáveis pela síntese e secreção de produtos da matriz 



 
 

 

dentinária, a qual é posteriormente mineralizada (Goldberg et al.32 2004). Tal processo é 

especificamente controlado e regulado por tais células (Linde et al.57, 1993). 

  A dentina, tecido que envolve toda câmara pulpar coronária e radicular, é 

uma estrutura tubular, onde 70% é constituída por minerais e apenas 20% constitui a 

parte orgânica (Linde et al.57, 1993). Entretanto, este tecido dentário posicionado abaixo 

do esmalte, tem sido considerado como um tecido vital por possuir no interior de seus 

túbulos, prolongamentos citoplasmáticos dos odontoblastos e terminações nervosas, os 

quais parecem estar envolvidos diretamente da sensibilidade dentária aos mais 

diferentes estímulos, e também apresentam potencial para participar do processo de 

reparo do complexo dentino-pulpar (Ruch et al.87, 1995).   

   Diante de algumas situações e condições específicas, tais como incorreta 

escovação dentária, recessão gengival, dieta inapropriada (Tate et al.94, 2006) e forças 

oclusais excêntricas (Kimura et al.50, 2000), bem como a possível associação delas, 

pode ocorrer perda e/ou desgaste de parte do esmalte da área cervical dos dentes com 

conseqüente exposição dos túbulos dentinários subjacente. Esta exposição leva à 

movimentação (exsudação) de fluido dentinário através destes túbulos, o que pode 

ocasionar despolarização das terminações nervosas intra-tubulares, ocasionando a 

hipersensibilidade dentária associada ou não a danos de variada intensidade ao tecido 

pulpar (Friedmann et al.29, 1991, Dababenh et al.24, 1999).  

  A laserterapia tem sido amplamente utilizada com o objetivo de acelerar 

o processo de reparo tecidual, tratamento de sensibilidade dentária e regeneração óssea, 

bem como terapia auxiliar na formação de dentina terciária (Godoy et al.31, 2007). 

Assim, pesquisas utilizando protocolos que envolvem culturas celulares, modelos 

animais e clínicos têm sido desenvolvidas com o intuito de esclarecer os mecanismos 



 
 

 

moleculares da laserterapia associada às condições do tecido conjuntivo pulpar (Kreisler 

et al.52, 2003).  

  Com o objetivo de simular uma condição clínica de exposição dentinária, 

independente de sua etiologia, no presente experimento foi proposta a irradiação celular 

indireta, ou seja, através da interposição de um disco de dentina entre a fonte de luz e as 

células em cultura. Para isto, foram utilizados dentes humanos íntegros extraídos por 

indicação profissional. Destes dentes, foram obtidos discos de dentina, os quais eram 

adaptados, individualmente, em câmaras pulpares artificiais. Diante deste protocolo, foi 

possível determinar o possível efeito do laser sobre células odontoblastóides, após 

propagação, através do processo de dispersão da luz através dos túbulos dentinários 

(Kienle et al.47, 2006). Para certificar que a irradiação seria suficiente para propagar até 

a superficie do disco onde as células foram cultivadas, foi realizada, nesta pesquisa, a 

avaliação do parâmetro do laser que alcançava a superfície pulpar dos discos de dentina, 

onde permaneceram aderidas as células MDPC-23. Esta medição prévia foi capaz de 

determinar o quanto de luz seria dissipada durante sua propagação através da dentina, 

visto que a irradiação foi realizada sobre a superfície oclusal dos discos. Com isso, foi 

possível realizar uma adaptação no processo de irradiação, de forma a garantir que as 

doses de luz que alcançaram as células odontoblastóides foram exatamente aquelas 

selecionadas através da realização do primeiro experimento, onde a cultura celular foi 

irradiada diretamente com variados parâmetros pré-estabelecidos. 

