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LISTA DE ABREVIATURAS

A¥Ym: potencial de membrana mitocondrial

A: comprimento de onda

Akt: proteina serina quinase

ALP: fosfatase alcalina

AP-1: proteina de ativagao 1

ATP: trifosfato adenosina

BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro

bFGF: fator de crescimento de fibroblastos
basico

Balb/c 3T3: células derivadas do pulmao de rat

cGMP: monofosfato guanosina ciclico
cPLA,: fosfolipase Acitosoélica

COX: cicloxigenase

CK: enzima creatina quinase

CIV: cimento de iondmero de vidro
CRP: proteina C- reativa

CD: grupo de diferenciacéo

Col: colageno

DE: dose de energia

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
ECM: matriz extracelular

ERG: eletroretinograma

elF4E: fator de iniciacdo eucaridtica 4E

ERK: sinal extracelular regulado por proteina
quinase

FN: fibronectina

GDNF: fator neurotroéfico derivado da glia

(0]

GPx: glutadiona peroxidase

HGF: fibroblasto de gengiva humana
Hep-2: células derivadas de carcinoma de
laringe humano

HFLUOR-DA: dihidro-fluoresceina diacetato
HAL: halégena

HSP-25: proteina Heat shock 25

HC: hidréxido de calcio

HS68: fibroblastos derivados de pele humana

iPLA,: fosfolipase A independente

I: irradiancia

IFNy: interferon gama

IGF: fator de crescimento insulinico

Ig: imunoglobulina

IL: interleucina

JNKs: Jun N- quinase terminal

KGF: fator de crescimento de queratindcito
KCN: cianeto de potassio

LED: diodo emissor de luz (light emmiting
diode)

LPLI: irradiacdo laser de baixa poténcia
LILT: terapia a laser de baixa poténcia

L929: linhagem imortalizada de fibroblastos
de camundongo

MCF-7: células derivadas de carcinoma da
mama humana

MTT: metil tetrazdlio



MDA: malonilaldeido

MDPC-23: células derivadas da papila de
molar de camundongos

MEK; metil etil cetona

MMP-1: metaloproteinase da matriz 1

MET: microscépio eletrénico de transmissao
MEV: microscopia eletrénica de varredura
mTOR: alvo da rapamicina em mamiferos
MTA: agregado de triéxido mineral

NO: 6xido nitrico

NHEK: queratinécitos de pele humana
(Normal Human Epidermal Keratinocytes)

OSC-2: células obtidas de carcinoma
epiderméide oral humano

PDGF: fator de crescimento derivado de
plaguetas

PGEZ2: prostaglandina;

PI13Ks: fosfatidilinositol 3-quinase
PT: proteina total

PDT: terapia fotodindAmica

PCR: reacdo em cadeia de polimerase

PAC: luz arco de plasma

PC12: células derivadas de feocromocitoma de
rato

QTH: luz halégena de quartzo-tungsténio
ROS: espécie reativa de oxigénio

RT: transcriptase reversa

sPLA: fosfolipase A secretada

SDH: enzima desidrogenase succinica
SFB: soro fetal bovino

SOD: superoéxido dismutase

THP-1: mondcitos humanos de leucemia
TGF: fator transformador de crescimento

TN: tenastina

Th2: T helper cells 2 ( subtipo de célula T)
TNEF: fator de necrose tumoral

TPKR: receptores da proteina tirosina quinase
TTX- tetrodotoxina

VEGF: fator de crescimento endotelial
vascular.

WI-38: células derivadas de pulméao de humano



Turrioni APS. Efeito transdentinario do LED em diferentes comprimentos de
onda sobre células odontoblastéides [dissertagcdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011

RESUMO

Pesquisas recentes demonstraram que a irradiacao transdentinaria da polpa pode
resultar em aumento na sintese de matriz de dentina e reducdo na resposta
inflamatoria local. Entretanto, 0s mecanismos que regem estes processos
permanecem desconhecidos. Assim, o objetivo desta pesquisa foi investigar o
efeito transdentinario do LED, em trés comprimentos de onda (CO: 455nm,
630nm e 850nm) e duas doses de energia (DE: 24&@8 J/crf), sobre células
odontobastoides MDPC-23 cultivadas em discos de dentina (molares humanos)
com 0,2 mm de espessura. Foram realizadas analises do metabolismo celular
(SDH), proteina total (PT) e fosfatase alcalina (ALP), através dos ensaios de
MTT, Read Northcote e Ponto Final, respectivamente. O ensaio de RT-PCR foi
aplicado para avaliacdo da expressao dos genes que codificam para colageno tipo
| (Col-1), fibronectina (FN) e fosfatase alcalina (ALP). Além disso, foi realizada a
analise da morfologia celular em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
Para a producdo de PT, os resultados ndo apontaram diferenca estatisticamente
significante entre os grupos irradiados e controle (Mann-Whitney, p>0,05).
Entretanto, para o metabolismo celular, o grupo irradiado com LED no CO de 630
nm, na DE de 25 J/cdmnobteve melhores resultados (aumento de 21,8 %), com
diferenca significante quando comparado ao grupo controle (Mann-Whitney,
p<0,05). Para a producéo de fosfatase alcalina, houve aumento significante pra

todos os parametros utilizados (Mann-Whitney, p<0,05), com excecédo da luz azul



na dose de 4 J/ém(Mann-Whitney, p>0,05). Na andlise por RT-PCR, houve
maior expressdo de Col-1 para o LED infravermelho na dose de 4. Jjtm

maor numero de células MDPC-23 com morfologia normal aderidas aos discos
de dentina, semelhante ao grupo controle, foi observado apds irradiacdo com 25
Jlent, quando comparado 4 J/grpara todos os comprimentos de onda avaliados.
De acordo com a metodologia empregada na presente pesquisa, foi possivel
concluir que a irradiacdo com LED proporcionou bioestimulacao celular
transdentinaria, sendo que a resposta celular foi dose e comprimento de onda-

dependente.

PALAVRAS — CHAVE: Fototerapia; luz; odontoblastos; dentina



Turrioni APS. Transdentinal effect of LED irradiation in different wavelengths on
odontoblast-like cells [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2011

ABSTRACT

Several studies have demonstrated that the transdentinal irradiation of dental pulp
may increase the dentin matrix synthesis as well as decrease the local
inflammatory reaction. However, the mechanisms that regulate these processes
remain unknown. Therefore, the objective of this in vitro study was to investigate
the transdentinal effect of LED irradiation at three different wavelength455,

630 and 850 nm) and two doses (4Jfcand 25 J/c) on odontoblast-like cells
seeded on 0.2-mm-thick dentin disks obtained from sound human molars. Cell
metabolism (MTT), alkaline phosphatase expression (ALP), total protein
synthesis, and cell morphology (MEV) were evaluated. The expression of genes
that encode for collagen type-1 (Col-1), fibronectin (FN) and alkaline phosphatase
(ALP) was analyzed by RT-PCR. For total protein synthesis, the results showed
no statistical difference among irradiated and control groups (Mann-Whitney test,
p>0.05). However, for cellular metabolism, the group irradiated with 630 nm
LED (dose of 25 J/cf) showed better results (21,8% increase), with significant
difference when compared to control group (Mann-Whitney test, p<0.05). For
alkaline phosphatase activity, a significantly increase was observed for all
parameters (Mann-Whitney test, p<0.05), except for the blue light at a dose of 4
Jlenf (Mann-Whitney test, p>0.05). RT-PCR showed a higher expression of Col-
1 for the infrared LED at a dose of 4 JfcrA larger number of MDPC-23 cells

with normal morphology adhered to the dentin discs was observed after



irradiation with 25 J/ch when compared to 4 J/émfor all wavelengths
evduated. It may be concluded that LED irradiation was effective for

transdentinal cell biostimulation and the cellular response was dose and

wavelength-dependent.

KEY-WORDS: Phototherapy; light; odontoblasts; dentin.






Introducio

1 INTRODUCAO

Na sexta semana de vida intra-uterina, o germe dentario comeca a ser
formado. Esse € um processo complexo que resulta na diferenciacdo de células,
dentre ela®s odontoblasté5*° Apés a formacdo do dente, estas células tipicas
da polpa se organizam emmono-camadgyara revestir internamente a dentina
coron&ia e radicular. Os odontoblastos possuem a capacidade de produzir uma
matriz rica em colageno, a qual € mineralizada para originar o tecido dentinario,
responsavelparticularmente, por proteger o tecido pulpar contra agressdes de
variadas origen$. Entretanto, durante a evolucédo do processo carioso nos tecidos
durosdo dente, a polpa € agredida por bactérias e seus produtos, os quais se
difundem através dos tubulos dentinarios. Assim, tem inicio a modulacdo da
atividade odontoblastica no sentido de estimular a formacdo de dentinaria
terciaria. Dependendo da intensidade e duracdo do estimulo (agresséo), pode
haver a formacdo de um processo inflamatoridawal, o qual, caso nédo seja
interrompido, podera culminar em necrasetecido pulpar.

Desta maneira, os dentes comprometidos pelos processos cariosos recebem
um preparo cavitario com o intuito de remover a grande concentracéo de bactérias
presente na dentina infectada por carie. Todavia, neste momento, o tecido pulpar
apresenta um processo inflamatorio evidentemente instalado, ao qual pode se
somar agressoes adicionais decorrentes do proprio preparo cavitario. A somatoria
de danos ao tecido pulpar pode resultar em dor e exacerbar a reacdo inflamatoria
neste tecido conjuntivo especializado. Assim, muitos produtos e técnicas de

tratamento tém sido propostos com o objetivo de aliviar as dores de origem pulpar
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e reduzir a evolugao do processo inflamatorio local. Dentre estes tratamentos esta
a laserterapiacujos resultados s&o positivamente promis&dres

Tem sido descrito, também, que o laser interage com diferentes tipos de
tecido causando diversas reacdes celulares. Muitas pesquisas tém demonstrado
que a foto-estimulacdo pelo laser de baixa intensidade (LILT) pode causar:
aumento na sintese de ATP’, efeito analgésicd, aceleracéo da cura tecidtial
e elevacdo da producéo de &cido nucléico e da divisdo luMguns tipos
egecificos de laser apresentam, ainda, capacidade de estimulacdo da sintese e
deposicdo de matriz de colageno por fibrobldf68% aumento na atividade
mitocondrial no metabolisnide proliferacdo celul&f. Também, foi demonstrado
que o laser induz uma reacdo foto-quimica, ou seja, ha uma direta indugdo na
sintese de enzimas pela acdo primaria da luz nos lisossomos e mitocondrias das
célulag®’

Ha alguns anos, foi demonstrado que a aplicacdo do laser infravermelho
em molares de rato induziu a sintese e deposi¢cao de dentina terciaria, sem causar
danos significantes ao tecido pulfaEm seres humanos, a aplicacdo do laser
vemelho sobre dentina do assoalho cavitario causou bioestimulacdo dos
odontoblastos, resultando em aumento na sintese de colageno tipo lll, tenastina e
fibronectind’. Esta bioestimulagéo pulpar parece ocorrer devido & capacidade de
propagacado do laser através da dentina, a qual acontece por dispersao da luz
através da microestrutura dos tabulos dentinarios e dentina intertGBtfiar
Todavia, 0s possiveis mecanismos de resposta dessas células odontoblasticas, em

nivel molecular, frente & irradiacéo, ainda permanece indefiitio
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Apesar das respostas positivas que a laserterapia tem proporcionado, esta
técnica de tratamento apresenta algumas desvantagens em relacéo ao uso do LED
(diodo emissor de luz), tais como: o alto custo de fabricacdo, a luz monocromatica
do laser, que inviabiliza a combinacdo de diferentes comprimentos de onda e o
feixe de luz estreito do laser, que dificulta o tratamento de grandes areas.
Finalmente, tem sido demonstrado também, que o laser produz uma quantidade
consideravel de calor, o qual pode adquirir potencial para causar danos aos tecidos
irradiado$*.

O LED é um diodo semicondutor que, quando energizado, produz luz
visivel de espectro limitado, em forma de eletroluminescéncia. Experimentos in
vitro, utilizando LEDs com diferentes comprimentos de onda, demonstraram um
significativo aumento da proliferacdo celular em uma variedade de linhagens
celulares, como fibroblastos, osteoblastos, células musculares de ratos, células
epiteliais humanas e células mesenquiftafs™®> Além de resultados em cultura
cdular, também foram relatados efeitos clinicos positivos decorrentes da
irradiacéio LE346-°°2

Nos odontoblastos, os mecanismos de resposta frente a irradiacdo por
lasers e LEDs ndo sdo totalmente conhedidd8’ Tem sido demonstrado que a
fototerapia em cultura de células odontoblastoides promove bioestimulacdo
celular, favorecendo a sinteseexpressao de algumas proteinas especificas da
matiz dentinarid*®> Assim, pode-se especular que em situagdes in vivo, a
bioestimulacdo dos odontoblastos poderia resultar na esclerose dos tubulos

dentinarios e/ou deposicdo de dentina terciaria, fenbmenos estes que protegem a
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polpa contra agressfes de diferentes origepe®dem eliminar ou diminuir a
sengbilidade dentinaria.

Com a finalidade de observar e entender o metabolismo das células
secretoras de matriz extracelular (ECM) na presenca de substancias sintéticas,
bioldgicas ou estimulos externos, alguns pesquisadores desenvolveram modelos
de estudo in vitrgue mimetizam o funcionamento de tais células em situacdes
fisiologicas®***® Destes modelos experimentais, 0s que tém maior
reprodutibilidade de resultados e maior facilidade de manipulacdo sédo os de
células odontoblastéides imortalizadas mantidas em ctifia® A linhagem
imortalizada de células odontoblastoides MDPC-23 (Mouse Dental Papillae
Cells), também apresenta caracteristicas que permitem uma avaliacdo detalhada
do efeito de fatores estimulantes (tal como o laser de baixa intensidade e
proteinas bioativas), que podem sobre-regular sua atividade sintética e
secretor®® Estas células MDPC-23, estabelecidas por Hanks &t al.
caracterizam uma linhagem proveniente da papila dentaria do molar de
camundongos, as quais apresentam caracteristicas fenotipicas semelhantes aos
odontoblastos in vivo, tais como: alta atividade de fosfatase alcalina,
organizacdo em multiplos nédulos epitelidides, crescimento em multicamadas
celulares e expressao de sialoproteina e fosfoforina da dentina. Tais células tém
sido alvo de intensas pesquisas para avaliacgdo do metabolismo quando
submetidas a diferentes situacbes de estimulo biolégico ou de

estresse!®19-20:21.31.6485 20 g5im  baseado nos conhecimentos acima descritos,

podese sugerir que os resultados clinicos positivos, relatados apds aplicacéo da
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fototerapia, poderiam estar relacionados com o estimulo transdentinario dos
odontobastos, 0s quais passariam a participar efetivamente do processo de
reparo tecidual, por meio da sintese e expresséo de algumas proteinas especificas
da matriz dentinaria. Todavia, os dados cientificos que caracterizam a relacdo do
LED com o aumento na atividade metabdlica dos odontoblastos ainda néo foram

demonstrados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para facilitar a compreensdo e o acompanhamento do texto, essa revisao
abordou, individualmente, quatro aspectos: 1) principais estudos de revisao de
literatura sobre fotobiomodulacao; 2) acdo da luz nas diversas culturas celulares;
3) estudos sobre a resposta pulpar frente aos diferentes estimulos e a propagacgéo
da luz pelo tecido dentinario; e 4) estudos in vivo sobre a acdo bioestimuladora do

LED.

2.1A fotobiomodulacéo de tecidos

Desmet et at’ (2006) realizaram uma revisdo de literatura apresentando
estudos relacionados ao uso do LED vermelho e infravermelho-préximo (NIR
LED) como terapia em diversos modelos experimentais, in vitro e in vivo.
Primeiramente, foram abordadas pesquisas que procuraram elucidar o0 mecanismo
de acdo deste tipo de luz nos tecidos bioldgicos, ressaltando o papel da enzima
citocromo c-oxidase. Esta enzima esta localizada na membrana mitocondrial, e
age como fotorreceptor e desencadeador de uma série de sinalizacfes, levando a
producdo de energia e proliferacdo celular. Os autores também discutiram os
diversos efeitos positivos ja relatados com a utilizacdo do LED, como a aceleracao
do processo de cicatrizagdo, prevencdo de mucosite em pacientes submetidos a
radioterapia e quimioterapia e no tratamento de doencas degenerativas como
Parkinson e Alzheimer. Ainda foi relatado, nestas@y,i que a fotobiomodulag&o
com LED atenua a toxicidade induzida pela dioxina, um solvente organico
altamente toxico e carcinogénico que estd associado com alteragBes subletais na

padronizacdo morfolégica do esqueleto e de variados 6rgéos, incluindo coracgéo e
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cérebro. Os resultados experimentais analisados demonstraram que o tratamento
com LED estimula o metabolismo oxidativo mitocondrial vitro, e acelera a
reparacdo de células e tecidos in vivo. A luz vermelha e infravermelho-proxima
representa uma intervencéo terapéutica ndo invasiva no tratamento de inUmeras

doengas ligadas a disfun¢do mitocondrial.

Barolef (2008), em sua revisdo de literatura, relatou que a biomodulac&o,
através da luz artificial, teve inicio nos anos 60, quando um médico hangaro
realizou uma série de experimentos em ratos, com a finalidade de avaliar o
potencial carcinogénico da irradiacdo através do laser de baixa intensidade no
espectro vermelhol€697 nm). Como resultado, foi encontrado que a luz nao
provocou o aparecimento do cancer, mas sim estimulou o crescimento de pélos na
regido que havia sido raspada para o propésito da pesquisa. Esta foi a primeira
demonstragdo de biomodulacdo com luz artificial. Desde ent&o, diversos
tratamentos médicos utilizando a luz coerente e ndo coerente tem sido propostos.
Ainda nesta revisdo, o autor afirma que, para a luz exercer algum tipo de efeito
sobre um sistema bioldgico, os fétons emitidos precisam ser absorvidos por um
croméforo ou fotorreceptor molecular, deste modo, a luz no comprimento de onda
e dose apropriada, é absorvida por croméforos como porfirinas, flavinas, e outras
organelas capazes de absorverem a luz. O autor também abordou o mecanismo de
acdo do LED no interior da célula, através do fotorreceptor, que absorve 0s
espectros vermelho e infravermelho-proximo, situado no final da cadeia
respiratoria, denominado citocromo c-oxidase. Além disso, foi discorrido sobre o

grau de penetrancia dos diferentes comprimentos, indicando que o comprimento
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de onda infravermelho possui maior penetrancia nos tecidos. O autor concluiu sua
revisdo, indicando que a terapia com luz de baixa intensidade permite o
tratamento com auséncia de dor ou efeitos colaterais e que pesquisas futuras
devem focar na investigacao especifica da sinalizagcéo celular.

Gao, Xing® (2009), abordaram estudos que avaliaram os mecanismos
moleculares de proliferacdo celular induzida pelo laser de baixa poténcia. Na
revisdo, foi relatado que as luzes vermelha e infravermelho-préxima podem
conduzir a ativacdo de componentes da cadeia respiratoria mitocondrial e dar
inicio a uma cascata de sinalizacbes que promovem proliferacdo celular e
citoprotecdo. Os autores ainda afirmaram que existem reacbes primarias e
secundarias ap0s a absorcdo da luz. As primarias estariam relacionadas a
formacdo do oxigénio singlete, alteracdes na propriedade redox, producédo de
oxido nitrico, aquecimento local transitorio e formacdo de anion superéxido. As
reacfes secundarias estariam relacionadas com vias de sinalizacdo celular,
incluindo a sinalizacdo mitocondrial retrégrada. Ha evidéncias de que o
fotorreceptor priméario para os comprimentos do vermelho ao infravermelho-
proximo € a enzima citocromo c oxidase. A ativacao deste fotorreceptor aumenta
0s niveis de respiracdo, ATP e ROS, sendo que estas mudancas bioquimicas
levam a efeitos macroscopicos como aumento da proliferacéo celular e aceleracéo
da cicatrizacdo. Além disso, os autores discutiram a existéncia de fotorreceptores
localizados no citoplasma denominados flavinas, que absorvem a luz azul e estao
envolvidas com a producéo de radicais livres. Para a luz verde, foram relatados os

fotorreceptores citocromo b, c1 e c. ApGs a discussao sobre fotorreceptores, 0s
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autores abordaram as diversas vias que podem estar relacionadas com a agédo da
luz nas células, como as vias TPKR/Ras/Raf/MEK/ERK/Mnk1/elF4E/CiclinaD1,
TPKR/PI3K/Akt/mTOR/elF4E, AYm/ATP/cCAMP/INK/AP-1 e ROS/Src. Os
autoes ainda fizeram um apanhado das moléculas estimuladas pelo laser de baixa
poténcia e o que cada modulacdo acarreta, por exemplo: 1- o estimulo de fatores
de crescimento (BDNF, GDNF, bFGF, IGF-I, KGF, PDGF, TGMEGF) leva a
diferenciacéo, proliferacdo e formacéo de nodulos mineralizados, 2- o aumento da
producdo de interleucinas (IL-1dL-6, IL-8, IL-2, IL-4) leva a proliferacao,
migracdo e ativacdo imunoldgica, 3- o aumento da producdo de citocinas
inflamatorias (PGE2, COX-2, IL-1fTNF-u) levam a inibicdo da inflamacéo e 4-

o aimento da producdo de pequenas moléculas (ATP, cGMP, RGS,NG)

leva a uma normalizacédo da funcao celular, alivio da dor, cicatrizacdo, mediacéo
da atividade celular, migracdo e angiogénese. Os autores finalizaram relatando
que existe um grande numero de estudos avaliando a aplicacao clinica da luz,
porém ha um namero relativamente pequeno de pesquisas basicas. Atualmente, os
comprimentos de onda, dose, tempo e condicbes adequadas de irradiacdo néo
estdo bem estabelecidos.