  No ano de 2006, Tate et al.94 demonstraram, in vivo, que a deposição de 

dentina terciária ocorria de maneira dose-dependente, sendo que a presença deste padrão 

de dentina era mais evidente no período de 30 dias após a irradiação com laser. No ano 

seguinte (2007), Villa et al.101 demonstraram um efeito positivo do laser, caracterizado 

pela formação de dentina reparadora quando dentes de porco foram submetidos a 



 
 

 

irradiação com dose de 12,8 J/cm2. Na presente pesquisa, foi observado o aumento do 

metabolismo das células MDPC-23 quando as duas doses previamente selecionadas (15 

e 25 J/cm2) foram testadas. Estes dados comprovaram que, independente da possível 

alteração no padrão da luz que alcançou as células após sua propagação através dos 

túbulos dentinários, esta irradiação foi capaz de bioestimular as células imortalizadas de 

linhagem MDPC-23, tal como demonstrado quando esta linhagem celular foi 

diretamente irradiada. Acrescenta-se a tal resultado positivo de estimulação do 

metabolismo celular, um aumento expressivo na síntese de proteína total, 

principalmente na dose de 25 J/cm2. Do ponto de vista clínico, tal efeito é de suma 

importância, desde que os odontoblastos, os quais revestem internamente a dentina, 

necessitam ser estimulados, através da irradiação laser, para que possam sintetizar e 

depositar proteínas típicas da matriz, tais como colágeno tipo I, fosfatase alcalina, 

fibronectina e outras que participam do processo de reparação pulpar. De maneira 

concomitante, diferentes tipos de metaloproteínas (MMPs) são sintetizadas com o 

intuito de remodelar a matriz que está sendo depositada. Para que tal processo tenha 

seqüência após um estímulo não letal aos odontoblastos, tem início a seqüência de 

eventos que culminam com a mineralização desta matriz. Assim, próximo ao fronte de 

mineralização são depositados núcleos de hidroxiapatita; porém, a clivagem dos íons 

fosfatos, com o intuito de processar a mineralização local, só tem inicio com a 

alcalinização do meio. Para que a mineralização seja completa é necessário que ocorra 

uma grande deposição de íons cálcio, sendo que isto ocorre através de diversos 

mecanismos trans-membrana, os quais permitem criar sistemas de transporte de cálcio 

pelos espaços inter-odontoblástico seguindo até a matriz dentinária (Butler et al.13,1995, 

Butler  11, 1998, Butler  et al.15, 2002, Butler et al.14, 2003, Butler 12, 2008).  



 
 

 

  Para que ocorra o processo de mineralização de uma matriz protéica 

recém depositada, é necessário a presença da fosfatase alcalina (FA), a qual também 

tem sido reconhecida e descrita como um marcador importante para odontoblastos. 

Ueda,  Shimizu99 (2003), aplicaram laser de GaAlAs sobre células do tipo 

osteoblastóides em cultura. Os autores observaram a ocorrência de estímulo na atividade 

de FA, bem como aumento de sua expressão. Todavia, outros pesquisadores verificaram 

que o laser não influenciou na atividade de FA (Coombe et al.20, 2001; Khadra et al.46, 

2005). No presente trabalho de pesquisa, assim como demonstrado por Ueda, Shimizu99, 

a dose de 25 J/cm2 foi capaz de estimular significativamente a atividade de fosfatase 

alcalina. Esses resultados in vitro são primordias, visto que esta proteína é a principal 

componente das vesículas matriciais responsáveis pelo processo de calcificação, apesar 

de não se conhecer exatamente até o momento, todas as suas funções (Simão et al.89 

2006). Contudo, no presente estudo, não foi detectada alteração na expressão do RNAm 

de FA quando as células odontoblastóides foram irradiadas com laser em ambos 

parâmetros analisados. A discrepância dos dados de atividade da enzima com a 

expressão do RNAm da mesma pode ter ocorrido em decorrência do tempo de avaliação 

do experimento de PCR em tempo real; ou ainda a proteína pode ter sido produzida sem 

necessariamente ter ocorrido um aumento na expressão do seu RNAm. A etapa de 

tradução (síntese da proteína a partir do RNAm) é posterior à etapa de transcrição 

(síntese do RNAm a partir do gene que codifica para a proteína). No presente estudo, 

quando a atividade de FA foi avaliada no meio de cultura, foi possível determinar a 

atividade de toda a proteína secretada até aquele momento, a qual é produto do aumento 

da transcrição e da tradução da mesma. Dessa maneira como dois mecanismos podem 

ocorrer: i) aumento da expressão do RNAm; ii) aumento da tradução, outros tempos de 

avaliação dos níveis de expressão de RNAm devem ser avaliados para que se confirme 



 
 

 

que não houve um aumento na sua expressão, e caso isto ocorra, a não observação do 

aumento de expressão do RNAm não necessariamente indica que a quantidade e a 

atividade da enzima não estejam aumentadas. Portanto, os dados da presente pesquisa 

nos levam a concluir que o laser, na dose de 25 J/cm2 é capaz de induzir um aumento na 

atividade De FA. Avaliações de outros períodos de estimulação também são necessárias 

para que se saiba se este aumento é dependente ou não da transcrição do RNAm desta 

enzima.   

  Outra proteína típica da dentina é o colágeno, o qual é responsável pela 

característica altamente fibrosa das matrizes dentinária e óssea, sobre as quais cristais de 

apatita são depositados (Coombe et al.20, 2001, Marques et al.63, 2004, Ferreira et al.27, 

2006).  Durante o processo de reparação da polpa, ocorre a intensa síntese de matriz 

dentinária, a qual é basicamente composta por colágeno tipo 1. Esta matriz de dentina 

rica em colágeno pode ser depositada por fibroblastos, odontoblastos e/ou osteoblastos 

(Ferreira et al.27, 2006). Apesar de alguns autores relatarem o aumento na proliferação 

de fibroblastos in vitro após terem sido irradiados com laser infra-vermelho (Almeida-

Lopes et al.2, 2001, Pereira et al.80, 2002),  Kreisler et al.52 (2003) e Marques et al.63 

(2004) afirmaram que o aumento no número celular não significa aumento da atividade 

de síntese celular. Os autores demonstraram ainda, que a elevada densidade de energia 

aplicada sobre células do tipo fibroblastos em cultura, apesar de ativar a proliferação 

celular, pode reduzir a síntese de colágeno. Na presente pesquisa, a expressão de 

colágeno foi discretamente aumentada para o grupo de 15 J/cm2 na concentração de 5% 

de SFB. Tal fenômeno também se repetiu para a dose de 25 J/cm2. Porém, para essa 

mesma dose na concentração de 10%, a expressão foi reduzida, corroborando com a 

pesquisa de Kreisler et al.52 (2003) e Marques et al.63 (2004).  



 
 

 

  No presente estudo laboratorial, tanto o colágeno quanto a FA foram 

avaliados por meio de expressão do RNAm. O sinal eletrônico proveniente da irradiação 

excita as moléculas fotoaceptoras localizadas na mitocôndria. Tal sinal é amplificado e 

transduzido para o núcleo por meio de reações bioquímicas (Karu et al.44, 1996), 

resultando na produção de enzimas, tais como: Na+-ATPase, K+-ATPase e Na+/K+ 

exchangers (NHEs). Todas estas enzimas desempenham importantes funções na 

regulação de genes e nos sinais de transdução (Karu et al.44, 1996). O final dessas 

reações fotobiológicas ocorre no núcleo, o que pode ocasionar aumento da taxa de 

síntese de DNA e RNA (Karu et al.43, 2004). Hamajima et al.34 (2003) ao irradiarem 

células odontoblastóides em cultura com laser em dose de 7,64 J/cm2, observaram uma 

expressão de osteoglicina aumentada em 2,3 vezes. Ao se analisar os genes que 

codificam para Col-I e FA na presente investigação, não foi detectado aumento 

estatisticamente significante nos níveis de expressão de RNAm de FA e colágeno tipo-

1, o que não indica que o nível de expressão das proteínas não esteja aumentado, uma 

vez que os demais experimentos compravam o aumento da atividade da FA, penas 

determina que não houve aumento na expressão do RNAm.  