AlGhamdi et af (2011), realizaram uma revisdo de literatura discutindo
estudos que utilizaram o laser de baixa poténcia para estimulo da proliferacdo de
células nas diferentes linhagens. Os autores relataram os efeitos benéficos da
laserterapia em cultura, porém ressaltaram que a resposta a este tipo de luz é dose-
dependente, podendo o laser estimular ou suprimir a proliferacdo celular. Os

autores também discorreram acerca dos mecanismos moleculares envolvidos no
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estimulo da proliferacédo, ressaltando a cascata ativada por receptores de proteina
tirosina quinase (TPKR). Um aspecto interessante abordado pelos autores foi
referente a dose-resposta “bifasica” que o laser provoca, ou seja, estimulos fracos
aceleram a atividade vital e estimulos mais fortes aumentam esta atividade ainda
mais, porém, quando o pico é atingido, estimulos mais fortes suprimem esta
atividade, até que uma resposta negativa € alcancada. Os autores ainda sugeriram
alguns parametros para obter um efeito maximo de proliferacdo através da
irradiacdo com laser de baixa intensidade, reportando que as células precisam
estar em 20% de confluéncia no momento da irradiacdo e que o meio deve ser
substituido por PBS, caso contrario o soro pode interferir nas reacfes durante a
irradiacdo, aléem do procedimento precisar ser realizado no escuro. Segundo 0s
autores, a maioria dos estudos sugere que a bioestimulagcéo pelo laser ocorre nas
fluéncias de 0,05 a 10 J/énenquanto que fluéncias acima deste valor assumem

efeito bioinibitoério.

2.2 Bioestimulacao celular através da luz

Karu et af’ (1995) utilizaram o laser de HeNe, no comprimento de onda
de 632 nm, na irradiacdo de células HeLa em suspenséo. Os autores dosaram a
quantidade de ATP produzida por diversos periodos, variando de 5 a 45 minutos
apos a irradiacéao. O pico de producéo de ATP ocorreu no periodo de 20 minutos
apos a irradiacéo. Para a dosagem de ATP realizada em dias diferentes, sempre 20
minutos apdés a irradiacdo, o0 pico ocorreu aos 8 dias. A presente pesquisa

demonstrou que a irradiacdo aumenta a quantidade de ATP, contudo os
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mecanismos de ativacdo desta sintese pela luz ndo foi completamente elucidado.
Foi sugerido que a irradiacdo ativa moléculas fotorreceptoras e por meio desta
ativacdo o ATP é sintetizado. Os autores concluiram que diversos mecanismos
podem ser ativados quando a célula € irradiada com laser HeNe no espectro
vermelho.

Em 1996, Karu et af, apds irradiarem suspensdo de células HeLa com
laser HeNe, avaliaram a adeséo célula-célula e célula-recipiente. A adeséao célula-
recipiente foi dependente do intervalo de tempo decorrido da irradiacédo, do
comprimento de onda e da dose. Entretanto, quando o tempo foi fixado em 3
minutos apos a irradiacdo e as doses e comprimentos foram variados, observou-se
uma adesdo ascendente na dose de energia de Bpalnos comprimentos de
onda de 620, 680, 750 e 830 nm. Quando a irradiacdo foi realizada no
comprimento de onda de 632 nm com 100°Jaradesdo célula-célula aumentou
no gupo irradiado, chegando ao limiar 30 minutos apds a irradiacdo. Este
processo de adesao € importante para o crescimento, diferenciacdo e morfogénese.
Foi demonstrado que a irradiacdo monocromatica com a luz visivel foi capaz de
alterar a adesao celular, tendo sido dependente da dose, comprimento de onda e
tempo de avaliacdo apos a irradiacao.

Almeida-Lopes et al. (2001) avaliaram o efeito da laserterapia sobre
cultura primaria de fibroblastos gengivais, utilizando diferentes irradiancias e uma
mesma dose de energia. Os comprimentos de onda utilizados foram 670, 780, 692
e 786 nm, sendo que a dose de energia foi de 2.#sntélulas foram cultivadas

por 12 horas antes da primeira irradiacdo e quatro irradiagcbes foram aplicadas
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com intervalos de 12 horas. Trés amostras de cada grupo foram selecionadas
aleatoriamente, para contagem de células, 2, 4 e 6 dias ap0s a primeira irradiacao.
O estudo foi dividido em dois momentos, sendo que no primeiro momento foi
comparado o efeito do lasex=670nm, I: 1000 mW/cfe A=780nm, |: 5000
mW/cnr) utilizando mesma dose de energia e diferentes irradiancias e no segundo
momento os lasers foram comparadads§92nm e 786nm, I: 3000 mW/én
utilizando mesma irradiancia e mesma dose de energia. Além disso, 0os autores
compararam células cultivadas em meio de cultura (DMEM) suplementado com
10% e 5% de Soro Fetal Bovino (SFB) em todos os grupos testados (controle e
irradiados). A analise de proliferacédo celular foi realizada através da contagem de
células utilizando o teste Tryplan Blue. Em ambos os momentos, uma maior
proliferacéo foi observada, em relacdo ao grupo controle, suplementado com 5%
de SFB, para todos os comprimentos de onda testados. Os autores concluiram que
a situacao ideal para avaliar o efeito da luz sobre fibroblasto é a suplementacédo do
meio com 5% de SFB e que os dois tipos de laser (visivel e infravermelho)
proporcionaram efeitos semelhantes na cultura celular quando utilizados com a
mesma irradiancia. O melhor resultado de proliferacdo foi encontrado para o
comprimento de onda 780 nm.

Vinck et al®! (2003) compararam os efeitos do laser e LED sobre cultura
primaria de fibroblastos obtidos de embrides de frango. As células foram
semeadas em placas de 96 compartimentos (densidade: *? g&licnf),

incubadas por 24 horas e irradiadas antes que as células entrassem em

confluéncia. No momento da irradiacdo, os autores aspiraram 75% do meio e
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mantiveram o restante para evitar desidratacéo das células. A distancia das fontes
de luz em relacdo as amostras foi de 0,6 cm. Os parametros utilizados para a
laserterapia, no comprimento de onda de 830 nm foram: irradiancia de 200
mW/cnt e dose de energia de 1 Jicté para as irradiacdes através dos diferentes
comprimentos de onda do LED, os parametros foram: infravermgth850 nm,

l: 9 mWi/cnt e DE: 0,53 J/ch) vermelho= 660 nm, I: 4,5 mW/cfe DE: 0,53

Jien? e verde: % 570 nm, I: 0,55 mW/cfre DE: 0,1 J/crh As irradiacées foram
realizadas em trés momentos distintos com intervalos de 24 horas. Foi avaliado o
metabolismo celular através do teste de MTT apls 24 e 72 horas da ultima
irradiacdo. Os resultados apontaram que, apés 24h da ultima irradiacdo, todos os
grupos irradiados (Laser e LED) tiveram maiores valores da producéo de SDH em
relacdo ao grupo nao irradiado, com diferenca estatistica. Ja apos 72 h, todos os
grupos apresentaram diminuicdo do metabolismo em relacdo ao grupo controle,
com excecao do LED infravermelho que ndo obteve diferenca estatisticamente
significante. Os autores concluiram que os efeitos do LED e laser podem ser
benéficos, porém, ha a necessidade de investigacfes futuras sobre os efeitos da luz
na bioestimulacao e para oferecer parametros mais eficazes para a utilizacdo da
luz nos variados tipos de tratamentos.

Avaliando a resposta celular ao laser, Jia et g2004) cultivaram
condicitos obtidos das articulagcdes de coelho em diferentes concentracdes de
SFB. Os autores determinaram que a melhor condicdo para simular o estresse
celular foi a adicdo de 2% de SFB ao meio de cultura. O laser utilizado foi o

HeNe {= 632 nm), o qual foi posicionado a 24 mm de distnas células
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cultivadas em placa petri. As densidades de energia avaliadas foram de 1,2,3,4,5 e
6 Jcn?, as quais foram aplicadas 3 vezes sobre as células em cultura, com
intervalos de 24 horas. N&do houve alteracdo ou dano celular para nenhum dos
parametros, sendo que as doses de 4,5 e 6 Hpresentaram um maior
crescimento celular. A quantidade de glicosaminoglicanos e de colageno tipo II
aumentou nos grupos irradiados. A presente pesquisa demonstrou que o laser pode
estimular a proliferagcdo celular, mas mediante a aplicacdo de parametros
especificos.

Lewis et al*? (2004) investigaram se a irradiagcdo com luz azul provoca
alteracdes na propriedade redox em cultura primaria de queratinécitos (NHEK),
monocitos (THP-1) e células tumorais (OSC-2). A fonte utilizada foi a luz
halégena de quartzo-tungsténio (QTH) com comprimento de onda na faixa de 380
a 500 nm e doses de energia de 5 e 60°Jicmzes PAC e laser também foram
utilizadas, porém néao foi informado os parametros para estas fontes de luz. Os
testes utilizados foram MTT, quantificacdo de ROS, quantificacdo de anexina V
(morte por apoptose) e analise de proteinas relacionadas ao metabolismo redox,
sendo que em cada teste, uma densidade de semeadura foi utilizada. Para o MTT,
as células foram semeadas (1,%.t6l/well - placa de 96 wells), irradiadas e
avaliadas 24 horas ap0s a irradiacdo. Para quantificacdo de ROS, as células foram
semeadas (4xi@el/cnf), irradiadas e avaliadas apds 24 horas. Para marcacao de
anina V, as células foram semeadas em uma densidade dé& éelltnf,
irradiadas, submetidas ao reagente por 24 horas e marcada com anexina apos 24 e

48 horas. Finalmente, para quantificacdo de proteinas, as células foram semeadas
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em densidade de 5x1@el/mL, irradiadas e avaliadas ap6s 24 horas. Para as
cdulas THP-1, o numero de proteinas aumentou em mais de 200%. O nivel de
ROS foi aumentado nas células NHEK e OSC-2, quando irradiadas na dose de 15
Jlenf, porém os niveis foram maiores para as células tumorais (25%, p <0,05). No
metabolismo celular, as células NHEK e OSC-2 responderam diferentemente a
irradiacdo azul, sendo que para os queratinocitos, o metabolismo aumentou em 20
a 30% para ambas as doses de energia testadas. Para as células tumorais, houve
supressdo em 80%, quando irradiadas com a dose de energia de $0 J/cm
(p<0,05). Em adicéo, nao foi identificado sinal de apoptose pela marcacdo de
anexina V nas células epiteliais (NHEK). Pdde-se concluir que a os efeitos da luz
azul sado ceélula-dependentes e que, em queratinocitos a irradiacdo azul
proporcionou efeitos benéficos.

Lockwood et aP® (2004), verificaram a geracdo de espécie reativa de
oxigénio (ROS) atraveés da irradiagcdo com luz azul em células tumorais (OSC-2) e
células epiteliais (queratinocitos - NHEK) em estado normal. As células foram
semeadas em uma densidade de 1x&0cnf e incubadas por 72 horas antes da
irradiacdo. Para irradiacdo das células, foi utilizada uma luz azul halégena de
quartzo-tungsténio (QTH), com comprimento de onda de 380-500 nm, irradiancia
de 550 mW/crhe doses de energia de 3, 15 e 30 2/68 niveis de ROS foram
avdiados duas horas ap0s a irradiacdo. Um grupo controle positivo para formacao
de ROS era composto de células que foram expostas a 5 mM de diamida sem a
irradiacdo. A avaliacdo de ROS foi feita através do corante fluorescente

HFLUOR-DA. Os resultados demonstraram que a densidade de energia de 3
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Jlent ndo induziu geracdo de ROS em qualquer tipo celular (NHEK ou OSC-2),
enquato que a dose de 15 Jfcinduziu niveis de ROS, equivalentes ao controle
diamida positivo, em ambos os tipos de células. Entretanto, a dose de 30 J/cm
causou uma diminuicdo expressiva nos niveis de ROS em células tumorais e
elevou de forma significativa os niveis de ROS em queratinocitos. Concluiu-se
que a producdo de ROS intracelular € induzida pela luz azul, e que os niveis de
ROS produzidas sao dose e tipo de célula-dependentes.

Wong-Riley et af® (2004) avaliaram se a acdo do LED vermelho e
infravermelho, sobre cultura primaria de neurénios, seria reduzida na presenca de
um inibidor de citocromo c oxidase, denominado cianeto de potassio (KCN) ou de
um inibidor de canais de sodio denominado tetrodotoxina (TTX). Os
comprimentos de onda testados foram 670, 728, 770, 830 e 880 nm, na dose de 4
Jient e irradiancia de 50 mW/dmO estudo foi dividido em quatro partes. Na
primeira, as células foram expostas a diferentes concentracbes de KCN e
irradiadas por cinco diag<€ 670nm), duas vezes ao dia. A segunda parte testou a
acao do pré-tratamento do LED antes da exposicdo das células ao KCN. Deste
modo, as células foram irradiadas uma vez ao dia, durante trés ou cinco dias, antes
de serem expostas ao inibidor, durantes cinco dias. Na terceira parte, células
expostas a tetrodotoxina (TTX), uma neurotoxina inibidora de canais de sédio,
durante seis dias, foram tratadas com LED em diferentes comprimentos de onda
(A= 670, 728, 770, 830 e 880 nm) no quinto e sexto diaxgesicdo a TTX,
sendo que as irradiacbes foram realizadas uma vez ao dia. No quarto e ultimo

experimento, foi testado se a sequéncia de comprimentos de onda, a intensidade
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de energia, ou o0 numero de tratamentos afetam a atividade do citocromo ¢ oxidase
emneurdnios TTX intoxicados. Os testes realizados foram: ensaio de citocromo ¢
oxidase, ensaio de conteudo de ATP por bioluminescéncia, coloracdo do DNA do
iodeto de propidio para detectar morte celular e densitrometria 6ptica. Os
resultados do experimento 1, demonstraram que a atividade de citocromo c
oxidase e quantidade de ATP, diminuiram apdés intoxicacdo com KCN e o
tratamento com LED 670 inverteu consideravelmente os efeitos da toxina em
cultura primaria de neurbnios, quando as células foram expostas a baixas
concentracdes do inibidor. No experimento dois, o pré-tratamento com LED 670
nm melhorou significantemente o nivel de citocromo ¢ oxidase e reduziu morte
celular, porém os valores foram inferiores ao grupo controle. O experimento trés
apontou que os comprimentos de onda de 670 nm e 830 nm foram mais eficazes
na reversao dos efeitos deletérios da TTX. No experimento quatro, os resultados
indicaram que todas as combinacdes de comprimento de onda testadas resultaram
em niveis superiores de citocromo ¢ oxidase quando comparados ao controle. Os
autores concluiram que a enzima enddgena mitocondrial, citocromo c¢ oxidase, é
um fotorreceptor bioldgico importante na fotobiomodulacdo pela luz vermelha e
infravermelha.

Wataha et al* (2004) investigaram o efeito da irradiacdo com luz azul na
moddacao e crescimento em diferentes tipos celulares de linhagem fibroblastica
(Balb/c 3T3 - pulmédo do rato, HGF — gengiva humana, WI-38- pulméo de
humano) ou epiteliais (MCF-7- carcinoma da mama humana, OSC-2- carcinoma

epidermdide oral humano, NHEK — queratindcitos de pele humana). As células
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foram expostas a trés tipos de fontes de luz: luz halégena de quartzo-tungsténio
(A= 400 e 500 nm, I: 556 MW/AnDE: 60 J/crf), luz arco de plasma£ 400 e
500 nm I: 1690 mW/crf, DE: 60 J/crf) e laser de argdnid 400 e 500 nm, I:
202 mW/cn?, DE: 5 J/crfi). As células foram semeadas em uma densidade de
12500 el/cnf e incubadas por 24 horas até o momento da irradiacdo. Foram
realizadas avaliagbes do metabolismo celular (MTT Assay) e Microscopia
Eletronica de Transmissdo apos 24, 48 e 72 horas da exposicao a luz. A maior
parte dos tipos celulares teve supressdo da atividade de SDH independente da
fonte de luz, entretanto, as células WI -38 (expostas a PAC) e células NHEK
(expostas a QTH) aumentaram de 10 a 20% a atividade de SDH quando
comparadas ao controle (n&o irradiado). O laser aumentou atividade de SDH em
NHEK, WI-38 e HGF em 30%, 42% e 53%, respectivamente, em relacdo ao
controle sem luz. Os aumentos para WI-38 e HGF foram significativos (p <0,05).
A Microscopia eletronica de transmissdo mostrou alteracbes apenas para 0S
fibroblastos Balb/c, onde foram observadas distintas mudancas estruturais nas
mitocondrias apos exposicao a luz azul. Os autores concluiram que a irradiacéo
com luz azul pode afetar a atividade de SDH de diferentes formas (dependendo
do tipo celular) e que a luz azul pode ser Gtil como um modulador terapéutico no
crescimento e sobrevivéncia celular.

Mais tarde em 2005, Vinck et #l. utilizaram células de origem
fibroblastica e avaliaram apenas o LED no comprimento de 570 nm (verde) — I:
0,5 mW/cnf e DE: 0,1 J/crh Foram realizadas trés irradiacées diarias, sendo que

apartir da primeira e apos cada subsequente irradiacdo, o meio foi substituido por



Revisio de Literatura 39

um novo, suplementado com glicose, objetivando simular uma situacao
hiperglicémica. O teste de viabilidade celular (MTT assay) foi realizado 24 h apés
a Ultima irradiacdo. Como resultado, foi encontrado uma diferenca
estatisticamente significante no aumento do metabolismo para o grupo irradiado
(6,8%) quando comparado ao grupo controle (ndo irradiado). Os autores
concluiram que a luz verde dos diodos emissores de luz exerce efeito benéfico em
células submetidas a condicdo hiperglicémica.

Com o objetivo de investigar o efeito proliferativo do LED em cultura de
células mesenquimais da medula 6ssea humana, Li°&t(2006) utilizaram
irradiacdo Unica, ou irradiacdes diarias por seis dias, no comprimento de onda de
630 nm, utilizando irradiancias de 8,9; 13; 13,3 e 27,7 mW/semdo que as
doses de energia testadas foram 1,5 e 2,5 %/cAs células foram semeadas nas
densdades de 800, 1500 e 3500 cel/weel e incubadas por 24 horas antes da
primeira irradiacdo. Foi avaliada a viabilidade celular (MTT), numero de células
(Azul de Metileno) e quantificacdo de células progenitoras do estroma (contagem
de colbnia de fibroblastos: CFU-F). A viabilidade celular aumentou, quando as
células foram irradiadas na dose de 1,5 3/¢amto para irradiacdo Unica quanto
paa as irradiacbes diarias comparados ao grupo controle (ndo irradiado).
Entretanto, a viabilidade celular foi maior no grupo que recebeu irradiacbes
diarias. Em relacdo as CFU-F, os resultados foram melhores para as células
submetidas a irradiacées diarias na dose de 2,5.JJambém foi encontrado que
as células semeadas em menor densidade apresentaram melhores resultados

quando irradiadas utilizando irradiancia de 13,3 m\f/eraélulas semeadas em
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maior densidade obtiveram melhores resultados com irradiancia de 8,9 faW/cm
Os autores concluiram que o crescimento celular através da irradiacdo vermelha
pode estar relacionado com a densidade de células no momento do plantio e que
menores irradiancias possuem maior efeito no estimulo da proliferacdo celular
quando comparadas a irradiancias altas.

Com o objetivo de avaliar os efeitos biolégicos da luz azul emitida por
dois tipos de fotopolimerizadores (arco de plasma - PAC e diodo emissor de luz-
LED) em fibroblastos de gengiva humana, Gritsch &8 £007) dividiram as
células em trés grupos: células néo irradiadas, células expostas a PAC e células
expostas ao LED. 24 horas apdés o plagueamento (13500 delasncélulas
foram expostas aos dois tipos de luz, com comprimento de onda na faixa de 400-
500 nm. As irradiacdes foram realizadas de acordo com o tempo indicado pelo
fabricante de cada fotopolimerizador. Deste modo os parametros utilizados para o
PAC foram I: 488 mW/crhe DE: 5,86 J/cfe para o LED I: 140 mW/che DE:

9,62 Jcn?. Os efeitos biolégicos foram avaliados 2, 24, 48 e 72 h apés a
exposicao a luz atraveés dos testes MTT e avaliagcdo da morfologia celular (MEV).
Os resultados mostraram que a atividade mitocondrial aumentou
significantemente nas células expostas ao PAC e LED (45%, p<0,0001 e 9%
p<0,05 respectivamente), 72 horas ap0s a exposi¢cdo, sendo que nao houve
alteracbes morfologicas entre os grupos irradiados ou ndo. Conclui-se que as
células expostas a luz azul apresentaram aumento da atividade mitocondrial em

relacdo as células nao expostas, principalmente, aquelas expostas a luz PAC.
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Brondon et al? (2007) avaliaram o efeito da melanina na
fotobiomodulacdo pelo LED 670 nm em cultura de células epiteliais humanas
(Hep-2) e fibroblastos de camundongos (L-929). Para o estudo, foram
confeccionados quatro filtros com diferentes concentracbes de melanina, estes
filtros eram colocados sobre a cultura de células no momento das irradiagdes. O
protocolo de irradiacéo utilizado foi de dez irradiacBes diarias, na dose de5 J/cm
eirradiancia de 5 mW/cfn Foi avaliada viabilidade celular pelo teste de MTT e a
proliferacdo celular através do kit CyQUANNF®, que determina os resultados
com base no conteiddo de DNA da amostra. Foi observado que as células
irradiadas com filtro sem melanina obtiveram maior proliferacdo, sendo que os
resultados foram piores para maiores concentracdes de melanina. Os autores
concluiram que a pigmentacédo da pele € um fator que pode alterar a resposta do
tecido frente a fototerapia com LED vermelho.

Ainda em 2007, Higuchi et &f. avaliaram a ac&o do LED 455, 470,

525, 600,630, 880 e 945 nm) na formacdo de neuritos por células PC12, uma
linhagem derivadas da medula espinhal de ratos utilizada como modelo para
diferenciacdo neuronal. As células foram cultivadas em uma densidade de 2x10
cd/cm?, sendo que ap6s dois dias de cultivo, foi aplicado o meio para

diferenciacdo e realizado o protocolo de irradiacdo celular. A formacédo de

neuritos foi identificada através de analise em microscopio de luz invertida. Como
resultado, ocorreu uma maior formacédo de neuritos para as células irradias com

LED no comprimento de onda de 470 nm. Deste modo, os autores concluiram que
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a luz azul pode ser a responsavel pelo estimulo da diferenciagcdo neuronal em
cdulas PC12.

Huang et af* (2007), observaram o efeito combinatério da fotoirradiacdo
do LED e Cu-GHK em fibroblastos humanos (HS68). Cu-GHK é um peptideo
encontrado em sangue, saliva e urina, relatado como um importante agente
envolvido no processo de cicatrizacdo de feridas. As células foram semeadas em
uma densidade de 15000 celfcen mantidas em incubadora 24 horas antes da
irradiacdo. Os parametros de irradiacdo utilizados fara680nm, I: 3 mW/crf
nasdoses de 1 e 2 J/éne as avaliacbes foram feitas apés um ou trés dias da
irradiacdo. Foi realizada a analise de viabilidade celular (AlamarBlue assay),
expressao de colageno tipo | pela técnica RT-PCR e a medicao do nivel de fatores
de crescimento (bFGF) em ELISA. A irradiacdo com 1 3/pmoporcionou
mehores resultados no aumento da viabilidade para ambos os momentos de
avaliacdo (1 e 3 dias). Sendo que a combinacéo da irradiacdo com Cu-GHK foi
ainda mais favoravel para o aumento da viabilidade nos fibroblastos. Em relacéo a
expressdo de colageno tipo |, a irradiacdo com 2Jemmentou em 153% seu
nivel quando comparado ao grupo controle (néo irradiado). Para a combinacéo de
doses de energia e Cu-GHK, o melhor resultado foi obtido para a dose dé,1 J/cm
apostrés dias da irradiacdo (aumento em 88% na viabilidade, p<0,01). Além
disso, a combinacéo 1J/ Cu-GHK proporcionou aumento de 212% na formacao de
fatores de crescimento quando comparado ao grupo nao irradiado. Os autores

concluiram que diversos efeitos benéficos, relacionados a sintese de colageno e
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proliferacédo celular, podem ser obtidos através da combinacdo do LED vermelho
e Qu-GHK.

Procurando avaliar a acdo anti-infamatéria do LED vermelho, Lim°&t al.
(2007) compararam os efeitos da irradiacdo do LED 635 nm com a acdo de
inibidores de COX ja conhecidos. O estudo avaliou os efeitos de ambos os
tratamentos em cultura primaria de fibroblastos da gengiva hurh&tes) A
irradiancia utilizada foi 1 mW/cmsendo que os autores n&o informaram a dose
de energia testada. ApoOs seis horas dos tratamentos, a expressao de genes que
codificam para COX-1, COX-2, SOD-1, SOD-2, GPX, Catalase, gPsRLA e
iIPLA, foram avaliadas por qPCR. Também foi realizada uma analise em Western
Blot para marcacdo de IgG, além da avaliagdo das amostras em citometria de
fluxo e analise em microscopio confocal para deteccdo de espécie reativa de
oxigénio (ROS). Apo6s 24 horas dos tratamentos, a peroxidacdo lipidica foi
avaliada através do meétodo colorimétrico MDA. Os resultados mostraram que
tanto a irradiacdo com LED 635 nm quanto a aplicacéo de inibidores de COX
inibiram a expressdo de COX e PGHiferentemente da endometacina e
ibupofeno, a irradiagcdo LED levou a uma diminuicdo nos niveis e ROS,,cPLA
(fosfolipase A citosolica) e sPLA (fosfolipase A secretada). Como concluséao,
osautores sugeriram que a irradiacdo com LED vermelho pode inibir a sintese de
PGE, podendo ser util como antiinflamataorio.

Taoufik et al’® (2008) investigaram o efeito da exposicdo a luz azul, de
diferentes fontes, para fotopolimerizagéo sobre a proliferacdo de fibroblastos de

gengiva humana. Para isto, as células foram semeadas e 24 horas apds, o meio foi
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aspirado e substituido por solucdo de PBS, no intuito de eliminar interferéncia do
meo colorido (DMEM) durante a irradiacédo. As fontes de luz testadas foram: luz
halégena (HAL) com irradiancia de 750 mW/fce DE: 186 J/cf) LED com
irradiancia de 900 mwW/cme DE: 162 J/cthe arco de plasma (PAC) com
irradiancia de 2000 mW/dme DE: 240 J/cy simulando os tempos para
colocacédo de banda ortodéntica. Um grupo controle positivo foi utilizado expondo

as células a 10 Gy de irradiagcdo gama utilizando Cobalto 60 como fonte de luz.
Os testes realizados foram a analise da quantidade de DNA, imunohistoquimica
(para avaliar danos ao DNA 24 horas pos-irradiacao) e contagem de fibroblastos
até 7 dias apos irradiacdo. O teste de expressdo de DNA indicou uma inibicdo da
sintese apenas para a radiacdo gama, como esperado. Para as demais fontes de luz
nao foi detectado efeito inibitorio. Porém, foi observado diminuicdo na
proliferacédo de fibroblastos, sete dias ap0s a irradiacédo, para os grupos irradiados
(40%, p <0,05), quando comparados ao grupo controle. Nas condi¢cdes do estudo,
a exposicéao dos fibroblastos a luz azul ndo proporcionou prisdo imediata do ciclo
celular e sim, uma inibicdo em longo prazo da proliferacdo. Assim, os autores
concluiram que mais estudos sdo necessarios para a elucidacdo dos mecanismos
subjacentes a este efeito.

Oliveira et al® (2008) avaliaram o efeito da irradiacéo através do laser de
baxa poténcia no metabolismo celular, producéo de fosfatase alcalina e sintese de
proteina total em células odontoblastoides MDPC-23. As células foram semeadas
em uma densidade de 15000 cefl@nincubadas por 48 horas. Em seguida, as

cdulas foram expostas ao meio (DMEM) sem soro fetal bovino para inducao de
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estresse. Apds 12 horas as células foram submetidas ao protocolo de irradiacao.
Os parametros utilizados na pesquisa fofesr830 nm, DE: 0,32 J/cfre I: 9,3
mWi/cn?, sendo que foram realizadas 6 irradiacdes com intervalo de 12 horas,
durante 3 dias consecutivos. Os testes foram aplicados trés horas apos a ultima
irradiacdo, sendo que foram avaliados o metabolismo celular (MTT Assay),
dosagem de proteina total (protocolo Read & Northcote), atividade de fosfatase
alcalina (Kit ALP) e RT-PCR para colageno tipo | e fibronectina. Os resultados de
MTT e proteina total ndo apresentaram significancia estatistica (p > 0,05) em
relacdo ao grupo néo irradiado, ja a producdo de fosfatase alcalina foi menor no
grupo irradiado (60,8%, p < 0,05). A irradiacéo, nos parametros citados, também
nao interferiu na expressao de fibronectina e colageno tipo | (p > 0,05). Deste
modo, os autores concluiram que, os parametros do laser, utilizados no estudo,
nao foram suficientes para bioestimular a expressao especifica de proteinas e que
a dose utilizada provocou uma diminui¢cao nos niveis de fosfatase alcalina.

Ying et al® (2008) realizaram pré-tratamento com LED (670 nm)
proximo ao infravermelho, em cultura primaria de neurénios intoxicados com
rotenona e MMP (inibidores do complexo 1 mitocondrial). Os parametros de
irradiacdo foram: irradiancia de 50 mW/fcen dose de energia de 4 JfcrAs
cdulas foram pré-tratadas com LED duas vezes ao dia, por dois dias antes de
serem expostas aos inibidores. Foi realizada analise em microscéopio de
fluorescéncia e os niveis de ATP foram avaliados por teste de bioluminescéncia.

O pré-tratamento com LED diminuiu o nimero de células apoptoéticas em 41,42%

em células expostas a rotenona e 47, 26% em células expostas ‘a MR
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disso, o nivel de ATP aumentou quando as células foram submetidas ao pre-
tratamento. Deste modo, os autores concluiram que o pré-tratamento com LED
670 nm diminuiu o nivel de morte celular dos neurdnios, provavelmente pelo
aumento de ATP e diminuicdo de espécie reativa de oxigénio (ROS).

Kim et al®

(2009) observaram a acdo do LED 647 nm na diferenciacao
ogeogénica de células mesenquimais. Para isto, as células foram semeadas na
densidade de 1 xf@el/cnf e mantidas em cultura por 3 dias. Apds o terceiro dia
(80% de confluéncia), as células entraram em contato com um meio de
diferenciacéo osteogénica (ODM) e assim permaneceram por mais trés dias. Apos
o terceiro dia em ODM, foi realizada a irradiacd09(29 mw/crd, DE: 0.093,

0.279 €0.836 J/crf), sendo que ap6s 48 horas as células foram avaliadas. Os
testes utilizados foram MTT, Kit de fosfatase alcalina, Vermelho de Alizarin, RT-
PCR para osteocalcina, colageno tipo I, osteopontina e Runx 2. Além da avaliacao
de deposicao de célcio através da analise em microscopio eletrénico. Também foi
feita citometria de fluxo com marcadores de diferenciacdo celular (CD44 e
CD45). O teste vermelho de Alizarin indicou um aumento na intensidade dos
nédulos em 224%, 235% e 231% para as doses de 0.093 J, 0.279 J e 0836 J/cm
respectivamente. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos irradiados e néo
irradiados na viabilidade celular. Porém, para a atividade de fosfatase alcalina
houve aumento de 109%, 139% e 99% nas doses de 0.093 J, 0.279 J e 02836 J/cm

respectivamente. A expressao de mRNA de todos os genes avaliados aumentou

significantemente, sendo que a dose de 0.279°bteve melhores resultados.
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Os autores concluiram que a irradiacdo do LED estimulou a diferenciacéo celular
e piomoveu efeitos benéficos para estas células de linhagem osteogénica.

Barolet et af (2009) utilizaram um modelo de culltura 3D (fibroblastos
humanos e queratindcitos) para reproduzir o tecido da pele humana (HRS) e
submeteram estas células a irradiacdo LED 660 nm objetivando verificar a
producdo de colageno tipo I e MMP-1 (metaloproteinase da matriz 1). Os
parametros utilizados na irradiacdo foram irradiancia de 50 m¥\gcdose de
enegia de 4 J/ich Foram realizadas onze irradiacdes no periodo de quatro
sananas. Como resultados, detectou-se um aumento no nivel de colageno tipo |
(31%) e uma diminuicdo nos niveis de MMP-1 (-18%) para as célula tratadas com
LED em relacdo ao grupo controle (ndo irradiado). Concluiu-se que a terapia com
LED inverteu os efeitos de diminuicdo do colageno e aumento de MMP-1. Isto
poderia explicar a melhora na aparéncia da pele observada em individuos tratados
com LED. Os achados sugerem que o LED 660 nm € uma forma segura e eficaz
para aumentar a producao de colageno.

Ankri et al® (2010) irradiaram cultura de células endoteliais e
espermatozoéides bovinos com luz visivel de banda larga (400-800nm) e avaliaram
a formacéo de oxido nitrico (ON) por estas células. Os autores relatam que o ON é
um mensageiro biolégico importante, participando de varios eventos de
modulacdo no organismo como cicatrizacdo de feridas e movimentacdo de
espermatozoides. Antes do protocolo de irradiacéo, as células foram dividas em
dois grupos: as que foram mantidas em meio com condicbes normais (sem

estresse) e as que foram mantidas em meio com auséncia*de G4
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(condicao de estresse). Foram avaliadas especificamente duas bandas: a azul (400-
500 nn) com irradiancia de 78 mwW/éme a vermelha (600- 800 nm) com
irradiancia de 200 mW/cmsendo que a irradiacdo foi realizada em um Unico
momento. Os niveis de oOxido nitrico foram avaliados através do método
colorimétrico de Griess, imediatamente, 1 e 3 horas apos a irradiacdo. Como
resultado, observou-se que as células submetidas a condicdo de estresse e
irradiadas apresentaram maior formacdo de ON em relacdo ao grupo controle
(submetido ao estresse, porém sem irradiacdo). Além disso, observou-se uma
maior formacédo de ON através da irradiacdo com luz azul quando comparado a
luz vermelha. O melhor tempo de avaliacdo pos-irradiacdo para niveis de ON foi
de 3 horas. Os autores concluiram que a luz visivel estimulou a producéao de ON
pelas células endoteliais e espermatozoéides, sendo que a luz azul foi mais efetiva
que a luz vermelha. Além disso, relataram que o ON pode estar envolvido com a
fotomodulacéo.

Em 2010, Oliveira et & avaliaram ac&o do laser de baixa intensidade
sobre 0 metabolismo de células odontoblastoides MDPC-23, utilizando variadas
doses de energia sobre condi¢cdes normais ou sobre estresse nutricional. As células
foram semeadas na concentracéo de 3 zdllcnf e mantidas em incubadora por
24 homs. Posteriormente, as células foram expostas ao meio (DMEM) com 5% de
Soro Fetal Bovino (simulando uma condicdo de estresse nutricional) ou 10%
(condicdo normal). As células foram expostas aos respectivos meios (durante 24
horas) e entdo submetidas ao protocolo de irradiacdo. Os parametros utilizados

foram A= 808 nm, DE: 1,5, 5 e 19 J/éne I: 35 mW/cm, sendo que foram
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realizadas trés irradiacdes diarias. ApOs 24 horas da ultima irradiacao, as células
foram avaliadas. Foram realizados testes de metabolismo celular (MTT Assay) e
analise da morfologia em microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Foi
encontrado que o metabolismo celular foi maior para o grupo exposto a condi¢cdes
normais (10% SFB) quando comparados com o0 grupo exposto a condicdo de
estresse (5% SFB), com diferenca estatisticamente significante (p < 0,05). Quando
diferentes doses foram comparadas, para a concentracdo de 5% de SFB, foi
observado que a dose de 1,5 J/gatou os melhores valores de atividade da SDH
(enzima desidrogenase succinica) e a dose de 1§ gémou os menores valores,
sendo que houve diferenca estatistica quando os dois grupos foram comparados
(p< 0,05). Na analise da morfologia celular, ndo foi observado alteracdes
morfologicas entre os grupos irradiados e nao irradiados (controle). Pode-se
concluir que a dose de 1,5 Jfcproporcionou um aumento do metabolismo
cdular em células submetidas a deficiéncia nutricional.

Li et al>t

(2010) investigaram os efeitos sobre a proliferacdo e a
diferenciacdo osteogénica de células tronco mesenquimais de rato, utilizando
irradiacdo com luz vermelha< 630 nm) de diodos emissores de luz (LED). Para

0 experimento, as células foram semeadas em baixa densidade (106)ckita
densdade (1000 cel/cf) e apds 24 horas de cultura foi realizado o protocolo de
irradiacdo (I: 5 e 15 mW/CnDE: 2 e 4 J/cA). As irradiacBes foram feitas em

um unico momento (avaliadas diariamente pelo periodo de 9 dias) ou em 13

irradiacOes diarias, sendo que as avaliacdes eram feitas todos os dias apds a

primeira irradiacdo. Foram realizados testes de contagem celular (corante Liu’s
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stain), formacdo de colénia (CFU-F), analise da producdo de ATP e de
diferenciacdo celular (através da expressdo de fosfatase alcalina e osteocalcina).
Os resultados apontaram que para a proliferacdo celular, o melhor tempo de
avaliacdo para irradiacdo Unica foi trés dias apds, o qual apontou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos irradiados e controle, sendo que a
dose de 4 J/chrobteve melhores resultados em ambas irradiancias, neste mesmo
protocolo de irradiacdo, os demais dias de avaliagao (5°, 7° e 9° dia) apontaram o
grupo controle obtendo melhores resultados . J4 para o protocolo de irradiacdes
multiplas, houve aumento de proliferacéo estatisticamente significante para todos
os dias apos a primeira irradiacdo, com aumento gradativo de proliferacdo até o
Gltimo dia, sendo que a melhor dose foi de 4 3/arom irradiancia de 15
mWi/cn?. Para a expressdo de ALP e osteocalcina, houve aumento significante
pam o0s grupo irradiados com 4 Jfcmquando comparados ao controle. Células
semeadas em menor densidade (100 cé)apresentaram maior proliferacéo. O
estudo indicou que a proliferacdo e o potencial osteogénico das células tronco sao
realcados por exposi¢cdes multiplas do LED 630 nm. Além disto, o aumento no
crescimento celular € dependente da densidade de plagueamento. Os parametros

6timos estimulantes foram 15 mW/cm4 J/cm.

Neupane et al* (2010) avaliaram a eficAcia da terapia fotodinamica
(PDT), utilizando irradiagdo com diodos emissores de luz (LED), em cultura
priméria de linfécitos, para o tratamento de artrite reumatéide. Em um primeiro
momento, foram obtidas amostras de pele e musculo de cabra e frango, possuindo

diferentes espessuras, para que fosse possivel a avaliagdo de penetrancia dos
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diferentes comprimentos de onda (vermelho - 660 nm, branco - 450 e 550 nm,
amarelo - 590 nm e infravermelho - 850 nm) do LED nos tecidos. Em adicao, foi
realizada uma cultura primaria de linfocitos, para serem testados diferentes tipos
de tratamentos: células irradiadas com LED infravermelho (850 nm), células
irradiadas com LED infravermelho e expostas ao metotrexato
(fotossensibilizador), células expostas apenas ao metotrexato e células que néo
foram expostas a luz e ao fotossensibilizador. Durante os cinco dias de incubacéo
os linfocitos foram contados em camera de Neubauer diariamente, sendo que a
diferenca de contagem inicial e a final revelou o efeito da PDT nas células. Como
resultados, para o estudo de penetrancia, p6de-se observar que a penetrancia da
luz nos tecidos foi diretamente proporcional ao comprimento de onda utilizado, ou
seja, quanto maior o comprimento de onda, maior foi a penetrancia da luz no
tecido. Para o estudo em cultura, o melhor resultado foi encontrado nas células
que receberam irradiacédo e foram expostas ao fotossensibilizador (diminuicdo no
namero de células em 90%). Os autores concluiram que a PDT com LED
infravermelho apresenta uma solucdo de tratamento eficaz e barata para a artrite

reumatoide.