  Dessa maneira, podemos concluir que o laser nos parâmetros avaliados e 

mediante a carência nutricional, foi capaz de estimular as células odontoblastóides 

MDPC-23 em cultura, principalmente nas doses de 15 e 25 J/cm2. A presença do disco 

de dentina não foi fator limitante ao estimulo; contudo ajustes na potência do laser 

foram necessários, devido as perdas geradas pelas características estruturais da dentina, 

a qual bloqueou, mesmo que parcialmente, a passagem da luz e sua ação sobre as 

células cultivadas. Pesquisas futuras são necessárias, visto que num modelo in vivo de 

complexo dentino-pulpar, a laserterapia pode interagir com diferentes células ao mesmo 

tempo e desencadear diferentes vias relacionadas com a bioestimulação e/ou reparação 



 
 

 

tecidual. Somente através do desenvolvimento destas e de outras pesquisas in vivo que 

se poderá aplicar, de maneira segura, a laserterapia em distintas situações clínicas.  

 

Experimento 3: Irradiação in vivo em molares de rato 

 
Atualmente, o laser de baixa intensidade tem sido aplicado em diversas áreas da 

saúde. Entretanto, não há na literatura uma padronização das técnicas de aplicação, 

potência e fluência ideal para cada procedimento, fatores estes que podem interferir na 

resposta celular frente a uma terapia específica (Moore et al.69, 2005). Desta forma, a 

determinação dos seguintes parâmetros de irradiação: comprimento de onda, densidade 

de energia e irradiância, são essenciais para o delineamento de uma pesquisa científica 

confiável, uma vez que estes parâmetros podem interagir de distintas maneiras com 

diferentes tecidos, o que pode resultar em perda de energia (Moore et al.69 2005). Assim 

sendo, é importante estabelecer protocolos de laserterapia específicos para cada situação 

clínica, de tal maneira que a resposta do tecido submetido à irradiação seja 

exclusivamente decorrente da luz e não de outros fatores externos. 

Há cerca de uma década, Kimura et al.50, 2000 demonstraram que apenas o 

comprimento de onda do laser na região do vermelho é totalmente transmitido através 

da dentina para alcançar a polpa. Contudo, na presente pesquisa o comprimento de onda 

do laser avaliado foi o infra-vermelho próximo, uma vez que esse tipo específico de 

laser tem sido recomendado para tratamento da hipersensibilidade dentinária (Kimura et 

al.50, 2000, Schwarz et al.88, 2002, Ciaramicoli et al.19, 2003). Assim, diante desta 

condição, tornou-se necessário realizar medidas para determinar a potência do laser 

infra-vermelho que atingiria as células pulpares mais superficiais (odontoblastos), após 

sua difusão através da dentina do assoalho cavitário. Conseqüentemente, a dose de 

energia emitida pelo aparelho usado neste estudo foi estabelecida em 30 J/cm2, sendo 



 
 

 

que isto assegurava a chegada de 25J/cm2 de luz para os odontoblastos relacionados 

com o assoalho cavitário.  

A temperatura também é essencial para a manutenção dos odontoblastos em 

condições normais de metabolismo, sendo que uma variação de 5,5oC pode resultar na 

morte de células pulpares (Zach et al.105,1965). Dentro deste contexto, Kimura et al.50, 

2000, relataram que potências que variam de 30 a 60 mW, no laser do tipo GaIAs, não 

proporcionam aumento significativo de temperatura capaz de gerar danos pulpares. 

Numa pesquisa recente, Mollo et al.68 (2010) demonstraram que a irradiação de dentes 

com laser infra-vermelho próximo proporciona danos térmicos aos tecidos pulpares 

apenas em potência acima de 78 mW. Assim, pode-se sugerir que na presente pesquisa, 

a irradiação do assoalho cavitário com laser infra-vermelho próximo com potência de 40 

mW não tenha gerado aumento de temperatura suficiente para ocasionar danos para a 

polpa dos animais. Desta maneira, a resposta pulpar analisada neste estudo seria causada 

especificamente pela irradiação local, particularmente quando os eventos histológicos 

dos dentes irradiados foram comparados com àqueles observados no grupo controle, 

onde as cavidades não foram submetidas à irradiação com laser.  

 A metodologia de pesquisa empregada neste estudo in vivo, a qual usou molares 

de ratos como modelo experimental, tem sido amplamente utilizada por outros 

pesquisadores para avaliar materiais dentários (Costa et al.21, 2003; Souza et al.91, 

2007), sendo que algumas investigações recentes foram direcionadas a avaliação dos 

efeitos da laserterapia sobre os dentes de ratos (Tate et al.94, 2006; Kim et al.49, 2007).  

Na presente pesquisa, optou-se pela confecção de cavidades dentárias de classe I 

para simular uma situação clínica onde as cavidades podem ser restauradas com 

diferentes materiais dentários. Dentro deste contexto, a própria ação mecânica de 

confecção do preparo cavitário poderia gerar um estresse nas células pulpares (Tate et 



 
 

 

al.94, 2006). Assim, desde que a resposta celular frente à laserterapia pode ser 

positivamente influenciada pela condição de estresse das células (Almeida-Lopes et al.2, 

2001, Marques et al.63, 2004, Khadra et al.45,46, 2005), a irradiação proposta nesta 

pesquisa poderia reduzir os danos iniciais para a polpa. Isto porque tem sido 

demonstrado que parâmetros específicos de laser podem apresentar efeito 

antiinflamatório (Villa et al.102, 1988, Utsunomiya99, 1998) e também, estimular e/ou 

acelerar o processo de reparação pulpar (Tate et al.94, 2006).   

   Tem sido descrito que dependendo da intensidade da agressão sobre o 

complexo dentino-pulpar, a qual pode estar relacionada a espessura do remanescente de 

dentina entre o assoalho da cavidade e a polpa e também a  permeabilidade dentinária, a 

resposta deste complexo pode proporcionar tipos diferentes de síntese e deposição de 

matriz dentinária (Godoy et al.31, 2007). Em virtude da maior ou menor difusão, seja de 

produtos bacterianos ou mesmo de componentes do material restaurador, a inflamação 

no tecido pulpar pode se tornar irreversível e proporcionar a morte da camada de 

odontoblastos (Mjör  et al.66, 1991; Tziafas et al.98, 2000; Tanabe et al.93, 2002,). Desta 

forma, a aplicação de estímulos acima do suportável pelos odontoblastos pode levar, 

inicialmente, a ruptura desta camada celular que reveste internamente a dentina, 

caracterizando a morte destas células. Na presente pesquisa, uma suave e limitada 

ruptura da camada de odontoblastos na região mais superior do corno pulpar 

relacionado com o assoalho cavitário, foi observada tanto no grupo experimental 

(irradiado), como no controle (não irradiado). Esta resposta pulpar comum aos dois 

grupos nos períodos iniciais de avaliação (7 e 15 dias), sugere que o preparo cavitário 

mecânico resultou em leve agressão para a polpa, porém com intensidade suficiente 

para causar uma discreta reação pulpar. Contudo, no período de 30 dias, a camada de 

odontoblastos, anteriormente desorganizada, estava quase que completamente 



 
 

 

reconstituída em ambos os grupos, sendo que discreta deposição de matriz dentinária 

irregular na região foi observada. Este padrão de resposta do complexo dentino-pulpar 

decorre do fato de que após a morte dos odontoblastos primários, as células 

mesenquimais se diferenciam em células semelhantes a odontoblastos (células 

odontoblastóides), as quais repõem as células mortas (Linde et al.57 1993). Durante este 

processo de morte e renovação da camada de odontoblastos, ocorre a síntese e 

deposição local de uma matriz de dentina irregular e desorganizada, denominada de 

dentina terciária (Tziafas et al.98, 2000).  

 Ferreira et al.27, em 2006 demonstrou a ocorrência de áreas de odontogênese 

reacional em pré-molares humanos 42 dias após terem sido submetidos a irradiação com 

laser de baixa potência. Neste mesmo ano, Tate et al.94 relataram a formação de uma 

dentina osteóide após irradiação de molares de rato com laser num comprimento de 

onda de 810 nm e potência entre 0,5 W e 1,5 W. Posteriormente, Villa et al.101 (2007), 

observaram, ao irradiar cavidades profundas cervicais confeccionadas com alta rotação 

em dentes de porcos, uma aceleração no processo inicial de formação da dentina 

terciária quando se utilizou o laser de baixa potência na dose de 12,8 J/cm2 e com 

comprimento de 780nm. Estes estudos demonstram que o laser utilizado para os casos 

de polpa submetida a injúria, tal como ocorre durante a confecção de preparo cavitário, 

proporciona a redução de processos inflamatórios (Villa  et al.102, 1988, Utsunomiya100, 

1998), acelerando a formação da barreira mineralizada em casos de exposição pulpar, e 

estimulando a deposição de matriz dentinária fibrosa associada ao aumentando da 

produção de proteínas colagenosas (Utsunomiya100, 1998, Ohbayashi et al.74, 1999).  