Oliveira et af* (2011) avaliaram o acdo do laser em células
odonbblastéides MDPC-23, utilizando diferentes doses de energia. Para o estudo,
as células foram semeadas em uma densidade de' 2eldhf, e mantidas em
incubadora por 24 horas. Posteriormente, as células foram expostas a diferentes
condi¢cbes nutricionais (2, 5 ou 10% de soro fetal bovino) por 24 horas. Os

parametros de irradiacao foi comprimento de onda de 780 nm, doses de energia de
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2, 4, 10, 15 e 25 J/é@ncom irradiancia de 20 mW/émAs células foram
subnetidas a trés irradiacdes diarias e as células foram avaliadas ap0s um periodo
de 3 ou 72 horas da ultima irradiacdo. Os testes aplicados foram MTT, atividade
de fosfatase alcalina (kit ALP), dosagem de proteina total (protocolo Read-
Northcote) e analise em microscopia eletrénica de varredura. Foi observado que
houve maiores valores para o tempo de 72 horas quando comparado ao tempo de
3 horas apoés a ultima irradiacdo para todos os testes. Em relacdo ao MTT, para a
concentracdo de 2%, os grupos tratados com 2 e 16 dfmesentaram maiores
valores de MTT quando comparados ao grupo nao irradiado (p < 0,05). Na analise
de producao de fosfatase alcalina, para todas as concentracdes, as doses de 2,15 e
25 J/cn apresentaram maiores valores quando comparado ao controle (p < 0,05).
Na analise da morfologia, foi observado um maior nimero de células recobrindo a
laminula de vidro apés irradiacdo com 15 JicRoi concluido que o laser de

baixa poténcia, nos parametros utilizados, estimularam atividade metabdlica de

células MDPC-23, especialmente nas doses de 15 e 25 J/cm

2.3 Resposta pulpar frente aos diferentes estimulos e a propagacdo da luz
pelo tecido dentinario
Vaarkamp et af? (1995) investigaram a propagacdo da luz emitida por
laser em esmalte e dentina humano. No estudo, cubos de 0,85 mm de espessura
(sentido mesio/disto - pulpar) e altura variando de 2,5 a 5 mm (sentido cérvico-
oclusal), contendo esmalte ou dentina, foram obtidos das proximais de pré-

molares. As amostras foram irradiadas utilizando um laser HeNe (630 nm) com
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poténcia de 5mW, sendo que, no caso do tecido dentinario, as amostras foram
irradiadas perpendicularmente a superficie proximal (na direcdo do longo eixo dos
tibulos dentinarios). Para a deteccdo da luz, foi utilizado um sensor que
rotacionava em torno do cubo de dentina a fim de medir a transmisséo da luz em
diferentes angulos da amostra. Os resultados apontaram que a intensidade de luz
foi maior quando o sensor também se localizava na direcdo do longo eixo dos
tubulos, demonstrando a caracteristica anisotropica do tecido e sugerindo que 0s
tubulos dentinarios sado elementos predominantes no espalhamento da luz,
confirmando a teoria de fibra 6tica para o espalhamento da luz em dentina.
BergenholtZ* (2000) revisou estudos abordando a resposta pulpar frente as
diversas agressfes. O autor iniciou o trabalho discutindo a reacéo pulpar frente
aos procedimentos restauradores utilizando resina composta, relatando que a
injaria a polpa pode ser causada, pelo trauma durante o preparo cavitario, pelos
componentes dos materiais resinosos que apresentam alta toxicidade ou pela
influéncia direta de organismos bacterianos que podem se infiltrar pela periferia
das restauracdes. Ainda é citado, que a presenca de barreira de dentina, mesmo
que fina é mais favoravel a sobrevivéncia pulpar. Os testes de compatibilidade de
reparacao pulpar a materiais e técnicas demonstraram capacidade de cura pela
polpa saudavel no periodo de trés meses. Estudos experimentais em primatas
mostraram que, enquanto a reacao inflamatéria de natureza aguda predominou
apos 8 dias, amostras de tecido de 3 meses indicaram presenca de dentina

reparadora subjacente a cavidade. Além disso, o autor sugeriu o forramento da
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cavidade, com materiais biocompativeis, como forma de protecdo as possiveis
injurias dos materiais restauradores.

Zolotarev, Grisimo® (2001), utilizaram o método de polarizacdo 6ptica
pam estudar a distribuicdo dos tubulos dentinarios na dentina humana. Neste
estudo os autores abordaram, num primeiro momento, as propriedades fisicas e
estruturais do esmalte e dentina humana. Especificamente em relacdo ao tecido
dentinario, € descrito que este possui uma estrutura complexa composta de matriz
organica baseada em colageno, minerais (principalmente cristais de
hidroxiapatita) e tubulos permeando todo o volume do tecido. Para o experimento,
foram preparadas amostras verticais e horizontais de dente humano medindo 0,2 a
1 mm de espessura, sendo que para analise destas amostras foi utilizado um
dispositivo polarimétrico que gerava imagens para analise qualitativa. Foi
encontrado que: a luz se propaga ao longo dos tubulos, pela dentina peritubular
com um alto indice de refracéo, os tubulos sédo desproporcionalmente distribuidos
sobre a dentina coronaria, os prismas do esmalte sdo opticamente anisotropicos
devido ao alinhamento dos cristais de hidroxiapatita no interior dos prismas e que
as propriedades Opticas de um dente como um todo sdo determinada pela sua
arquitetura, ou seja, depende especificamente da distribuicdo dos tubulos ao longo
da dentina.

Posteriormente, em 2006, Kienle ef‘aéxaminaram a hipétese de que o
efeito de ampliacdo e diminuicdo da imagem pela dentina € causado devido ao
espalhamento mdltiplo da luz pelos tubulos e ndo por efeitos de fibra optica ou

guia de onda. Para o estudo, seis discos de dentina humana, medindo 1 e 3 mm de
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espessura foram submetidos a avaliacbes qualitativas e quantitativas. Para a
avdiacao qualitativa, um disco de 1 mm foi colocado em uma superficie contendo
desenho em forma de grade e posteriormente iluminado por uma fonte de luz
branca (lampada de Xe), sendo que foram obtidas imagens tanto na direcédo
ocluso-pulpar quanto na direcdo pulpo-oclusal. Para a avaliacdo quantitativa,
foram utilizadas trés vigas colineares de laser HeNe (630 nm), além de ser
empregado o método de Monte Carlo para uma andlise mais especifica da
propagacdo da luz no tecido. As vigas foram alinhadas em fileira com
espacamento de 2 mm entre elas e imagens foram obtidas através de uma camera
fotografica. Na analise qualitativa, foram geradas imagens iguais para todos os
discos, sendo que o sentido pulpo-oclusal provocou diminuicdo da imagem e o
sentido ocluso-pulpar gerou uma imagem aumentada. Um dado interessante
encontrado com a utilizacdo das vigas de laser foi que, nas imagens formadas, 0s
lasers ja ndo se encontravam em linha reta, devido a heterogeneidade dos cursos
dos tubulos. Através da analise de Monte Carlo, foi observado que a luz se
propaga como em um cone em um longo cilindro, sendo que parte da luz &
refletida na parede tubular e parte se propaga para a dentina intertubular adjacente.
Os autores ressaltaram que a compreensdo da Optica do tecido dentario tem um
forte impacto sobre uma variedade de aplicacdes de luz na odontologia como, por
exemplo, para deteccao de carie baseado em fluorescéncia, métodos tomograficos
de transluminacéo e para estudos da bioestimulacao pulpar utilizando a irradiacéo.
Ferreira et af’ (2006) investigaram o efeito bioestimulatério do laser em

células pulpares na dentinogénese reacional e a expressao de colageno tipo lll,
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tenastina e fibronectina em tecido dental irradiado ou ndo. Neste estudo, 16 dentes
prémolares humanos, com indicacdo de exodontia por motivos ortodénticos,
foram selecionados em quatro individuos com idade de 11 a 14 anos. Os
individuos foram subdivididos em grupos irradiados e controle (ndo irradiado). Os
dentes receberam preparo de cavidade classe V em ambos os grupos. A
preparacdo foi padronizada, utilizando uma profundidade de 2 mm, extenséo
cérvico-oclusal de 2 mm, e largura mésio-distal de 5 mm de area. Os parametros
de irradiacdo consistiram em um comprimento de onda de 670 mm, irradiancia de
100 mW/cni e dose de energia de 4 Jfeanuma distancia de 1 mm da superficie
dacavidade. Finalmente, as cavidades de ambos os grupos foram restaurados com
cimento de iondmero de vidro. As exodontias foram realizadas 14 e 42 dias apos o
preparo cavitario. As amostras foram preparadas para andlise histolégica e
imunohistoquimica. As alteracdes histoldgicas foram observadas por microscopia
de luz, uma reacao inflamatoria menos intensa foi encontrada no grupo irradiado
quando comparados aos controles. Apenas o grupo irradiado de 42 dias exibiu
uma area associada com dentinogénese reacional. Apd6s a analise
imunohistoquimica, a expressao de Col Ill, TN e FN foi maior no grupo irradiado.
Os resultados sugeriram que o laser com densidade de energia de 4 J/cm
comprimento de onda de 670 nm causa biomodulacdo de células da polpa e da
expressao de colageno apds o preparo de uma cavidade

Tate et af’ (2006) avaliaram os efeitos da irradiacdo laser em
odontobastos, utilizando imunohistoquimica pela proteina de choque térmico

(HSP-25). Para o estudo, a superficie mesial do primeiro molar superior direito de
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ratos foi irradiada com laser GaAlIAs=<810nm), sendo que o primeiro molar
supeior esquerdo foi utilizado para o grupo controle. Os autores forneceram a
poténcia do aparelho (500, 1000 e 1500 mW) e o tempo de irradiacao (180 s),
porém nao informaram a area irradiada, impossibilitando o calculo da dose de
energia e irradiancia. O material foi coletado de 103 animais sacrificados, apoés 6,
12 e 24 h, e 3, 5, 7 e 30 dias da irradiagcdo. Foram realizados teste de
imunohistoquimica (utilizando anticorpo HSP-25) e analise histomorfométrica.
Na analise de seis horas e 7 dias apos a irradiacdo nenhuma diferenca entre grupo
controle e irradiado foi detectada, entretanto, 30 dias apds a irradiacdo dois tipos
de padrbes de cura foram reconhecidas na polpa dentaria: formacdo de dentina
terciaria e caracteristicas mistas de dentina e tecido semelhante ao 0sso. A analise
estatistica revelou que a éarea ocupada por tecido duro recém formado foi
significativamente maior em amostras irradiadas com 1500 mW, comparados com

a irradiagdo com 500 mW de poténcia (p < 0,05).

Modena et al? (2009) realizaram uma revisdo de literatura com o objetivo
de salientar e discutir estudos que abordaram a citotoxicidade e
biocompatibilidade dos materiais utilizados para a prote¢cao do complexo dentino-
pulpar. Primeiramente foi discutido o dano pulpar e sua reparacdo, sendo que 0s
autores ressaltam que o tecido pulpar é constantemente submetido a diferentes
agressoes, tais como toxinas microbianas, calor, trauma mecanico, materiais
restauradores, solugbes de limpeza e cimentos para forramento da cavidade. Em
consequéncia, as células da polpa tém a capacidade intrinseca de reparacdo, deste

modo, nem todo processo inflamatorio resulta em danos permanentes. Ainda é
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citado que a sintese de colageno pode ser melhorada através de fatores de
crescimento como TGF-1@ TGF-2B e interleucina IL-1 Em um segundo
momaento, os autores discorrem sobre a solucdo de hidroxido de calcio (HC) e o
MTA (mineral trioxide aggregate), sendo que o hidroxido de célcio tem sido
amplamente utilizado devido as suas propriedades de estimular a formacao de
dentina esclerotica, proteger a polpa contra estimulos térmicos e acao
antibacteriana. Entretanto devido ao seu elevado pH, o HC forma uma camada de
necrose de coagulacdo quando em contato direto com o tecido pulpar. Deste
modo, os produtos ndo agem como bioestimuladores, tampouco possuem
biocompatibilidade com o tecido pulpar. Além disso, o HC é solavel em agua e
acido e possui propriedades fisicas deficientes. Em relacdo ao MTA foi relatado
que este material possui propriedade antibacteriana e antifingica, além dos
estudos sugerirem fortemente que ele exibe um desempenho biolégico favoravel
devido a formacdo de hidroxiapatita. Entretanto, ainda existem poucos estudos
clinicos controlados e bem delineados acerca deste material. A revisdo também
abordou a reposta celular frente a exposicdo aos sistemas adesivos e resinas
compostas. Foi relatado que o uso de resina como material restaurador é
ocasionalmente associado com irritagcdo e necrose pulpar, sendo que os produtos
de sua composicao séo toxicos e capazes de se difundir pelos tubulos dentinarios e
entrarem em contato com o tecido pulpar. Por fim, os autores abordam a resposta
celular ao Cimento de lonémero e Vidro (CIV), ressaltando propriedades
benéficas como liberacdo de flior, modulo de elasticidade semelhante a dentina e

biocompatibilidade, porém possui limitacdes relacionadas com susceptibilidade a
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desidratacdo e alta solubilidade. Os autores concluiram a revisao relatando que o
hidroxido de calcio é a melhor escolha para tratamento conservador da polpa,
mondmeros liberados por adesivos e resina composta possuem efeito citotoxico,
em polpa humana, a protecao pulpar direta com sistema adesivo produz diferentes
graus de inflamacdo e que o CIV modificado por resina possui maior
citotoxicidade do que o CV convencional.

Souza et af® (2009) investigaram os efeitos da mudanca de temperatura,
induada por luz halégena de quartzo-tungsténio (QTH) e LED, sobre o
metabolismo das células odontoblastéides (MDPC-23). Para o estudo, trinta e seis
discos de dentina com 0,5 mm de espessura foram obtidos a partir molares
humanos e divididos entre trés grupos (através de valores de permeabilidade
dentinaria): QTH, LED e grupo nao irradiado (controle). Inicialmente, um
termdmetro foi colocado junto a superficie pulpar de cada disco e as fontes de luz
foram aplicadas na superficie oclusal, de acordo com o recomendado pelo
fabricante de cada fotopolimerizador. Depois de registrar a mudanca de
temperatura, as células MDPC-23 foram semeadas no lado pulpar dos discos e as
luzes foram novamente aplicadas. O metabolismo celular foi avaliado pelo ensaio
de MTT e a morfologia celular foi avaliada por MEV. Os resultados
demonstraram que nos grupos QTH e LED houve aumentou de temperatura em
6,4 °C e 3,4 °C, respectivamente sendo que a diferenca entre os dois grupos foi
estatisticamente significante (p<0,05). A luz QTH e o LED reduziram o
metabolismo celular em 36,4% e 33,4%, respectivamente. No entanto, quando

comparado ao controle, apenas a luz QTH reduziu de forma significativa o
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metabolismo celular (p< 0,05). Concluiu-se que a irradiagdo com luz QTH, em
discos de dentina com 0,5 mm de espessura promoveu um aumento de
temperatura maior quando comparado ao LED, e que esse aumento afeta
negativamente o metabolismo das células odontoblastoides.

O estudo de Dogan et &l(2009) investigou o aumento da temperatura
causada por diferentes aparelhos de fotoativacdo em discos de dentina com
diferentes espessuras. Os aparelhos testados no estudo foram: luz halégena de
quartzo-tungsténio (QTH), arco de plasma (PAC) e diodo emissor de luz (LED).
Para o estudo, cento e quarenta discos de dentina de 0,5; 1; 1,5 e 2 mm de
espessura foram obtidos a partir de molares inferiores. Para todos os tipos de luz,
a espessura de dentina foi inversamente proporcional ao aumento da temperatura e
a luz halégena apresentou valores significativamente maiores em relacdo ao PAC
e LED em todas as condicdes de teste. O aumento de temperatura mais elevado
foi observado nos discos de dentina de 0,5 mm de espessura irradiados com QTH,
enguanto a menor variagcao de temperatura foi registrada com luz LED nos discos
de dentina de 2 mm de espessura. Os autores concluiram que, sutilizando os
tempos de irradiacdo recomendado pelos fabricantes de fotopolimerizadores, a
fonte de luz halégena produziu um aumento significativamente maior ad
temperatura do que a fotoativacdo LED e PAC em todas as condi¢des de ensaio e
que a espessura de dentina foi inversamente proporcional ao aumento da
temperatura.

Turrioni et al”® (2011) avaliaram a influéncia da permeabilidade dentinaria

napropagacao da luz pela dentina. Para o estudo, foram obtidos quarenta e cinco
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disco de dentina humana com 0,5 mm de espessura. Uma medicao inicial foi feita
pam@ verificar a perda de poténcia ocorrida durante a irradiacdo do LED (
630nm)no tecido dentinario com a presenca de smear layer (tubulos dentinarios
obliterados). ApoOs esta primeira mensuracdo, os discos foram tratados com
solucdo EDTA, para a remocdo de smear layer e submetidos a analise de
condutividade hidraulica, objetivando a obtencédo de valores da permeabilidade
para cada disco. Em seguida, uma nova medicdo de perda de poténcia
transdentinaria foi realizada. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi
utilizado para analise dos dados, que demonstraram uma fraca correlacdo entre
permeabilidade da dentina e atenuacéo da luz (coeficiente = 0,19). Esse resultado
indica que a dentina com maior ou menor permeabilidade ndo interfere na
propagacao transdentinaria da luz emitida pelo LED. Além disso, uma propagacao
significativamente maior foi observada apos o tratamento da superficie dentinaria
com EDTA (teste de Wilcoxon, p <0,05). Os autores concluiram que a
permeabilidade da dentina nédo interfere na transmisséao transdentinaria do LED, e

que a remocao da smear layer facilita essa propagacéao.

2.4Estudos in vivo e a acéo bioestimuladora do LED

Eells et af® (2003) testaram a hipétese de que a exposicdo a radiacéo
vermelha monocromatica de diodos emissores de luz (LED) iria proteger a retina
contra a acao toxica do metal derivado do acido formico em um modelo de roedor.
Para o estudo, os ratos foram divididos em quatro grupos: grupo controle néo

tratado, grupo controle tratado com LED, grupo intoxicado com metanol e grupo
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intoxicado com metanol e tratado com LED. O protocolo de irradiacdo seguiu 0s
seguintes parametro:= 670 nm, I: 28 mW/cfhe DE: 4 J/cry sendo que as
irradiacdes foram feitas 5, 25 e 50 horas apo0s a intoxicagdo com metanol. Dois
protocolos foram utilizados para avaliar a funcdo da retina: eletroretinograma
(ERG) e andlise histopatologica. Como resultados, os autores observaram que a
disfuncédo de retina provocada pelo metanol foi atenuada pelo tratamento com
LED. Alteracdes patologicas foram claramente identificadas no grupo intoxicado,
em contraste o grupo tratado com LED apresentou retina com morfologia
indistinguivel a dos grupos controle (néo intoxicado e tratado apenas com LED).
Os autores concluiram que a fotomodulacdo com LED vermelho promoveu a

restauracdo da funcéo apos lesao celular.

Em 2005, Chang et &.testaram a fototerapia, em alta intensidade, com
LED azul no tratamento de ratos com ictericia. Os ratos foram divididos em dois
grupos: um submetido a fototerapia convencional (luz hal6gena) e outro
submetido a fototerapia com LED azul. Os ratos foram irradiados durantes cinco
horas, sendo que a porcentagem de degradacao de bilirrubina foi calculada através
da diferenca das concentracdes séricas de bilirrubina antes e apds a exposicéo a
fototerapia. A degradacdo de bilirrubina pela fototerapia com LED foi
significantemente superior a fototerapia convencional (30% vs 16%). Os autores
concluiram que a fototerapia com LED azul, com altos niveis de irradiancia

apresentaram maior eficacia na fotodegradacdo da bilirrubina comparada com a

fototerapia convencional com luz halégena.
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Procurando avaliar as alteracbes nos niveis de células T (principais
efetores da imunidade celular), localizadas na pele, que podem ocorrer através da
irradiacéo do LED vermelho, Takezaki et alem 2006 recrutaram seis adultos
saudaveis, do sexo masculino e irradiaram a regido lateral da perna, localizada
sobre a fibula. Os parametros de irradiacéo forarB30 nm, I: 105 mW/cfe
DE: 94 J/cni, sendo que as irradiacdes foram realizadas uma vez por semana,
durante oito semanas. Uma amostra de trés milimetros foi obtida de cada
individuo ap0s a segunda e oitava irradiacdo e posteriormente analisadas em
microscopio eletrénico de transmissdo (MET). Além disso, células T foram
isoladas de cada bidpsia e analisadas por RT-PCR, pela expressao de interleucina
2 (IL-2) e interleucina 4 (IL-4). Na analise em MET, as amostras obtidas apos a
segunda sessao apresentavam presenca de edema intersticial leve e um aumento
de fibras que pode ser identificado particularmente nos fibroblastos. Apés a oitava
sessao, o numero de fibroblasto era maior, além disso, um aumento de granulos de
vimentina e mitocondrias foram identificados no interior dos fibroblastos. Para os
resultados obtidos por meio da analise em PCR, foi encontrado um aumento da
expressado de IL-4, indicando um aumento de células Th-2 (subtipo de célula T).
Os autores concluiram que a fototerapia do LED 630 nm ativa o sistema imune
em pele normal. Em casos de pacientes que apresentam doenca de pele
imunomodulada, como a dermatite atdpica, o tratamento com luz pode melhorar o

processo da doenca através do estimulo da producao de Th-2.

Vinck et al®® (2006) avaliaram a eficacia analgésica dos diodos emissores

de luz (LED) no comprimento de onda de 950 nm. Para o estudo, 32 adultos
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saudaveis foram recrutados e submetidos a um protocolo de inducdo de dor
muscular em ambos os bragcos. Para cada pessoa, um braco foi usado como
controle e outro como tratado. Os parametros do LED utilizados neste estudo
foram I: 8,9 mW/crh e DE: 3,2 J/ch sendo que a irradiacéo foi realizada
diariamente, durante quatro dias. As seguintes avaliacdes: medicdo subjetiva da
dor, medicdo de sensibilidade muscular (MSM) e avaliagcdo da forca muscular
(tolerancia do musculo a pressédo) também foram realizadas diariamente. N&o
houve diferenca estatistica significante para a diminuicdo da dor entre grupos
irradiado e controle para nenhum dos momentos de avaliagdo. Porém, um
resultado importante foi que, nos bracos irradiados, o musculo tolerou melhor a
pressdo do que os nao irradiados (p=0,047). Concluiu-se que o LED pode ter
algum potencial no tratamento da dor e comprometimento funcional associado
com dor muscular tardia, porém a sua eficacia, nos parametros utilizados, nao foi

estabelecida.

Procurando avaliar a eficacia da fototerapia com LED na melhora de ferida
em ratos diabéticos e ndo diabéticos, Al-Watban 2{2006) utilizou irradiacdo
de um LED policromético apresentando as bandas de 510-543, 594-599, 626—
639, 640-670 e 842—872 nm. A irradiancia utilizada foi de 13.6 m¥V&endo
que as doses de energia testadas foram 5, 10, 20 e 36, &lém disso, as
irradiacoes foram realizadas trés vezes na semana, durante trés semanas. As
feridas induzidas foram medidas diariamente através de um paquimetro e
fotografia digitais foram obtidas a cada sete dias, a partir do inicio da indug&o das

feridas. Os resultados apontaram que, para os ratos diabéticos, as doses de 5 e 10
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Jlenf apresentaram estimulacdo significativa na cura da ferida quando
comparadas ao grupo controle. Os autores concluiram que a terapia com LED
policromatica afeta a cicatrizacdo em ratos de forma dose-dependente. A eficacia
da terapia com LED policromatico para estimular a cura em ratos nao-diabéticos é
inferior ao seu efeito em ratos diabéticos. As doses testadas foram pouco eficazes
para acelerar a cicatrizacdo de feridas nos nao diabéticos, enquanto que o0s

tratamentos com 5 e 10 Jfcrforam promissores nos ratos diabéticos.

Lizarelli et aP®> (2007) compararam os efeitos do LILT e LED no
tratamento da hipersensibilidade dentinaria. Para o estudo, um total de 144 dentes
com hipersensibilidade cervical foram tratados em seis sessdes, com 3 sessdes de
irradiacéo e trés sessbes de acompanhamento. O estudo duplo-cego comparou um
grupo de controle (placebo) e dois grupos testes: irradiados com laser de baixa
intensidade e LED, na mesma banda espectral (vermelho, 630-660 nm). Dois
testes de vitalidade (frio e calor) e um teste de sensibilidade (jato de ar) foram
utilizados. Como resultados, LILT e LED apresentaram um comportamento
semelhante, e ambos propiciaram melhores resultados quando comparados ao
grupo controle. No seguimento de 15 e 60 dias, todos os dentes apresentaram bons
resultados, com auséncia de dor nos testes de jato de ar. Os autores concluiram
que duas sessOes de irradiagdo parece ser o suficiente para o tratamento da

hipersensibilidade e que, ambos os protocolos, LILT e LED, foram eficazes na

reducéo da dor.

Castro e Silva et af. (2007) realizaram hepatectomia parcial em ratos e

avaliaram os efeitos da fototerapia com LED e laser na regeneracao do tecido
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lesionado. Os ratos fora dividido em quatro grupos: irradiados com LED (630nm)
na dose de energia de 10 Jfcritradiados com LED (630nm) na dose de 140
Jlen?, irradiados com laser (590 nm) na dose de 15%Jcgrupo controle onde

os ratos foram hepatectomizados, porém nédo receberam irradiacdo. O
procedimento de irradiacao foi realizado logo apds as cirurgias e os ratos foram
sacrificados 24 horas ap0s a irradiacdo. Amostras de tecido do figado e de sangue
coletado da veia cava inferior foram obtidas para as avaliacdes. Foi realizado teste
de imunohistoquimica, também foi avaliado o nivel de oxigénio consumido pelas
mitocondrias e, através de um espectrofotdmetro de fluorescéncia, a diferenca de
potencial elétrico transmembrana foi monitorada. Atividade respiratéria
mitocondrial foi aumentada nos grupos irradiados (p<0,05), com melhores
resultados para o grupo exposto a dose mais baixa do LED (16).J&m
proliferacdo celular, medida por imunohistoquimica, foi semelhante para ambos
0S grupos expostos pelo LED (P>0,05) e superior para o grupo controle (P<0,05).
O indice de proliferacdo das células obtidas com LED e laser foram semelhantes
(P>0,05). Em concluséo, os resultados sugerem que a irradiacdo LED promove
efeitos bioldgicos estimulatorios durante o estagio inicial de regeneracdo do
figado e que o LED é a tao eficaz quanto a luz do laser, independente da

coeréncia, divergéncia e cromaticidade.

Corazza et al’ (2007) avaliaram o potencial de angiogénse, através da
irradiacéo laser e LED, em feridas induzidas em ratos, utilizando variadas doses
de energia. Os animais foram divididos em cinco grupos: dois utilizando o laser

nas doses de 5 e 20 Jfcndois grupos utilizando o LED nas mesmas doses
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relatadas e um grupo controle. Os comprimentos de onda utilizados foram 660 nm
pa@ o laser e 635 nm para o LED, sendo que as irradiancias foram de 1000
mW/cnf para o laser e 1058 mW/énpara o LED. As irradiacdes foram
realizadas diariamente, tendo inicio 6 h depois da inducéo das feridas até 24 horas
antes do sacrificio, sendo que os animais foram sacrificados nos dias 3, 7, 14 e 21.
Apos o sacrificio, foi realizada biopsia da ferida para analise histolégica. Nos dias
3, 7 e 14, a proliferacéo de vasos sanguineos dos grupos tratados foi superior em
comparacao aos do grupo controle (p <0,05). Os autores concluiram que o laser e
LED vermelhos demonstraram resultados expressivos na angiogénese e que a

coeréncia da luz revelou nédo ser fator primordial para o efeito bioestimulador.

Objetivando avaliar os efeitos da fototerapia através do LED na prevencéo

de feridas induzidas por radiacdo, De Land ét £007) realizaram tratamento

com LED (590 nm), em 19 pacientes submetidos a radioterapia. As irradiacdes
eram feitas apds cada sessdo de radioterapia utilizando dose de energia de 0,15
Jlent, resultando em total de 33 a 38 sessdes de fototerapia. As reagdes cutaneas
foram avaliadas e classificadas semanalmente por uma enfermeira utilizando um
critério pré-estabelecido pelo Instituto Nacional de Cancer (grau 0 a 4). Também
foram obtidas fotografias pré e poés- tratamento, as quais foram comparadas e
avaliadas. Foi encontrado que 94,7% dos pacientes tratados com LED
apresentaram lesdo com grau 0 ou 1 e 5,3 % apresentaram lesdao com grau 3. Ja
para os pacientes que nao receberam a fototerapia, 14, 3% apresentaram leséo

grau 1 e 85,7% apresentaram lesdo com grau 2 e 3. Os autores concluiram que a
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fototerapia com LED reduziu a incidéncia de les6es com grau mais avancados em

padentes submetidos a radioterapia.

Sacono et al’ (2008) avaliaram o efeito da terapia com diodos emissores
deluz em mucosite quimicamente induzida em ratos. Os parametros de irradiacao
foram dose de energia de 12 Jamirradiancia de 160 mW/dnsendo que as
irradiagcOes foram realizadas nos dias 3, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 do experimento. Para
os teste, foi realizada uma avaliagéo clinica (escores de 0 a 5) nos dias 4, 6, 8, 10,
12 e 14, além de serem realizadas bidpsias das lesGes para avaliagdo histoldgica
(escores de 0 a 4) nos dias 5, 9, 13 e 15. Os resultados da avaliacao clinica
indicaram um grande numero dos escores 0 no grupo irradiado, enquanto que o
grupo ndo irradiado apresentou um grande numero de pontos correspondentes a
mucosite mais severa, sendo que os grupos diferiram entre si (p<0,05). Na analise
histologica, o grupo irradiado apresentou escores mais estaveis em relagdo ao
Grupo ndao irradiado, que apresentou um pico de mucosite no dia 9 (p<0,05). Os
autores concluiram que a terapia com LED , através do protocolo estabelecido

para o estudo in vivo, foi eficaz na reducao da severidade da mucosite oral.

Comparando a luz coerente (laser) com a luz ndo-coerente (LED), Dall
Agnol et al*? (2009) avaliaram o efeito dos dois tipos de fototerapia na reparaco
tecidual de ratos diabéticos. Para o estudo, os animais foram distribuidos em seis
grupos (trés para ratos diabéticos e trés para nao diabéticos): o grupo 1 era
constituido de ratos ndo diabéticos com inducéo de ferida, o grupo 2 de ratos nao
diabéticos com inducéo de ferida mais o tratamento com LED, o grupo 3 de ratos

nao diabéticos com inducdo de ferida mais o tratamento com laser, sendo que 0s



Revisio de Literatura 69

grupos 4,5 e 6 seguiram 0 mesmo protocolo, porém para os ratos diabéticos. Os
parametros de irradiacéo foraks 640nm (LED) e 660 nm (laser), DE: 6 Jfcen

l: 60 mWi/cni, sendo que a irradiacéo foi realizada uma Gnica vez 30 minutos
aposo procedimento cirargico. O diametro e as caracteristicas da ferida foram
observados durante 7 dias e a lesao foi fotografada diariamente. Apds o sétimo
dia, amostras foram coletadas para analise histopatologica. Na avaliacdo
macroscopica do reparo tecidual, as diferencas foram mais evidentes em ratos
diabéticos, onde a reducao do diametro da ferida foi 30,1% para o grupo controle,
45% para o grupo tratado com LED e 44,5% para o grupo tratado com laser
(p<0,01). As luzes: coerente e ndo coerente produziram efeitos semelhantes
durante um periodo de 168 h apos a lesdo ter sido induzida. Para o grupo
composto por animais diabéticos, 72 h ap0s a criacdo da lesao, foi observado que
a terapia com LEDs foi mais eficiente do que com o laser na reducdo dos
diametros das lesdes. Concluiu-se que a irradiacdo com laser (660 nm), ou diodo
emissor de luz (640 nm) promoveu, de forma semelhante, uma ligeira aceleracéo
do processo de cicatrizacao de feridas cutaneas quando comparada com ao grupo
ndo tratado. Este efeito foi observado em ambos os ratos diabéticos e néo

diabéticos, embora tenha sido mais evidente nos grupos de animais diabéticos.

Bastos et at’ (2009) comparam o efeito da terapia com laser de baixa
intensidade e LED no tratamento do tenddo de Aquiles lesionado de ratos. A
laserterapia foi aplicada com os comprimentos de 685 e 830 nm, DE:%eJicm
5360 mW/cn?. JA a LEDterapia foi aplicada nos comprimentos de onda de 630 e

880 nm com DE: 6 J/icrhe |: 88 mW/cm. As amostras foram coletadas e
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analisadas em microscopio polarizado. Os resultados mostraram uma eficiéncia
real dos tratamentos com LED e laser e confirmaram que a fototerapia pode ser
eficaz na cura do processo. Apesar da falta de coeréncia do LED, o tratamento do
tenddo com esse recurso foi satisfatoria e certamente pode substituir tratamentos
baseados em aplicacdes de luz laser. As aplicacdes de laser infravermelho de 830
nm e LED infravermelho 880 nm foram mais eficientes quando o objetivo era
uma boa organizacdo, agregacdo e alinhamento do colageno em feixes na

cicatrizagéo do tendao.

Casalechi et df* (2009) avaliaram o efeito da terapia de baixa intensidade

do LED no reparo do tenddo de Aquiles em ratos. Os parametros de irradiagéo
consistiram em um comprimento de onda de 640 nm, dose de energia de’20 J/cm
eirradiancia de 200 mW/cmsendo que as irradiacées foram realizadas uma hora
anes da cirurgia e a cada 24 horas apés a agressdo. Os animais foram sacrificados
nos dias 7, 14 e 21 apds a cirurgia, os tenddes foram removidos e preparados para
analise histologica. Os resultados demonstraram que, para ambas as analises,
qualitativa e quantitativa, o tratamento com LED foi benéfico no processo de
reparo no tenddo. Especificamente na analise quantitativa das amostras, o
tratamento com LED apresentou um aumento no nivel de remodelacéo de 14, 15 e
11% para os tempos de 7, 14 e 21 dias respectivamente, quando comparado aos
grupos controles de cada momento. Além disso, o numero de fibroblastos
aumentou de forma significativa para os tempos de 7 e 14 dias (p<0,05).

Concluiu-se que o uso da terapia de LED, nos parametros testados, proporcionou
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uma qualidade superior do tecido regenerado quando comparado ao grupo

contole, para todos os momentos de avaliacéo.

Leal Junior et af® (2009) testaram a terapia com diodos emissores de luz
no desempenho muscular, desenvolvimento de fadiga e na marcacéo de agentes
bioguimicos relacionados com a remodelagdo do muasculo esquelético, em um
modelo experimental de contragdo muscular em humanos. O procedimento de
irradiacéo foi realizado em duas sessdes (dia 1 e 8), com a combinacao de dois
comprimentos de onda, sendo que os parametros utilizados fer&60 nm
(vermelho) e 850 nm (infravermelho), I: 50 mW/ftifpara o vermelho) e 150
mWi/cn? (para o infravermelho) e DE: 1,5 Jknivermelho) e 4,5 J/icm
(infravermelho). Além da avaliagdo do numero de contracbes musculares,
amostras de sangue foram coletadas para avaliar os niveis de lactato (produto final
da glicélise anaerdbica), atividade de CK (enzima creatina quinase), e niveis de
CRP (proteina C- reativa) para lesdo muscular. A fototerapia com LED aumentou
0 numero de contragcdes em 12,9% quando comparada ao tratamento placebo.
Além disso, os niveis poOs-exercicio de marcadores bioquimicos diminuiram
significantemente com a LEDterapia: lactato (p=0,04), creatina quinase e proteina
C-reativa (p=0,03). Os autores concluiram que os parametros testados do LED
provocam um ligeiro atraso no desenvolvimento de fadiga muscular, diminui os
niveis, pos-exercicio, de lactato sanguineo e inibe a liberacdo de creatina quinase

e proteina C- reativa.

Ainda em 2009, Lim et af investigaram a acdo da fototerapia com LED

vermelho e infravermelho-préximo em células T e na expressdo de citocinas,
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utilizando um modelo in vivo de ratos. A irradiacdo foi feita através de dois
comprimentos do LED X= 610 nm ou 720 nm), com irradiancia de 0,042
mW/cn? e dose de energia de 1,8 Jcms irradiacdes foram feitas por 12
hores/dia, durante 28 dias consecutivos, sendo que os animais foram mantidos por
mais cinco semanas sem exposi¢cdo ao LED para ser avaliada a eliminacdo do
efeito imunologico induzido por este tipo e luz. Foram coletadas amostras de
sangue e ceélulas mononucleares periféricas (PBMCs) foram isoladas para
avaliacdo dos marcadores de CD4 e CD8, em citometria de fluxo. Também foi
realizada a técnica RT-PCR para avaliar expressao de, IL-43 IL-6, e IFNy.

Os testes foram realizados antes e depois da fototerapia. Foi encontrado que a
irradiacdo com comprimento de onda de 710 nm provocou aumento significante
nos niveis de CD4 (p<0,05), sendo que apds cinco semanas sem a irradiacdo, o
nivel de CD4 atingiu os valores semelhantes ao controle. O nivel de transcricdo de
IL-1p aumentou para a irradiacdo de 710 nm e o nivel € dlL-4 aumentou

pra ambos os comprimentos de onda (610 e 710 nm) quando comparados ao
grupo controle. Os autores concluiram que a irradiacdo in vivo do LED 710 nm
aumentou significantemente a populacédo de células T CD4+, o que pode sugerir

uma terapia promissora para imunomodulacao.

Ablon et al* (2010) desenvolveram um estudo para verificar a eficcia da
combinagdo dos comprimento de onda de 830 nm e 633 nm na fototerapia por
LED no tratamento de psoriase recalcitrante. Em cada sesséo de irradiacao pelo
LED, a dose de energia utilizada era de 60 Jfgara o 830 nm) e 126 J/ém

(paa o 633 nm), o regime de tratamento consistiu em dez sessdes, durante cinco



Revisio de Literatura 73

semanas, com 48 horas de intervalo entre cada sessédo. Foi encontrado que as taxas
de desaparecimento das manchas ao final do regime variaram entre 60 e 100%,
com satisfacdo muito alta dos pacientes. Os autores concluiram que a fototerapia €
de facil aplicacdo, com auséncia de dor e efeitos colaterais, além disso, a
combinacdo dos LEDs vermelho e infravermelho-proximo, nos parametros

utilizados, proporcionou eficacia no tratamento da psoriase.

Souza et af’ (2010) realizaram avaliacdo histolégica da proliferacdo
fibroblastica em feridas cutaneas, através de um modelo de roedores tratados ou
ndo com LED em trés diferentes comprimento de onda. Os animais foram
divididos em quatro grupos contendo quatro animais em cada: GO (controle), G1
(LED 700 nm, I: 15 mW/cri), G2 (LED 530 nm, I: 8 mW/cfp e G3 (LED 460
nm, I: 22 mW/cnf). A LEDterapia teve inicio imediatamente apds a inducéo das
feridas e se repetiu diariamente até o 7° dia. A dose de energia utilizada para todos
0s grupos, em cada sesséo foi de 10%/&mds o tratamento, os animais foram
sacrificados e as amostras foram preparadas para analise histoldgica. A analise
estatistica mostrou que a quantidade de fibroblastos nas amostras iluminadas com
700 e 530 nm foi significativamente maior do que para os controles (p<0,01 e
p=0,02, respectivamente). Os autores concluiram que o uso do LED verde e
vermelho, nos parametros do estudo, foi eficaz no aumento da proliferacao

fibroblastica em roedores.

Ainda em 2010, Kelencz et #. desenvolveram um estudo clinico
objeivando avaliar os efeitos da irradiacdo com LED 640 nm na atividade

muscular. Para os estudos, 30 voluntarios foram divididos em trés grupos que
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receberam diferentes doses de irradiacdo no musculo masseter direito: 1,044 J por
ponto (G1), 2,088 J por ponto (G2) e 3,132 J por ponto (G3), sendo que o
masseter esquerdo foi utilizado como grupo placebo. As medicbes foram
realizadas antes e apoés as irradiacfes através do posicionamento de eletrodos na
pele localizada na regido do musculo avaliado, para a captacdo de sinais por
eletromiografia (EMG), sendo que cada avaliacdo ocorreu apds a contracao
isométrica maxima. Um aumento na atividade muscular foi observado apos
irradiacdo com 1,044 J por ponto (p<0,05). Além disso, um aumento significativo
no tempo antes da fadiga foi observado no musculo irradiado com 2,088 J por
ponto (p<0,01), sem uma mudanca na forca de contracdo (p>0,05). Este aumento
nao foi observado com 1,044 J por ponto e 3,132 J por ponto. Os resultados
sugeriram uma relacdo dose-dependente com este tipo de irradiacdo no espectro
vermelho no processo de fadiga muscular. Concluiu-se que o LED pode ser usado
como uma ferramenta clinica para aumentar atividade muscular (1,044 J por
ponto) e para prevenir a fadiga (2,088 J por ponto), sem alteracdo na forca

muscular.






3 PROPOSICAO
Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito transdentinario da luz
emitida por diodos emissores de luz (LED) em diferentes comprimentos de onda
sobre células de linhagem odontoblastica MDPC-23 cultivadas sobre discos de

dentina com 0,2 mm de espessura.

Objetivos Especificos

1. Avaliar o efeito transdentinario do LED em trés comprimentos de
onda, nos parametros selecionados, sobre o metabolismo das células

odontoblastéides MDPC-23;

2. Avaliar a producédo de proteina total e a atividade da enzima fosfatase
alcalina pelas células MDPC-23 ap0s a irradiacao transdentinéaria com

LED em trés comprimentos de onda,;

3. Avaliar o efeito da irradiacdo com LED sobre a expresséo de Col I, FN

e ALP pelas células odontoblastéides;

4. Avaliar se os fatores “comprimento de onda” e “dose de energia”

interferem na terapia celular com LED.