 Tal como previamente demonstrado, estes efeitos biomoduladores do laser de 

baixa potência podem ser resultado da absorção dos fótons do comprimento de onda no 

infra-vermelho próximo pela membrana celular, proporcionando a estimulação das 



 
 

 

atividades enzimáticas ou mesmo das reações foto-químicas (Lubart et al.58, 1996; 

Lubart et al.60, 1997). Todavia, tanto para o grupo experimental (cavidades irradiadas) 

quanto controle (cavidades não irradiadas), foi observado discreta deposição de matriz 

de dentina já mineralizada no período de 30 dias após a irradiação, sendo que esta 

estrutura dentinária neo-formada estava presente apenas na região mais superior do 

corno pulpar relacionado com o assoalho cavitário. Este dado histológico confirma que 

a aplicação do laser nos parâmetros estabelecidos nesta pesquisa em cavidades 

preparadas em molares de ratos não causa danos ou estímulos para as células pulpares 

capazes de matar ou favorecer a síntese e deposição de matriz dentinária. Assim, pode-

se considerar que a discreta inflamação (predomínio de células mononucleares) e 

desorganização tecidual superficial (ruptura da camada odontoblástica), observadas nos 

primeiros períodos de avaliação na maioria dos espécimes dos grupos experimental e 

controle, foram ocasionados pelo preparo cavitário. Porém, em alguns espécimes tanto 

do grupo experimental quanto controle, onde a cavidade de classe I era superficial, 

nenhuma resposta pulpar foi observada em todos os períodos propostos na presente 

pesquisa. Esta observação histológica está de acordo com os achados de Murray et al.71, 

2000, os quais relataram que as alterações pulpares estão diretamente relacionadas a 

espessura do remanescente dentinário entre o assoalho cavitário e a polpa. 

 Na presente pesquisa, a alteração pulpar mais evidente observada em 

microscopia de luz no grupo experimental, quando comparado ao grupo controle (onde 

as cavidades não foram irradiadas), estava relacionada a vascularização do tecido 

pulpar. Um maior número de vasos sangüíneos foi observado, em todos os períodos 

analisados (7, 15 e 30 dias), para os dentes onde as cavidades foram submetidas à 

irradiação com laser. Num trabalho de pesquisa recente, Kim et al.49 (2007) relataram a 

ocorrência de aumento na produção de VEGF (fator de crescimento vascular) ao irradiar 



 
 

 

implantes de titânio instalados na fíbula de ratos. Sabe-se que a expressão do VEGF está 

relacionada à ativação da angiogênese, a qual participa diretamente do processo de 

remodelação e reparação tecidual (Kurz  et al.54, 2003).  

 A angiogênese é de extrema importância para o processo de cicatrização e cura 

tecidual, bem como para a manutenção da homeostase em um organismo vivo (Kim et 

al.49, 2007). Na presente pesquisa, não foi avaliado a expressão de mediadores 

inflamatórios ou de citocinas após os procedimentos operatórios de preparo cavitário 

associado ou não a posterior irradiação. Porém, foi demonstrado a ocorrência de uma 

persistente proliferação vascular nos dentes irradiados, o que nos permite sugerir que o 

protocolo de irradiação empregado neste estudo foi responsável pelo aumento de vasos 

sanguíneos na polpa dos animais. Este importante dado histológico obtido neste estudo 

poderá direcionar futuras pesquisas, onde será interessante avaliar os mecanismos de 

ação do laser infra-vermelho próximo sobre células endoteliais e seus efeitos sobre 

distintos tecidos humanos.  