Materizl e Método

4 MATERIAL E METODO

4.1 Ddéerminacao dos parametros do LED

Neste trabalho de pesquisa foram utilizados trés dispositivos (LEDTables)
desenvolvidos pelo Grupo de Optica (GO) do Centro de Pesquisa em Optica e
Fotbnica (CePOF) do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC) da Universidade
de Sdo Paulo (USP) sob orientacdo da °Prbf°. Cristina Kurachi As
LEDTables, com 24 diodos montados em cada uma delas, apresentavam
comprimentos de onda estabelecidos em 455 nm, 630 nm e 850 nm. Tem sido
demonstrado que estes comprimentos de onda podem propiciar efeitos celulares
positivos, tais como proliferacéo celular, aumento na sintese de ATP, e reducdo
dos danos protéicos em decorréncia da producédo de antioxidafitd3s Os
diodos do tipo InGaN (nitreto de indio e galio), foram posicionados nas
LEDTables de tal maneira que quando ativados, simultaneamente, cada um
deles irradiou, individualmente, cada compartimento da placa de cultura de
células de 24 compartimentos (Figura 1).

As densidades de energia de 4 J/en25 J/crh, selecionadas neste estudo
para serem aplicadas sobre as células MDPC-23 em cultura, foram estabelecidas
de acordo com pesquisas prévias realizadas em diferentes tipos
celulared’>1%4828Ccada diodo foi posicionado a uma distancia padronidada
células com o intuito de envolver, de forma uniforme, toda &rea da base de cada
compartimento (2 cf). A irradiancia (dose de poténcia) emitida pelos LEDs foi

de 88 mwWi/cnf, sendo que a poténcia total de irradiacéo foi dosada levando-se
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em consideracdo a perda de poténcia Optica em cada compartimento devido a

presenca do acrilico (fundo do compartimento) e disco de dentina.

FIGURA 1 (a,b) - Dispositivo de irradiacdo. a- Vista lateral da LEDtable demonstrando o
posicionamento da placa de acrilico. b- Vista superior da LEDtable com a placa posicionada para

irradiar individualmente cada um dos 24 compartimentos da placa de acrilico.

A partir desses dados e utilizando o valor da &rea de cada compartimento,
os tempos de irradiagdo necessarios, para as densidades de energia propostas no
presente projeto de pesquisa, puderam ser calculados. Na Figura 2 abaixo podem

ser observados os dispositivos de irradiacéo acionados.

FIGURA 2 (a,b e c) -LEDTables com os diodos acionados (a- 455 nm, b- 630 nm e c- 850 nm).
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No momento da irradiacéo, a células estiveram em contato com PBS, pois
umamedicdo realizada por meio de um espectrografo de transmitancia USB2000
(Ocean Optics, California, EUA) com uma interface elaborada no programa Lab
View, revelou um alto coeficiente de absor¢cdo desse corante presente no DMEM
apenas para a irradiagdo no comprimento de onda de 455 nm (Figura 3). Desta
maneira, com o intuito de padronizar o meio a ser empregado neste estudo durante

a irradiacdo, a solucéo selecionada foi o0 PBS para todos os grupos amostrais.
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FIGURA 3 - Graficos da absorbancia do meio de cultura celular baseados em DMEM com

corante e PBS

Foi realizada, previamente ao inicio da pesquisa, uma avaliacdo quanto ao
monitoramento da variacao de temperatura do meio que estaria em contato com as
células no momento da irradiacdo (PBS), uma vezogaemento de calor pode
causr danos irreversiveis sobrélulas pulpares. Dessa maneira, por meio de um

multimetro e um termistor calibrado e fixo a base dos compartimentos da placa,
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no Laboratorio de Biofotonica do IFSC (Instituto de Fisica de Séo Carlos - USP -
S& Carlos, SP), foi determinada a variacdo de temperatura dos compartimentos
preenchidos com PBS. O comprimento de onda 630 nm (LED vermelho) ndo
gerou aumento de temperatura em 10 minutos de irradiacdo (tempo maximo para
irradiacdo celular neste estudo), ja os comprimentos 455 nm (LED azul) e 850 nm
(infravermelho) provocaram uma aumento de 2 °C durante 10 minutos de
irradiacdo (Figura 4). Deste modo, o aumento de temperatura ndo ocasionou dano

as células, visto que o aumento de temperatura de at€ 8#o provoca efeitos

danowos as células MDPC-23
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FIGURA 4 (a,b,c)- Graficos representativos do aumento de temperatura ocorrido, na solucdo de
PBS, durante a irradiagdo com os dispositivos (LEDtables). a- 455 nm (LED azul), b- 630 nm

(LED vermelho), c- 850 nm (LED infravermelho).

4.2 Manutencéo das células MDPC-23 em cultura

Cdulas imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC#@Bam
desongeladas e cultivadas em garrafas pléasticas de 75(Costar Corp.,
MassachusettsEUA) em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(Sigma — Aldrich, Missouri, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (GIBCO,

New York, EUA), 100 IU/mL e 10Qug/mL, respectivamente, de penicilina e
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estreptomicina, e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, New York, EUA). As células
foram sub-cultivadas a cada 3 dias em incubadora (Isotemp Fisher Scientific,
Pensilvania, EUA) com atmosfera umedecida contendo 5% de95@ de ar e
temperatura de 3T, até que fosse obtido o nimero adequado de células para a

pegjuisa.

4.3 Bioestimulacao transdentinaria

4.3.1 Obtencado dos discos de dentina

Cento e oitenta e dois discos de dentina foram ob#ttagés do Banco de
Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP, ap0s aprovacao do
projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP (Protocolo 26/09 em anexo). Os dentes foram imersos em
etanol 70% por 5 dias e submetidos & remocéao de restos de ligamento periodontal
e debris aderidos a sua superficie. Da regido central da coroa de cada dente foi
obtido um disco de dentina com 0,2 mm de espessura, a qual foi determinada por
meio da utilizacdo de um paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul
América Ltda. SP, Brasil). Tal espessura foi empregada neste estudo para simular
a condicdo clinica de uma cavidade muito profunda, a qual caracteriza uma
situagcdo de desafio do complexo dentino-pulpar, particularmente dos
odontoblastos que revestem internamente a dentina, contra agressdes ou estimulos

externos.



Materizl e Método 83

Para obtencédo dos discos de dentina, foi utilizado um disco de diamante
(114254, 4’x 0,012"/ série 15LC, Diamond Wafering blade, Buehler Ltda.,
lllinois, EUA) montado em uma cortadeira metalografica (ISOMET 1000,
Buehler Ltda., lllinois, EUA). Apds a obtencéo dos discos, estes foram analisados
em uma Lupa Esterioscopica (Modelo — SZ2-ILST - Olympus Comporation,
Tokio, Japan). Os dentes que possuiam “ilhas” de esmalte ou depressoes
representando a porcdo mais superior dos cornos pulpares foram descartados.
Posteriormente, as superficies dos discos de dentina cuidadosamente selecionados,
foram lixadas e regularizadas com lixas d’agua de granulacdo 400 e 600 (T469-
SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil), sendo que durante
este procedimentas discos foram frequientemente avaliagos meio de um
paquimetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América Ltda., SP, Brasil),

com o objetivo de certificar que sua espessura final fosse de 0,2 mm.

Uma solucéo de EDTA 0,5M (pH 7,2) foi aplicada, por 2 minutos, sobre
os discos de dentina com o objetivo de limpeza superficial e remocéneda s
layer preparando os espécimes para o teste de medi¢cdo de poténcia. Além disso,
este procedimento proporciona adequado substrato dentinario para adesao e
crescimento celular. Apds condicionamento da dentina, a solugdo de EDTA foi
lavada das superficies dos discos através da aplicacdo, por 60 segundos, de agua
deionizada esterilizada. Finalmente, os discos de dentina foram submetidos,

individualmente, ao teste de medigcéo de poténcia transdentinéria.
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4.3.2 Medigdo de poténcia transdentindria

O teste medicdo de poténcia transdentinéria teve constivabmensurar a

perda de poténcia que pode ocorrer durante a irradiagdo na presenca dos discos.
Para isto, um detector de poténcia foi posicionado na face pulpar do disco de
dentina, enquanto que o feixe de luz foi aplicado sobre a superficie oclusal do
mesmo disco. O procedimento foi realizado no Laboratério de Biofotbnica do
IFSC (Instituto de Fisica de S&o Carlos - USP - S&o Carlos, SP). Para a realiza¢ao
destas medicOes, os discos foram posicionados, com a face oclusal voltada para
cima, em um pequeno compartimento contendo um detector de poténcia, o qual
estava conectado diretamente a um potenciébmetro (LM-2 - Coherent, California,
EUA). Cada disco foi irradiado (de acordo com cada grupo/comprimento de
onda), através de um dispositivo contendo um cilindro de acrilico, cuja funcao foi
colimar o feixe de luz e direciona-lo para a area onde foram adaptados os discos.
O dispositivo de irradiacdo estava sustentado por uma haste metélica, permitindo

estabilidade no momento da irradiacéao (Figura 5).

FIGURA 5- Esquema do dispositivo de medicdo de poténcia de cada disco.
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A perda de poténcia em cada disco foi calculada através da diferenca de
poténcia obtida pela irradiacdo do compartimento na auséncia e presenca dos
discos, respectivamente. Para tal andlise, os valores foram convertidos em
porcentagem, pois a poténcia inicial de cada disco tendia a variar devido a
caracteristica de perda de poténcia do aparelho de irradiacdo com o tempo, sendo

esta variagdo de pequena magnitude.

4.3.3 Condicbes do experimento

Apos divisdo dos dentes em grupos experimentais e controle, de acordo
com o teste de perda de poténcia, os discos de dentina selecionados sofreram
reducdo da sua area total com ponta diamantada cilindrica (niamero 1095 - KG
Sorensen) em alta rotacdo, com acabamento em baixa rotacdo, de forma que o
diametro final dos discos fosse de 8 mm. Este procedimento foi realizado com o
objetivo de criar condicGes para adaptar estes discos, com sua superficie pulpar
voltada para cima, no centro de um dispositivo metéalico especialmente preparado
para o desenvolvimento da presente pesquisa (Figura 6). Cada dispositivo
metalico com o disco de dentina adaptado permitiu a aplicacdo dos LEDs sobre a
superficie oclusal (voltada para baixo), enquanto a superficie pulpar (onde as
células foram cultivadas) permaneceu em contato com o meio de cultura (voltada
para cima). Previamente a montagem do conjunto disco de dentina/dispositivo
metalico, os discos foram embalados individualmente e esterilizados por meio de
gas de oxido de etilefb Os dispositivos metdlicos e anéis de silicone que
mantiveram os discos em posicao (Figura 6) foram autoclavados individualmente

em recipientes de vidro contendo agua deionizada, pelo periodo de 15 minutos, a
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120°C e pressao de 1 Kgf. No interior de uma camara de fluxo laminar (Bio
Protector Plus 12, Veco do Brasil — Ind. Com. de Equipamentos Ltda, Campinas,
SP, Brasil), os conjuntos disco de dentina/dispositivo metélico foram montados
nos compartimentos das placas de acrilico e as células MDPC-23 foram semeadas

(3x10* células/disco) sobre a superficie pulpar dos discos.

FIGURA 6 (a,b e c)- Foto ilustrativa do conjunto disco de dentina/dispositivo metaéicdigco
de dentina, anel de silicone e dispositivo metalico respectivantentenjunto disco/dispositivo

metalico,c- conjunto disco/dispositivo metalico posicionado na placa de acrilico).

As placas com os conjuntos disco/dispositivo metalico foram mantidas por
48 horas em incubadora com atmosfera imida a 37° C com 5% de 95% de
ar. Apos este periodo, o meio de cultura foi aspirado, sendo que para 0S grupos
experimentais e controle, um novo meio de cultura, suplementado com 2% SFB
(inducéo de estresse por caréncia nutricforiaP’§ foi aplicado sobre as células

por 24 horas. Imediatamente antes de iniciar a irradiagdo, o meio de cultura foi
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substituido por solucdo de PBS ap6s a irradiacdo, um novo DMEM contendo
10% desoro fetal bovino foi colocado sobre as células.

O procedimento de irradiacdo celular transdentinaoen d_ED foi
realizado uma unica vez, com o objetivo de simular uma situacao clinica na qual
uma cavidade profunda seria submetida ao procedimento restaurador. A adesao de
células viaveis no disco de dentina, no momento da irradiacdo pode ser observada

na Figura 7.

FIGURA 7 (a,b)- células MDPC-23 viaveis sobre disco de dentina, marcadas pelo ensaio de MTT,
no momento em que seria realizada a irradiagédo (a- disco de dentina com as células aderidas na
area delimitada pelo anel de silicone, b- imagem aumentada das células MDPC-23 localizadas na

regido mais central do disco).

Imediatamente apds a irradiagdo, as placas de acrilico com seus
respectivos conjuntos disco/dispositivo metalico foraoecados em incubadora,
ondepermaneceram pelo periodo de 72 horas. ApGs este tempo, as células foram

submetidas a avaliacdo de seu metabolismo, expresséo de proteina total, fosfatase
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alcalina, avaliacdo da expressao de fibronectina, fosfatase alcalina e colageno tipo
| pela técnica do RT-PCR, além de realizar a analise da morfologia celular em
microscopia eletronica de varredura.

Os grupos experimentais e controle, estabelecidos de acordo com a
espessura dos discos de dentina e os comprimentos de onda, estdo demonstrados

na Tabela 1.

Tabela 1- Apresentacdo dos grupos experimentais e controles de acordo com o nimero de

amostras e tipo de tratamento dos discos de dentina

Dose de Energia (J/¢n

Comprimento de onda (nmy - (n=26) -
450 nm Grupo 1 Grupo 4
630 nm Grupo 2 Grupo 5
840 nm Grupo 3 Grupo 6
° Grupo 7 (Controle)

Para o grupo controle, os mesmos procedimentos de manipulacdo das
amostras foram realizados, inclusive o posicionamento da LEDTable sobre a

superficie oclusal dos discos de dentina; todavia os diodos nao foram ativados.

4.4 Testes
Os testes realizados e respectivos niameros de amostras por grupo estdo

indicados na Tabela 2.
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Tabela 2- Apresentacdo do nimero de amostras por grupo e testes utilizados

Testes MTT MEV PT e ALP PCR
NUmero de amostras por
grupo 8 2 8 8

4.4.1 Andlise da viabilidade celular (MTT assay)

Esta avaliacéo foi realizada 72 horas pos-irradiacao, utilizando-se para isto
0 meétodo colorimétrico do metiltetrazolium (MTT Assay). Este método determina
a atividade da enzima produzida pelas mitocondrias presentes nas células. Para a
preparacao da solucdo de MTT, 25 mg do sal de metiltetrazolium foram pesados
em balanca analitica de alta precisdo (AG 2000 GEHAKA, Diadema, SP, Brasil)
e, posteriormente, adicionados a 5 mL de solucdo salina de tampéao fosfato (PBS),
alcancando uma mistura final de concentracao igual a 5mMyfif > Os discos
de dentina foram removidos cuidadosamente dos compartimentos com os discos
metalicos, sendo colocados em nova placa de 24 compartimentos. Sobre as
mesmas foi aplicado 90d. de meio de cultura (DMEM) associado a 100de
solucdo de MTT (5 mg/mL do sal metiltetrazolium em PBS). As células em
contato com a solucdo de MTT foram incubadas em estufa umidificada na
temperatura de 37° C pelo tempo de 4 horas. Decorrido este periodo, a solucéo de
MTT foi aspirada cuidadosamente e substituida por @0DOda solucdo de
isopropanol acidificada (0,04 N de HCI). Este procedimento teve o objetivo de
dissolver os cristais violeta resultante da clivagem do anel do sal de

metiltetrazolium pela enzima desidrogenase succinica das mitocondrias das
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células viaveis. Apos agitacdo e verificacdo da homogeneidade das solucdes, trés
aliquotas de 10QL de cada compartimento foram transferidas para unta ple
96 compartimentogCostar Corp. CambridgevassachusettsEUA). Avaliou-se
viabilidade celular de maneira proporcional a absorbéancia determinada a 570 nm
em leitor de ELISA (Multiskan, Ascent 354, Labsystems CE, Lés Ulis, France).

A absorbancia foi expressa em valores numéricos, os quais foram
submetidos a analise estatistica para indicar o efeito da atividade mitocondrial das

células.

4.4.2 Analise da morfologia celular em microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

Para cada grupo do experimento, foram preparadas 2 amostras
representativas para analise da morfologia das células MDPC-23 em microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Para isto, as células tratadas diretamente com
LED e as pertencentes ao grupo controle foram fixadas por 2 horas em
glutaraldeido a 2,5%.

Apos fixacdo das células, estas foram lavadas trés vezes com 1 mL de PBS
(5 minutos cada lavagem) e entdo pos-fixadas por 60 minutos emlL266
tetroxido de 6smio 1%. As amostras foram desidratadas em trocas ascendentes de
solucdes de etanol (30%, 50% e 70%, 2x 95% e 2x 100% - 30 minutos em cada
solucéo), sendo finalmente submetidas a secagem por meio do solvente de baixa
tensao superficial 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane (HMDS - ACROS Organics,

New Jersey, EUA) e mantidas em dessecador durante 12 horas. Finalmente, as
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amostras foram fixadas em “stubs”, metalizadas com ouro, e analisadas em
microscopio eletrébnico de varredura (MEV, JEOL-JMS-T33A Scanning

Microscope, JEOL — EUA Inc., Peabod§assachusettEUA).

4.4.3 Dosagem da proteina total e andlise da atividade de fosfatase alcalina

Para este protocolo, oito amostras por grupo foram selecionadas para
determinacdo da dosagem de proteina total, sendo que destas mesmas amostras
foram obtidas aliquotas para analise da atividade de fosfatase alcalina pelas

células MDPC-23 irradiadas ou nao.

4.4.3.1 Dosagem da proteina total

A dosagem de proteina total foi realizada para cada grupo experimental e
controle, 72 horas apdés a irradiacdo com o LED, segundo protocdReaté
Northcote (1981). O meio de cultura foi aspirado e as amostras foram lavadas trés
vezes com 1 mL de PBS aquecido a 37°C. A lise das células foi realizada
adicionando-se 1,2 mL de lauril sulfato de sédio 0,1% (Sigma — Aldrich,
Missouri, EUA) em cada compartimento por 40 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram entdo homogeneizadas e 1 mL de cada
compartimento foi transferido para tubos Falcon (Corning Incorporated, New
York, EUA) devidamente identificados (tubos testes), sendo que para o tubo
representando o branco, foi acrescentado 1 mL de agua destilada. Em seguida, 1
mL de Solucdo de Reagente de Lowry (Sigma — Aldrich, Missouri, EUA) foi

adicionado em todos os tubos, sendo agitados por 10 segundos em agitador de
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tubos (Phoenix AP 56, Araraquara, SP, Brasil) e permanecendo por 20 minutos
em temperatura ambiente. ApOs esse periodo, acrescentou-se em cada tubo, 500
uL de Solucdo de Folin e Ciocalteau’s Phenol Reagent (Sigma — Aldrich,
Missouri, EUA) e novamente agitou-se por 10 segundos em agitador de tubos.
Trinta minutos apds, trés aliquotas de 0@e cada tubo foram transferidas para
uma placa de 96 compartimentos e a absorbancia 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, Califérnia, EUA)

A dosagem de proteina total foi calculada multiplicando-se a absorbancia

do teste pelo fator de calibracao.

4.4.3.2 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi realizada 72 $iap@0s a irradiagdo das
células, seguindo protocolo do Kit de Fosfatase Alcalina — Ensaio de Ponto Final
(Labtest Diagndstico S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Este ensaio utiliza
0 substrato de timolftaleina monofosfato, um substrato do éster do acido fosforico.
A fosfatase alcalina hidrolisa a timolftaleina monofosfato liberando timolftaleina.
Assim, é possivel medir-se diretamente o produto da hidrdlise, alterando-se o pH.
O pH alterado promove a interrupc¢ao da atividade enzimatica e a formacgéo de cor
azul caracteristica do produto da reagdo, que é medida fotometricamente (Roy,
1970).