Alguns autores também têm isolado da dentina alguns fatores proangiogênicos, 

principalmente o VEGF (Cassidy et al.18, 1997; Roberts-Clarks  et al.83, 2000), além de 

fatores de crescimento e citocinas que permanecem aprisionadas na própria matriz de 

dentina por meio de interações com as proteoglicanas e outros componentes durante o 

processo de dentinogênese (Smith  et al.90, 1998, Baker et al.5, 2009). No interior da 

dentina, os fatores de crescimento são responsáveis por proteger este tecido dentário 

contra sua degradação e proporcionar um reservatório de moléculas de sinalização que 

iniciam o processo de regeneração e/ou reparação tecidual.  Grande parte destes fatores 

de crescimento são liberados da dentina durante a dissolução deste tecido devido a 

evolução do processo carioso, ou mesmo quando do corte da dentina durante o 

procedimento de preparação cavitária. Assim, poderia-se sugerir que na presente 



 
 

 

pesquisa, o aumento da vascularização pulpar pudesse ter ocorrido pela ação de fatores 

angiogênicos liberados da dentina durante o preparo das cavidades dentárias. Porém, se 

isto fosse verdadeiro, um aumento persistente de vasos sangüíneos também deveria ter 

ocorrido no grupo controle onde os dentes não foram irradiados. Assim, pode-se 

especular que os fatores de crescimento liberados da dentina durante o preparo cavitário 

provavelmente não alcançaram a polpa ou atingiram as células pulpares numa 

concentração insuficiente para estimulá-las. Desta forma, parece haver uma importante 

relação entre o laser empregado nesta pesquisa e o aumento da vascularização do tecido 

conjuntivo pulpar dos ratos.  

 Outro fator a ser considerado neste momento, é que no presente estudo as 

cavidades foram restauradas com ionômero de vidro fotopolimerizável (CIVMR – 

Vitrebond), ou seja, um material odontológico que contém partículas resinosas como o 

HEMA ( 2-hidroxietil metracrilato) na sua composição química. Assim, pode ser 

sugerido que além da possível agressão causada pelo preparo cavitário mecânico, o 

material restaurador resinoso também participaria da discreta resposta inflamatória 

observada nos períodos iniciais de avaliação para a maioria dos espécimes dos grupos 

experimental e controle. Porém, pesquisas anteriores demonstraram que o CIVMR 

(Vitrebond), mesmo quando aplicado em cavidades muito profundas, não causam danos 

significativos para o complexo dentino-pulpar (Costa et al.21,22,23, 1999; 2003; 2003). 

Numa outra pesquisa, Mantellini et al.62 (2006), demonstraram que células 

odontoblastóides MDPC-23 e macrófagos cultivados em contato com partículas 

resinosas, tal como o HEMA, são capazes de aumentar a expressão de VEGF. Assim, na 

presente pesquisa, a possível difusão de HEMA através da dentina do assoalho 

cavitário, poderia interagir com células pulpares, estimulando a expressão de VEGF no 

local, o que resultaria em aumento da vascularização tecidual. Porém, todas as 



 
 

 

cavidades dos dentes pertencentes aos grupos experimental (irradiadas) e controle (não 

irradiadas) foram restauradas com CIVMR, sendo que aumento da vascularização 

ocorreu apenas no grupo experimental. Assim, novamente pode-se comprovar que o 

aumento da vascularização pulpar no grupo experimental está diretamente relacionado 

com a irradiação e não com outros fatores, tais como agressão gerada durante o preparo 

cavitário, liberação de fatores de crescimento da dentina ou difusão de componentes do 

material resinoso através dos túbulos dentinários.  

 Quanto aos efeitos de bactérias e seus produtos sobre o complexo dentino-

pulpar, tem sido descrito que estes seriam os principais responsáveis pela inflamação da 

polpa quando da ocorrência de microinfiltração na interface dente/ restauração (Tsuneda 

et al.96, 1995). Na presente pesquisa, apenas alguns espécimes apresentaram bactérias 

nas paredes cavitárias. Porém, nestes espécimes não foram observadas reações 

inflamatórias ou desorganização tecidual mais significativas do que àquelas 

determinadas nos espécimes onde não ocorreu microinfiltação bacteriana. Estes achados 

histológicos demonstram a não interferência das bactérias nos resultados obtidos na 

presente pesquisa. 

  De maneira geral, o protocolo de irradiação avaliado neste estudo, onde um 

modelo animal foi empregado, resultou em discreto efeito transdentinário do laser sobre 

o tecido pulpar. Um fator importante que pode ter sido responsável por este limitado 

efeito do laser, talvez tenha sido a aplicação de uma única irradiação sobre o assoalho 

cavitário. Por outro lado, o protocolo de irradiação avaliado por Godoy et al.31, em 

2007, demonstrou um efeito mais significativo do laser de baixa potência sobre o 

complexo dentino-pulpar, sendo que os autores realizaram três aplicações consecutivas 

do laser, com intervalos de 72 horas. Como descrito anteriormente, o protocolo de 

aplicação do laser estabelecido na presente pesquisa procurou simular uma situação 



 
 

 

clínica comum, onde uma cavidade é preparada e imediatamente restaurada com 

materiais dentários. Assim, novos estudos deverão ser desenvolvidos relacionando os 

efeitos positivos do laser de baixa potência, porém levando em conta as necessidades 

clínicas requeridas pelos cirurgiões dentistas e seus pacientes.   

 A dose de irradiação é outro fator a ser considerado na presente pesquisa, pois a 

aplicação direta da dose de 25 J/cm2 foi capaz de estimular as células de linhagem 

odontoblastóide em cultura. Contudo, o mecanismo de resposta tecidual in vivo é muito 

mais complexo do que situações laboratoriais, onde um determinado número de células, 

mantidas em condições controladas são submetidas a irradiação padronizada. Assim, 

talvez outras doses de irradiação, além daquela avaliada neste estudo, possam ser 

pesquisadas num próximo estudo in vivo. Tal como demonstrado por Godoy et al.31, em  

2007, altas doses de irradiação com laser infra-vermelho próximo, tal como 89,7 J/cm2, 

não resultou em estimulação de células pulpares quando estas foram comparadas ao 

grupo controle não irradiado. Todavia, Tate et al.94, em 2006 relataram que altas doses 

de irradiação sobre os odontoblastos estimulam a produção da proteína Heat-shock 25, a 

qual está diretamente relacionada com a diferenciação de odontoblastos durante o 

processo de cura do tecido pulpar. Enfim, sabe-se que a literatura que correlaciona 

irradiações com laser de baixa potência no infra-vermelho com a resposta de diferentes 

tecidos humanos, particularmente tecido pulpar, é escassa. A maioria dos estudos têm 

avaliado apenas os efeitos da irradiação com laser vermelho (Ferreira et al.27,2006; 

Godoy et al.31, 2007 ), o que não permite uma comparação direta com os dados 

observados na presente pesquisa, pois sabe-se que os efeitos da irradiação são 

diretamente dependentes do comprimento de onda utilizado (Godoy et al.31, 2007). 

Dessa forma, futuras pesquisas são necessárias para avaliar as possíveis respostas do 

complexo dentino-pulpar frente aos diferentes protocolos de irradiação associadas às 



 
 

 

variadas doses de energia, para se verificar o real efeito sobre a angiogênese e o 

processo de reparação. 

 

  



 
 

 

6    CONCLUSÃO 

  Com base nos dados científicos obtidos no presente estudo, o qual foi 

sub-dividido em 3 etapas, onde foram empregadas diferentes metodologias de pesquisa, 

pode-se concluir que o laser de baixa intensidade no infra-vermelho próximo foi capaz 

de bioestimular diretamente as células de linhagem odontoblástica MDPC-23 cultivadas 

em meio de cultura com 5 ou 10% de soro fetal bovino, quando as doses de 15 e 25 

J/cm2 foram aplicadas. Para o efeito transdentinário (indireto), a dose mais eficaz foi a 

de 25 J/cm2. Já para a avaliação do efeito in vivo do laser, foi possível identificar que a 

melhor dose de irradiação obtida in vitro (25 J/cm2), causou limitado efeito sobre o 

complexo dentino-pulpar, o qual foi caracterizado especificamente pelo aumento da 

vascularização pulpar. 
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