O meio de cultura foi aspirado e as amostras foram lavadas trés vezes com
1 mL de PBS aquecido a 37°C. A lise das células foi realizada adicionando-se 1,2

mL de Lauril Sulfato de Sdédio 0,1% (Sigma — Aldrich, Missouri, EUA) em cada
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compartimento por 40 minutos em temperatura ambiente. Enquanto isso, os tubos
Fdcon (testes, padrédo e branco) foram devidamente identificados e 50 pL de
substrato (timolftaleina monofosfato 22 mmol/L - reagente n° 1 do Kit) e 500 pL
de tampéao (300 mmol/L, pH 10,1 - reagente n° 2 do Kit) foram adicionados em
cada tubo. Apenas no tubo padrdo, foi acrescentado 50 pL do padrdo 45 U/L
(reagente n° 4 do Kit). Decorridos os 40 minutos da lise celular, os tubos foram
colocados em banho-maria (Fanem, Guarulhos, SP, Br&fPGipor 2 minutos.
As amostras foram, entdo, homogeneizadas e 50 puL de cada compartimento foram
transferidos para os tubos testes, mantidos em banho-maria e gentilmente
agitados. Apds 10 minutos de incubacéo, foi acrescentado 2 mL de Reagente de
Cor (carbonato de sodio 94 mmol/L e hidroxido de sédio 250 mmol/L — reagente
n° 3 do Kit). A absorbancia dos tubos testes, padréo e branco foi determinada em
espectrofotdmetro (Micronal B382, Sao Paulo, SP, Brasil), no comprimento de
onda de 590 nm.

A atividade de fosfatase alcalina foi calculada multiplicando-se a
absorbancia do teste pelo fator de calibracdo. Em seguida, os valores obtidos
foram normalizados pelo valor do padréo, dividindo-se o valor da ALP pelo valor

obtido com o padréo (pumoltimolf/h/ug).

4.4.4 Expressao de proteinas

4.4.4.1 Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

As células foram transferidas para tubo de microcentrifuga, foi adicionado
1mL de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para inibir a acdo de RNAases - e

incubado por 5min & temperatura ambiente. ApOs este periodo, foram
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adicionados, para cada 1,0mL de Trizol, 0,2mL de cloroférmio (Sigma — Aldrich,
St Louis, EUA,) para promover a liberacdo das proteinas citoplasmaticas.

Os tubos foram submetidos a agitacdo manual por 15 segundos mantidos a
temperatura ambiente por 2 a 3 minutos. Logo apds, as amostras foram
centrifugadas a 1200rcf (Microcentrifuga Eppendorf modelo 5415R, Hamburg,
Germany) por 15 minutos a 4°C. Ap6s a centrifugacdo, estas amostras se
apresentaram divididas em trés fases, uma fase precipitada, correspondente a
porcao organica (fenol, cloroformio, DNA), uma fase intermediaria (proteinas) e
uma fase mais aquosa sobrenadante, correspondente ao RNA (RNA e tampé&o).

A fase aquosa foi aliquotada para um novo tubo, no qual, para cada 1.0mL
de Trizol utilizado foi adicionado 0,5mL de Isopropanol (Sigma — Aldrich, St.
Louis, EUA) para promover a precipitacdo do RNA em solucéo.

As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10 minutos e, a
seguir, centrifugadas a 12.000 rcf por 10 minutos a 4°C. ApOs esta etapa, foi
observada a formacéo de uma fracao precipitada (pellet) no fundo do tubo.

A parte sobrenadante do tubo foi descartada e a fracéo precipitada foi seca
através da inversao dos tubos em papel por 10 minutos.

Apoés a secagem do RNA obtido, foram adicionados, para cada 1.0 mL de
Trizol, 1.0 mL de etanol 75% (Sigma — Aldrich, St. Louis, EUA) e as amostras
foram colocadas em agitacéo e centrifugadas a 7.500 rcf por 5 minutos a 4°C.

A fracdo sobrenadante obtida foi descartada e o RNA submetido ao

mesmo procedimento de secagem previamente descrito, por 30 minutos.
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ApoOs este periodo o RNA foi ressuspenso em 10uL de agua ultrapura
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e a solucao obtida foi incubada por 10 minutos a
55°C.

Parte do RNA obtido (1.0 mL) foi diluido em &gua ultrapura, na
proporcédo de 1:50, para a realizacdo da quantificacdo do RNA em Biofotémetro
(Biophotometer Eppendorf — modelo Eppendorf RS — 232C, Hamburgo,
Germany). Para cada amostra de RNA obtida foi sintetizado o cDNA, para a
realizacdo do gPCR. Esse protocolo foi realizado utilizando High Capacity cDNA
Reverse Transcriptions Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
seguindo o protocolo abaixo descrito.

Em um tubo de microcentrifuga foram adicionados 10x RT Buffer, 10X
RT Random Primers, 25X dNTP Mix, Reverse Transciptase and 0,5ug do RNA
de cada amostra. A seguir, as amostras foram submetidas ao ciclo de

amplificacéo, de 25°C (10min), 37° (120min), 85°C (5sec), 4°.

4.4.4.2Q-PCR

Apos a sintese do cDNA, foi avaliado o efeito da irradiagdo com o LED
sobre a expressao dos genes que codificam fosfatase alcalina (ALP), fribonectina
(FN), colageno tipo | (Col I) Actina (controle enddgeno). Para cada um destes
genes, primers especificos foram desenhados a partir da seqiiéncia de mRNA

(Tabela 3).
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Tabela 3- Sequiéncias e aplicagbes dos primersyparanusculustilizados neste trabalho

Sequéncias dos primers Utilizacado

S: 5 - AGC CAT GTACGT AGC CAT CC 3 Amplificacdo defAct
AS: 5 - CT CTC AGC TGT GGT GGT GAA 3
S: 5-CTG GGG TCT ACT CCA CCG AA -3’ Amplificacdo de FN
AS: 5'- GCC AAG ATT CAG AGACCC GG -3
S: 5"- TGA GGT CCAGGAGGT CCA-3 Amplificacdo de Col-1
AS: 5 -AACTTT GCT TCC CAG ATGTCC -3
S: 5-CTT GAC CTC CTC GGAAGACACTC-3 Amplificacdo de ALP

AS: 5-CGC CCACCACCTTGTAGCC-3

As reacdes foram preparadas com reagentes padronizados para PCR em
tempo real Syber Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) adicionado dos conjuntos de primers para cada gene. As leituras da
fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento Step One Plus (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) a cada ciclo de amplificacdo e,
posteriormente, analisados pelo Step One Software 2.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Todas as reac¢fes foram submetidas as mesmas condicbes
de andlise e normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para
correcdo de flutuagbes na leitura decorrentes a variagdes de volume e evaporagao
ao longo da reacgdo. O resultado, expresso em valor de CT, foi referente ao nimero
de ciclos de PCR necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de
deteccdo. Os resultados individuais expressos em valores de CT foram
transferidos para planilhas e agrupados de acordo com 0sS grupos experimentais,

sendo entdo normalizados de acordo com a expressdao do gene enddgeno
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selecionado (Actina). Logo apds, as concentracdes de RNAmM de ocawla @vo

foram avaliadas estatisticamente.

4.5 Analise Estatistica

O conjunto de dados de cada variavel resposta, ou seja, atividade de SDH,
sintese de proteina total, atividade de fosfatase alcalina, expressédo de colageno
tipo I, expressao de fosfatase alcalina e expressdo de fibronectina, foi avaliado
quanto a sua distribuicdo. Respeitados os requisitos para a selecdo de testes
paramétricos, para todos as variaveis-resposta (MTT, ALP, proteina total,
expressdo de colageno tipo I, ALP e fibronectina), os respectivos testes nao-
paramétricos foram os de Kruskal-Wallis, complementado por Mann-Whitney.
Todos os testes estatisticos foram considerados ao nivel de significancia pré-

determinado de 5%.






5 RESULTADO

5.1 Andlise da viabilidade celular (atividade de SDH pelo ensaio de MTT)

Os dados da atividade de enzima desidrogenase succinica (SDH) pelas células
MDPC-23, em funcao da dose de energia e do comprimento de onda utilizados

estdo apresentados na Tabela 4 e Figura 8.

Tabela 4- Atividade da enzima desidrogenase succinica (%) pelas células MDPC-23, detectada

pelo método MTT, em funcao da dose de energia e do comprimento de onda

Dose de Comprimento de onda (nm)
energia
(Jlent)
455 630 850
0 100,0 (93,8 - 128,7)a’A  100,0 (93,8-128,7)aB  100,0(93,8-128,7)a A
(controle)
4 106,0 (85,78 -112,4)a A 101,1(66,5-136,8) ab AB 81,4 (72,8 -89,8) b B

25 105,2 (71,62 - 143,9) ab A 121,8 (106,7 - 169,7) aA 70,9 (58,4-102,7)b B

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=@ras minGsculas permitem comparacao
nas linhas e letras maidsculas permitem comparacéo nas colunas. Valores com letras iguais ndo
diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p> 0,05).
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FIGURA 8- Grafico representativo dos valores da atividade da enzima desidrogenase succinica

(%) comparando os comprimentos de onda em funcdo das doses deenergia 4 .25 J/cm

Quando realizada a comparacao entre as doses de energia, foi observado
que para o comprimento de onda 455 nm (LED azul), ndo houve diferenca
estatistica entre grupos irradiados e controle (p> 0,05). Ja para o comprimento de
onda 630 nm (LED vermelho), a dose de 25 3/pnovocou um aumento no
metabolismo celular (21,8%) com diferenca estatisticamente significante (p<
0,05) em relacdo ao controle, enquanto que para o comprimento de onda 850 nm
(LED infravermelho), as doses de 4 e 25 J/apresentaram menores valores em
relacdo ao grupo que nao recebeu irradiacdo (diminuicdo em 18,6% e 29,1%

respectivamente, p< 0,05).



Quando os comprimentos de onda foram comparados entre si, para a dose
de 4 J/icr, houve diferenca estatisticamente significante entre os comprimentos
de onda 455 nm e 850 nm (p <0,05), sendo que a luz azul apresentou melhores
resultados. Para a dose de energia de 25°Jhwuve diferenca entre 0s grupos
irradiados com LED vermelho (630 nm) e o LED infravermelho (850 nm), sendo

gue o grupo irradiado com luz vermelha apresentou maiores valores (p< 0,05).
5.2  Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

Os dados da atividade de fosfatase alcalina (ALP) pelas células MDPC-23,
em funcdo da dose de energia e do comprimento de onda utilizados estao

apresentados na Tabela 5 e Figura 9.

Tabela 5- Atividade de fosfatase alcalina (%) pelas células MDPC-23, em fungdo da dose de

energia e do comprimento de onda

Dose de Comprimento de onda (nm)
energia
(Jlend)
455 630 850

0 100,0 (83,3 - 103,7) a'B 100,0 (83,3-103,7)aB 100,0 (83,3-103,7)a B
(controle)

4 125,8 (82,6 - 253,4) bAB 146,7 (109,7 - 177,5) b A 320,1 (214,7 - 556,6) a A

25  213,0 (175,8 - 259,7) a A181,7 (159,5 - 296,6) a A 221,2 (163,2 - 284,1) a A

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), nt@tras mindsculas permitem comparacéo
nas linhas e letras maidsculas permitem comparacédo nas colunas. Valores com letras iguais ndo

diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).
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FIGURA 9- Grafico representativo dos valores de sintese da fosfatase alcalina (%) comparando os

comprimentos de onda em funcéo das doses de energia 4 e 25 J/cm

Quando realizada a comparagdo entre as doses de energia, péde ser
observado que os grupos irradiados apresentaram maiores valores de atividade da
fosfatase alcalina, quando comparados ao grupo controle, para todos o0s
comprimentos, exceto para o LED azul, na dose de 4°Jfzm0,05). Para o
comprimento de onda de 455nm (LED azul), o grupo irradiado com 25 J/cm
diferiu-se estatisticamente do grupo controle (p<0,05) com aumento na atividade
de ALP de 113%. Para o comprimento de onda 630 (LED vermelho), os grupos
irradiados com 4 e 25 J/éntambém apresentaram valores superiores com
significancia estatistica (p<0,05), com aumento na atividade de ALP de 46,7% e

81,7%, respectivamente. Para o comprimento de onda de 855 nm (LED



infravermelho), os grupos irradiados com 4 e 25 J/cda mesma forma,
apresentaram maiores valores com diferenca estatisticamente significante (p<
0,05) em relacdo ao controle, com aumento na atividade de ALP de 220% e

121%, respectivamente.

Quando os comprimentos de onda foram comparados, foi observado que
ndo houve diferenca entre os grupos quando as células foram irradiadas com a
dose de 25 J/cm(p> 0,05). Entretanto, quando irradiadas com 4 2)/onaior
atividade de ALP foi observada pasacomprimento de onda de 830 nm em
comparacao aos comprimentos de 455 nm e 630 nm (p< 0,05), os quais nao

diferiram estatisticamente entre si (p> 0,05).
5.3Producao de proteina total (PT)

Os dados de producao de proteina total (PT) pelas células MDPC-23, em
funcdo da dose de energia e do comprimento de onda utilizados estédo

apresentados na Tabela 6 e Figura 10 abaixo.



Tabela 6- Producao de proteina total (%) pelas células MDPC-23, em fungéo da dose de energia e

do comprimento de onda

Dose de Comprimento de onda (nm)
energia
(Jlenf)
455 630 850

0 101,0 (100,0 - 118,5) a'/A 101,0 (100,0 - 118,5) a A 101,0 (100,0 - 118,5) a A
(controle)

4 93,8(80,6-113,2)abA 103,9(98,1-255)aA 91,8 (76,1-99,8) b A

25 109,1 (95,5-129,7)aA  106,5 (89,7 - 119,2) aA 93,1 (80,5-112,7) a A

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=@ras mindsculas permitem comparacéo
nas linhas e letras maidsculas permitem comparacédo nas colunas. Valores com letras iguais ndo

diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).
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FIGURA 10- Gréfico representativo dos valores de producgdo de proteina total (%) pelas células

MDPC-23 comparando os comprimentos de onda em funcdo das doses de energia 4% 25 J/cm

Quando as doses de energia foram comparadas, ndo houve diferenca
estatistica entre grupos irradiados e controle, para nenhum dos comprimentos de
onda utlizados (p> 0,05). Ja quando os comprimentos de onda foram
comparados, observou-se diferenca estatisticamente significante entre os
comprimentos 630 nm (LED vermelho) e 850 nm (LED infravermelho), apenas
na dose de 4 J/&nsendo que o comprimento pertencente a regido vermelha

apresentou melhores resultados (p< 0,05).



5.4 Avaliagédo da expressao génica por RT-PCR

5.4.1 Expresséao do colageno tipo | (Col I)

Os dados da expresséao de colageno tipo | pelas células MDPC-23 (ap6s 72
horas da irradiacdo) em funcéo da dose de energia e do comprimento de onda

utilizados estdo apresentados na Tabela 7 e Figura 11 abaixo.

Tabela 7- Expressao de colageno tipo | (%) pelas células MDPC-23 (ap6s 72 horas da irradiagao)

em funcdo da dose de energia e do comprimento de onda

Dose de Comprimento de onda (nm)
energia
(JIlend)
455 630 850
0 100,2 (91,6 - 137,9) a’A 100,2 (91,6 - 137,9)a A 100,2 (91,6 - 137,9) a B
(controle)

4 36,0 (28,58 - 48,7)cB 91,7 (81,6 - 100,7)b A 267,6 (225,2 - 309,1) a A

25  44,2(33,8-60,8)bB  60,3(54,0-66,1)bB 74,7 (64,5-100,0) a B

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=d@ras mindsculas permitem comparac&o
nas linhas e letras mailsculas permitem comparacédo nas colunas. Valores com letras iguais nao

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



comprimento de onda
- B a455nm
B 530nm
O 850nm
300,00 —
—
=
©
oJ
@ 200,00 — \
-
o
o
1751
v
U
.
[=%
>
Ll
100,00 — %
000 —

T T I
controle 4)fem? 25 Jfcm?

Dose de energia

FIGURA 11- Gréfico representativo dos valores da expressédo de colageno tipo | (%) por células
MDPC-23, pela técnica RT-PCR, comparando os comprimentos de onda em funcéo das doses de
energia 4 e 25 J/dm

Quando realizada a comparacao entre as doses de energia, a irradiagao
com o comprimento de onda de 455 nm, para ambas a doses (4 %5 gérou
valores menores, com p< 0,05 (diminuicdo em 64% e 56% respectivamente). Para
o LED vermelho, o grupo de 4 J/gZmao diferiu estatisticamente do grupo
contole, entretanto a dose de 25 Hamduziu a expressdo de colageno tipo |
(diminuicdo em 40%, p< 0,05). Para o LED infravermelho a dose de 4 J/cm

resultou em maior expressdo do coladgeno tipo | em relagdo ao grupo controle,



sendo que o aumento da expressao foi em 168% (p< 0,05), a dose de?28Bid/cm

diferiu-se estatisticamente (p> 0,05).

Quando os comprimentos de onda foram comparados entre si, para a dose
de 4 J/crfy houve diferenca estatisticamente significante (p< 0,05) entre todos os
conprimentos, sendo que o 855 nm (infravermelho) apresentou melhores
resultados, seguido do 630 nm (vermelho) e 455 nm (azul). Para a dose de 25
Jlent o comprimento de onda de 850 nm apresentou maiores valores em relacéo
aos comprimentos 455 nm e 630 nm (p< 0,05), os quais néo diferem entre si (p>

0,05).

5.4.2 Expressao do fibronectina (FN)

Os dados da expresséo de fibronectina pelas células MDPC-23 (apés 72
horas da irradiacdo) em funcéo da dose de energia e do comprimento de onda

utilizados estao apresentados na Tabela 8 e Figura 12 abaixo.



Tabela 8- Expresséo de fibronectina (%) pelas células MDPC-23 (apds 72 horas da irradiacdo) em

funcéo da dose de energia e do comprimento de onda

Dose de Comprimento de onda (nm)
energia
(Jlend)
455 630 850

0 (controle) 99,9 (92,5-113,8)a’A 999 (92,5-113,8)aA 99,9 (92,5-113,8) a A

4 112,0 (79,5 - 129,4) ab A 196,1 (92,9 - 247,3) a A 95,1 (76,7 - 125,7) b A

25 82,8(57,1-1029)aA  46,1(22,6-558)bB 89,4 (86,3 - 92,0) a A

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=d@ras mindsculas permitem comparac&o
nas linhas e letras maidsculas permitem comparacéo nas colunas. Valores com letras iguais ndo

diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).
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FIGURA 12- Grafico representativo dos valores de expressao de fibronectina (%) pelas células

MDPC-23 comparando os comprimentos de onda em funcdo das doses de energia 4% 25 J/cm

N&o foi observada diferenca estatistica entre as doses (0-néo irradiado, 4 e
25 Jcnt) para o grupo de 455 nm e 850 nm (p>0,05). Para o grupo irradiado com
LED vermelho (630 nm), a dose de 25 Faiiminuiu a expressdo de FN em
relacdo ao grupo ndo irradiado (diminuicdo em 54%, p< 0,05) e a dose de€* 4 J/cm
gerou valores superiores quando comparada ao grupo irradiado com 3%p¥cm

0,05), poém sem diferir estatisticamente do controle (p> 0,05).

Quando os comprimentos de onda foram comparados entre si, para a dose
de 4 J/cri houve diferenca estatisticamente significante entre os comprimentos

de onda 850 nm e 630 nm (p< 0,05), sendo que o LED vermelho apresentou



melhores valores. J& para a dose de 25%)/omgrupos irradiados com LED
infravermelho (850 nm) e azul (455 nm) apresentaram maiores valores para
expressdo de fibronectina quando comparados ao grupo irradiado com LED

vermelho (630 nm), com p< 0,05, porém sem diferenca entre eles.
5.4.3 Expresséao de fosfatase alcalina (ALP)

Os dados da expresséao de fosfatase alcalina pelas células MDPC-23 (ap6s
72 horas da irradiacdo) em funcdo da dose de energia e do comprimento de onda

utilizados estdo apresentados na Tabela 9 e Figura 13 abaixo.

Tabela 9- Expressdao de fosfatase alcalina (%) pelas células MDPC-23 (apds 72 horas da

irradiacdo) em funcdo da dose de energia e do comprimento de onda

Dose de Comprimento de onda (nm)
energia
(Jlenf)
455 630 850
0 99,8 (93,9-125,7)a’A 99,8(93,9-1257)aA 99,8 (93,9-1257)aA
(controle)
4 77,3(41,8-136,1)a A 60,7(40,5 - 134,2) a AB 85,9 (46,8 - 139,3) a AB

25 25,9 (15,0-40,1)cB 52,7 (43,8-57,6)bB 80,3 (74,6 -93,7) a B

Valores sdo medianas (percentil 25-percentil 75), n=d@ras mindsculas permitem comparac&o
nas linhas e letras mailsculas permitem comparacédo nas colunas. Valores com letras iguais nao

diferem estatisticamente entre si (Mann-Whitney, p > 0,05).
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FIGURA 13- Grafico representativo dos valores de expressdo de fosfatase alcalina (%) pelas

células MDPC-23 comparando os comprimentos de onda em fungdo das doses de energia 4 e 25

Jlend.

Para o grupo irradiado com o comprimento de onda de 455 nm, a dose de
25 Jcn? provocou diminuigéio da expressdo de ALP apés 72 horas da irradiacéo
(diminuicdo em 74%, p< 0,05), sendo que grupo controle e £ d&ondiferiram
ente si (p> 0,05). Para o grupo irradiado com LED vermelho (630 nm), a dose de
25 J/cni diminuiu a expressdo de ALP em relacdo ao grupo néo irradiado em 47%
(p< 0,05). Para o comprimento de onda de 850 nm, as doses de 4 e 28adcm
diferiram estatisticamente do grupo controle para nenhum dos comprimentos (p>

0,05).

Quando os comprimentos de onda foram comparados entre si, para a dose

de 4 Jlcfi ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os



comprimentos de onda (p> 0,05), enquanto que para a dose de 25 J/em?, o grupo
irradiado com LED infravermelho (850 nm) gerou maiores valores de expressio
da fosfatase alcalina seguido do comprimento de onda de 630 nm e 455 nm, com

p= 0,05 para todos as comparagdes.

5.5 Analise da morfologia celular em Microscopia Eletronica de Varredura

(MEYV)

A- Grupo controle (nfo irradiado): Um grande nimero de células MDPC-

23 pode ser observado forrando o tecido dentinario (Figuras 14a ¢ 14b).

:
20KV X 500

FIGURA 14 (a,b) — Morfologia das células odontoblastoides MDPC-23 do grupo
controle.

B- Grupo irradiado com LED azul (455 nm) na dose de 4 T/em?: Um

menor numero de células recobrindo o tecido ¢ observado, levando a
exposigdo dos tibulos dentinarios. Entretanto, numerosas mitoses estdo

presentes (setas) (Figuras 15a e 15b).
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FIGURA 15 (a,b) — Morfologia das células odontoblastéides MDPC-23 do grupo
irradiado com LED azul (455 nm) na dose de 4 3/cm

C- Grupo irradiado com LED azul (455 nm) na dose de 25 2J/thm

grande numero de células recobrindo o tecido é observado, sendo que

numerosas mitoses estao presentes (setas) (Figuras 16a e 16b).
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FIGURA 16 (a,b) — Morfologia das células odontoblastéides MDPC-23do grupo
irradiado com LED azul (455 nm) na dose de 25 2/cm

D- Grupo irradiado com LED vermelho (630 nm) na dose de 4%Jl¢m

reduzido numero de células recobrindo o tecido € observado, expondo



os tdbulos dentinarios, porém a presenca de mitoses é observada

(setas) (Figuras 17a e 17b).

'_._JOKV # X 500

FIGURA 17 (a,b) — Morfologia das células odontoblastéides MDPC-23 do grupo
irradiado com LED vermelho (630 nm) na dose de 42%/cm

E- Grupo irradiado com LED vermelho (630 nm) na dose de 25%)/cm

Um grande numero de células recobrindo o tecido dentinario e a

presenca de mitoses é observada (setas) (Figuras 18a e 18b).

X 1000

FIGURA 18 (a,b) — Morfologia das células odontoblastoides MDPC-23do grupo
irradiado com LED vermelho (630 nm) na dose de 252%)/cm



F- Grupo irradiado com LED infravermelho (850 nm) na dose de 4:J/cm

Um grande numero de células recobrindo o tecido dentinario e a
presenca de mitoses (seta) sdo observados; entretanto alguns tubulos

dentinarios encontram-se expostos (Figuras 19a e 19b).

20KV Ux 500 f “P20kv 7 x 1000

FIGURA 19 (a,b) — Morfologia das células odontoblastéides MDPC-23do grupo
irradiado com LED infravermelho (850 nm) na dose de 4%/cm

G- Grupo irradiado com LED infravermelho (850 nm) na dose de 25

Jlcnt: Pode-se observar um grande nimero de células recobrindo o
tecido dentinario e a presenca de mitoses (setas), entretanto como na
dose de 4 J/ct ha exposicdo d alguns tdbulos dentinarios (Figuras

20a e20b).
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FIGURA 20 (a,b) — Morfologia das células odontoblastéides MDPC-23do grupo
irradiado com LED infravermelho (850 nm) na dose de 252)/cm

Para possibilitar uma melhor comparagédo entre os diferentes grupos
experimentais, as imagens geradas (nos diferentes aumentos) por Microscopia
Eletrénica de Varredura das células MDPC-23 cultivadas em discos de

dentina, apos receberem os tratamentos estdo indicadas nas Figuras 21 e 22.
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FIGURA 21- Imagens geradas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com aumento em
x500, indicando células MDPC-213 sobre disco de dentina apos tratamento. Letras a,b,c e d
representam grupo controle, LED 455, 630 e 850 nm, respectivamente (DE?4 L¥tras e,f,g e

h representam grupo controle, LED 455, 630 e 850 nm, respectivamente (DE: 95 J/cm
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FIGURA 22- Imagens geradas por Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) com aumento
original x 1000, demonstrando a presenca de células MDPC-23 sobre disco de dentina apés
tratamento. Letras a, b, ¢ e d representam grupo controle, LED 455, 630 e 850 nm,
respectivamente (DE: 4 J/énLetras e, f, g e h representam grupo controle, LED 455, 630 e 850
nm, respectivamente (DE: 25 J/@m



Com o objetivo de facilitar a interpretacdo do comportamento celular nas
diferentes avaliagcbes e a comparacao entre os comprimentos de onda e doses de

energia testados, os dados foram resumidos na Tabela 10.

Tabela 10- Resposta celular encontrada para cada teste (72 horas apés a irradiacéo) de acordo com

osdiferentes parametros testados quando comparados ao grupo controle (ndo irradiado)

TESTES

Parémetros (72 horas ap6s a irradiagao)

testados MTT  ALP _ PT _ MEV FN Coll  ALP
(PCR) (PCR) (PCR)
(azul)
455 nm =C =C =C -forrado =C - 64% =C
4 Jjent
(azul)

455 nm =C +113% =C =C =C -56% -74%
25 Jient

(vermelho)
630 nm =C +47% =C -forrado =C =C =C
4 Jjent

(vermelho)
630 nm +22% +82% =C +forrado -54% -40% -47%
25 Jient

(infravermelho)
850 nm -19% +220% =C =C =C + 168% =C
4 Jjent
(infravermelho)

850 nm -29% +121% =C =C =C =C =C
25 Jient

Resultados apresentados significam: iguais ao controle (= C), aumento da expressao, producéo ou
atividade (+ %), diminuicao da expressao, producao ou atividade (- %), maior numero de células
recobrindo o tecido dentinario (+ forrado) ou menor namero de células recobrindo o tecido

dentinario (- forrado).
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de diodos emissores de luz (LED) tem sido sugerida como
forma de terapia em diversas areas da saude, particularmente para tratamento de

§%23 & doenca de Alzaimér Este tipo de luz também tem sido

dermatite
empregado para analgesia muscular, acdo antiinflam&dtfie na regeneracéo
de tecidos lesionadds®***>1"2271 Egpecificamente na area da Odontologia, 0
LED tem sido sugerido como forma de tratamento para mucdsitéeambém de

hipersensibilidade dentinafa

A acédo da luz na diminuicdo da hipersensibilidade da dentina parece
ocorrer devido ao aumento do limiar de excitacdo das terminacdes nervosas livres
na polpa, além da capacidade de estimular a diferenciacdo de células
mesenquimais em odontoblastos, ativando a sintese da matriz de dentina terciaria
rica em colagerfd’”. Tate et al’ (2006) irradiaram molares de ratos com laser de
baxa intensidade e verificaram formacao de tecido mineralizado apés 30 dias da
irradiacdo. Entretanto, para que a luz tenha algum efeito benéfico para a polpa, ela
precisa ser transmitida através do tecido dentinario e alcancar as células pulpares
numa dose de energia suficiente para bioestimula-las. Segundo Gad® Xing
(2009) existem muitos estudos avaliando os efeitos clinicos da luz; por outro
lado, poucas sdo as pesquisas desenvolvidas na area basica com o objetivo de
determinar os parametros ideais para a aplicacdo da luz nas diversas atividades
terapéuticas. Desta maneira, o presente estudo avaliou o efeito transdentinario do
LED sobre células odontoblastéides MDPC-23 cultivadas em discos de dentina,

empregando para isto trés comprimentos de onda pertencentes a diferentes
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espectros, para os quais alguns efeitos celulares positivos ja foram descritos na
literaturd®>*°%>%2 Assim, foi demonstrado, na presente pesquisa, que as células
odontobastoides responderam de diferentes formas, dependendo do comprimento

de onda e da dose de energia utilizada.

Discos de dentina com espessura de 0,2 mm foram usados na presente
pesquisa com o objetivo de simular situagdes clinicas onde as cavidades dentarias
sdo muito profundas e a agresséao as células do tecido pulpar pode ser considerada
intensa. Neste estudo, a distribuicdo homogénea dos discos de dentina entre os
diferentes grupos foi baseada na perda de poténcia ocorrida em cada disco, e nao
nos valores de permeabilidade dentinaria como realizado em estudos ahteriores
Este parametro metodoldgico foi determinado com base no estudo de Turrioni et
al,”® em 2011, onde foi demonstrado a baixa correlacéo entre a passagem de luz
pelo tecido dentinario e sua permeabilidade (definida pelo nimero e didametro dos
tubulos dentinarios). Assim, 0s autores sugeriram que o teste mais indicado para a
distribuicdo homogénea dos discos entre os diferentes grupos experimentais, para
estudos que avaliam a acdo de luz através da dentina, é a perda de poténcia
transdentinaria.

Com relacdo aos parametros de irradiacao utilizados no presente estudo,
encontrou-se dificuldade em determinar a irradiancia e a dose de energia ideais
para estimulacédo da cultura celular, devido a falta de padronizacdo nos estudos ja
existentes. De acordo com a revisdo de literatura, as doses de energia do LED
utilizadas para bioestimulacéo variaram de 0,093 %¢m 162 J/icrh’® sendo

que a dose mais estudada pelos pesquisadores foi a de 4°3/cth®® Desta
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forma, as duas doses de energia testadas na presente pesquisa (4 9 85tafcm
dento do intervalo de doses anteriormente avaliadas. Quanto aos valores de
irradiancia, a revisdo de literatura apresentou uma variacdo de 0,5 m¥¥&m
140 mW/cnr ?° sendo que a maior parte dos estudos utilizou irradiancia abaixo
de 10 mwicnf 1%3444505153658182Ng presente estudo, foi empregada a
irradiancia de 88 mwi/chrdevido a trés motivos: 1- a luz necessitava ultrapassar
umabarreira dentinaria, e sendo assim, isto ndo ocorreria se fosse utilizada uma
irradiancia igual ou inferior a 10 mW/ém2- a dose testada é a maxima que o
LED infravermelho consegue alcancar sem causar danos aos diodos; e 3- a dose
de poténcia proposta esta dentro do intervalo de irradiancia previamente avaliada
na literaturd®* Além disso, valores de poténcia variando de 1 a 500 mW, em
doses de 0,04 a 50 J/dmsdo considerados parametros de terapia de baixa
intensidade, sendo assim recomendados para estimular células en.cultura

Além do comprimento de onda, dose de energia e irradiancia, deve-se
levar em consideracao, também, alguns outros fatores, tais como: a) densidade de
células cultivadas para o experimento; b) tempo de incubac&o antes da irradiacao
(que determina o nivel de confluéncia celular); c) existéncia ou ndo de estresse
celular; d) numero de irradiacbes realizadas; e e) tempo de avaliagcdo pos-
irradiacdo, o0s quais influenciam a resposta das células frente a
fototerapi&®2°°0°1636484 | i et al® (2010) utilizaram LED vermelho na
irradiacdo de células mesenquimais e verificaram que a densidade de
plagueamento interferiu na resposta celular, sendo que a densidade de 100

células/cm (menor densidade testada), apresentou os melhores resultados para o
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teste de proliferacdo. No presente estudo, as ceélulas foram semeadas numa
densdade de 3x1bcélulas/disco, as quais foram, entdo, incubadas por 24 horas
em meio de cultura completo (DMEM + 10% de SFB). Decorrido este periodo
inicial, 0 meio de cultura foi substituido por outro com reduzida quantidade de
soro fetal bovino (DMEM + 2% de SFB), onde as células permaneceram por mais
24 horas, até receberem as irradiacdes. Este protocolo coincide com aqueles
utilizados em estudos anteriores realizados com células MDPEL2E
importante ressaltar que neste caso, os protocolos variam de acordo com o tipo de
célula em questao; entretanto, de acordo com a revisao de literatura, o tempo de
incubacdo mais utilizado, independente do tipo celular, foi de 24 horas antes da
irradiagag®2934°0°1.7681.828% 16m disso, AlIGhamdi et 81(2011) demonstraram

que, para obtencdo de resposta maxima da proliferacdo induzida pela luz, as
células precisam estar em um nivel de confluéncia minima de 20% no momento
da irradiacdo. Como observado na Figura 7 apresentada na metodologia deste
estudo, sugere-se que o nivel de confluéncia das células MDPC-23, no momento
da irradiacéo era maior do que 20%. Todos os fatores discutidos até o momento
sao importantes para se conseguir uma resposta efetiva das células submetidas a
irradiacao.

No presente estudo, observou-se aumento significdmteetabolismo
celular apenas para 0 grupo submetido a irradiacdo de 25 dfom LED
vemelho ¢= 630 nm), sendo que para o LED aza 455 nm), nas doses de 4 e
25 Jen? e para o LED vermelho, na dose de 4 3/aréio houve diferenca

edatistica em relacdo ao controle. J4 as doses de 4 e Z5rdoccomprimento de
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onda de 850 nm (LED infravermelho), provocaram diminuicdo do metabolismo
cdular apés 72 horas da irradiacdo. Vinck et'g2003) irradiaram fibroblastos

com LED vermelho e infravermelho, sendo que o metabolismo celular foi
avaliado apos 24 e 72 horas. Observou-se aumento do metabolismo no tempo de
24 horas e diminuicdo do metabolismo no tempo de 72 horas. Os autores
justificaram que a reducdo do metabolismo no periodo de 72 horas pode ter
acontecido devido a uma possivel confluéncia ocorrida depois de um longo tempo
de incubacéo, o que provoca inibicdo do metabolismo celular por contato. Sugere-
se que, no presente estudo, este evento tenha ocorrido para o comprimento de
onda infravermelho, o qual pode ter proporcionado uma maior proliferacao
celular, levando as células a entrarem em confluéncia em um menor periodo de
tempo, causando a diminuicdo no metabolismo das células MDPC-23 ap0s 72
horas de incubacéo.

Outros estudos também avaliaram o efeito da luz sobre o metabolismo
celular através do método de MTT, sendo que as respostas encontradas apos
estimulo foram: aumento do metabolismo apés 24 fid¥asu apds trés dide
metabolismo semelhante ao grupo conttdfé E importante ressaltar que as
respostas foram sempre dependentes do tipo de cultura celular e parametros de
irradiacdo testados. Deste modo, as células que apresentaram aumento do
metabolismo apos 24 horas da Ultima irradiacdo foram as de linhagem
fibroblastica, semeadas na densidade de “7x&ulas/crfi, incubadas por 24
horss e submetidas a 3 irradiacdes didfi&s sendo que este protocolo nao

coincide com aquele empregado na presente pesquisa. Tal protocolo nao foi
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utilizado no presente estudo devido a diferenca do tipo celular, a necessidade de
umaunica irradiacdo para simular a condicdo clinica na cavidade antes de uma
restauracao, e a existéncia de protocolos utilizando irradiagcdo em células MDPC-
230394

Além da avaliacdo do metabolismo celular, também foi analisado no
presente estudo, a atividade de fosfatase alcalina (ALP) pelas células MDPC-23.
A ALP é uma enzima expressa por celulas (osteoblastos ou odontoblastos) que
participam da mineralizacdo inicial da matriz (6ssea ou dentinaria), sendo
considerada, desta maneira, um marcador de diferenciagcdo para estes tipos

celulare§*>!

A andlisedosresultados do presente estudo, caracterizou ordame

na atividade desta proteina para todos os grupos irradiados, exceto para 0 grupo
de 4 J/crfi do LED azul.Pesquisas préviaslemonstram que, dependendo do
pa@metro de irradiacdo utilizado, diferentes respostas podem ocorrer quanto a
atividade de ALP**'® Oliveira et af® (2008) irradiaram células
odonbblastéides com laser de baixa intensidade no comprimento de onda
infravermelho (I: 9,3 mW/cf) DE: 0,32 J/cif) e encontraram uma diminuicéo da
atividade de ALP para o grupo irradiado. Entretanto, outras investigacdes que
avaliaram o efeito da luz sobre cultura de células mesenquimais, encontraram
aumento da expressdo desta proteina ap6s irradiacdo com LED vétiteNo
presente estudo, foi observado aumento da atividade desta enzima, o qual variou
de 47 % (LED vermelho, 25 J/éra 220% (LED infravermelho, 4 J/émDesta

forma, a irradiacdo com LED infravermelho promoveu uma diminuicdo do

metabolismo celular provavelmente pela confluéncia em um menor ¥emgo
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impedindo, no entanto, a continuidade e aumento na sintese e atividade de
fosfatase alcalina pelas células MDPC-2& imagens em MEV das amostras
subméidas a irradiacdo com LED infravermelho foram semelhantes aquelas do
grupo controle, sugerindo que a diminuicdo do metabolismo ndo foi devido a
morte celular. Portanto, acredita-se que a irradiacdo com LED nos diferentes
comprimentos gerou um estimulo capaz induzir o aumento na atividade de
fosfatase alcalina pelas células odontoblastoides.

Quanto a analise da expresséao de genes relacionados a formacéo de matriz
dentinaria e sua mineralizacdo (FN, Col | e ALP), de uma maneira geral, 0s
grupos irradiados apresentaram respostas semelhantes ao controle ou provocaram
diminuicdo da expressao destes genes. A excec¢dao foi para o comprimento de onda
infravermelho, na dose de 4 Jknctuja irradiacdo promoveu aumento da
expressao de Col | em 167%, quando comparado ao grupo controle. Da mesma
forma, estudos anteriores que avaliaram a expressédo de Col | ou ALP relataram
que a resposta do grupo irradiado foi semelhante ao cShmaleue a expresséo
foi aumentada para os grupos irradidddsKim et al** (2009) utilizaram LED
vermelho (I: 9,29 mW/crfy DE: 0,279 J/cff) para irradiar cultura de células
mesenquimais. Os autores demonstraram, diferentemente do protocolo utilizado
no presente estudo, no qual foi avaliado a expressdo de ALP 72 horas apos a
irradiacdo, a ocorréncia de significante aumento na expressao de ALP no periodo
de 48 horas apds a irradiacdo. Num trabalho recente, Barolef €2G09)
irradiaram cultura 3D (fibroblastos e queratinécitos) com LED vermelho. Os

autores, os quais aplicaram 11 irradiacdes sobre as células durante 4 semanas,
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demonstraram a ocorréncia de aumento na expressdo de Col I. Ambos os
protocolos relatados se diferem do utilizado para as células odontoblaséides neste
estudo. A diminuicdo da expressdo de FN, Col | e ALP, observado no presente
estudo para as células MDPC-23, em alguns grupos irradiados, pode ter
acontecido em decorréncia de um possivel estimulo inibitério do LED, para os
parametros selecionados, sobre as células MDPC-23 ou ao tempo de avaliacdo
inadequado para detectar o pico de expressdo destes genes. Como a atividade de
fosfatase alcalina foi aumentada para os grupos irradiados, é sugerido que o pico
de sinalizacdo da expresséo dos genes selecionados tenha ocorrido em um periodo
anterior a 72 horas e que no momento da avaliacdo, as células ja ndo sinalizavam
para a producao de Col I, FN e ALP.

Deste modo, o presente estudo apresentou algumas limitagbes como a
falta de dados cientificos anteriores que indicassem o parametro de irradiacdo
ideal para o tipo celular estudado e a auséncia de obtencdo da curva
tempo/resposta para a expressao de Col I, FN e ALP. Sugere-se a realizacao de
novas investigacdes para avaliar a curva tempo/resposta da expressao dos genes
analisados no presente estudo, seguindo o0 mesmo protocolo de irradiacdo. Seria
importante, também, fazer a avaliacdo das vias de sinalizacdo relacionadas com o
aumento da producédo de proteinas envolvidas na formacédo e mineralizacdo da

matriz dentinaria, por células irradiadas com LED.






Conclusio

7 CONCLUSAO

Com base nas condicOes experimentais do presente estudo e de acordo

com a metodologia empregada, foi possivel concluir que:

1. A irradiacdo com LED vermelhd.(= 630 nm), na dose de 25 Jfcm

promoveu aumento do metabolismo de células MDPC-23;

2. A atividade de fosfatase alcalina foi aumentada para todos 0s grupos
irradiados exceto para o grupo irradiado com LED azu¥g5 nm) na

dosede 4 J/crf

3. A irradiacdo com LED infravermelha@< 850 nm), na dose de 4 Jim

edimulou a expressao de Col | pelas células MDPC-23;

4. O comprimento de onda e a dose de energia foram fatores que
interferiram na resposta celular frente a irradiagdo com diodos

emissores de luz.
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