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Tagliani MM. Resposta de células odontoblastéides MDPC-23 irradiadas com LED de
630 nm. [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;

2010.

RESUMO

Na biofotonica, lasers e LEDs (light-emitting diodes) tém sido empregados na
bioestimulagdo de células e tecidos. LED ¢ um diodo semicondutor que, quando
energizado, produz luz de espectro estreito, em forma de eletroluminescéncia.
Experimentos in vitro utilizando LEDs com diferentes comprimentos de onda
demonstraram a ocorréncia de significativo estimulo no crescimento celular, efeito
antiinflamatério ¢ antimicrobiano, além do metabolismo celular aumentado. Na
odontologia, a aplicacdo clinica de lasers e LEDs em terapias objetivando a reducdo da
hipersensibilidade dentinaria tem se mostrado efetiva, através de aparente sintese e
deposicdo de dentina reacional. Entretanto, ndo ha trabalhos na literatura que
demonstrem o efeito do LED sobre a cultura de odontoblastos, tampouco dados
cientificos caracterizando a relacdo entre LED e reducdo da hipersensibilidade
dentindria. Assim, o objetivo desta pesquisa foi investigar a agdo do LED em 630 nm
sobre o metabolismo de células de linhagem odontoblastica MDPC-23. Para isto, as
células foram descongeladas, cultivadas e plaqueadas. Entdo, o LED foi aplicado
diretamente sobre estas células, em diferentes tempos (20, 40, 80 ¢ 240”) e condigdes de
estresse (2 ou 10% de SFB), de acordo com cada grupo experimental, por trés dias
consecutivos, através de um dispositivo de irradiagio denominado “LEDTable”.
Posteriormente, foram avaliados a viabilidade celular, através do teste MTT, e a

morfologia celular, por microscopia eletronica de varredura. Os dados obtidos nos testes
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de MTT foram submetidos ao teste de Mann-Whitney para a comparacdo das
concentragdes de soro fetal bovino em cada dose de energia individualmente. Foi
utilizado também o teste de Kruskal-Wallis para comparar as diferentes doses de
energia em cada concentracdo de soro fetal bovino.

Os dados foram analisados estatisticamente em nivel de significancia pré-
determinado de 5%. Numa avaliagdo comparativa entre os grupos foi possivel
demonstrar que células MDPC-23 mantidas em condi¢des normais s@o bioestimuladas
através de sua irradiagdo com baixa dose de LED, tal como com 1 J/cm® Porém, em
condi¢des de estresse por restricdo de soro fetal bovino (2% SFB), as células MDPC-23
apenas sdo bioestimuladas através de doses mais elevadas de irradiacdo com LED, tal
como com 4 J/cm®. Por outro lado, a aplicacdo de uma dose de 8 J/cm® ndo influencia o
metabolismo desta linhagem de célula odontoblastdide. A analise de MEV demonstrou
um maior numero de células aderidas ao substrato apods irradiagdo com 4J/cm®. De
acordo com as condi¢des experimentais deste estudo in vitro, foi possivel concluir, tal
como anteriormente demonstrado para outras linhagens celulares, que a terapia com
LED no comprimento de onda em torno de 630 nm sob fluéncia de 4 J/cm® foi efetiva

no processo de bioestimulagdo das células odontoblastéides MDPC-23.

Palavras chave: odontoblastos, técnicas de cultura celular; fototerapia



Tagliani MM. Response of Odontoblast-like cells to 630 nm LED irradiation.

[Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP, 2010.

ABSTRACT

Lasers and LEDs (light-emitting diodes) have been used for biostimulation of
cells and tissues. LED is a semiconductor diode which produces limited spectrum
visible light. In vitro experiments using LEDs at different wavelengths have shown an
enhancement of cell growth, anti-inflammatory and antibacterial effects and increased
cell metabolism. In dentistry, the use of lasers and LEDs in therapies to reduce dental
hypersensitivity has been proved to be clinically effective, through the synthesis and
deposition of reactionary dentin. However, there are no studies that demonstrate the
effect of LED therapy on odontoblast-like cells and there is no scientific data linking
LED irradiation to dental hypersensitivity reduction. For this reason, the aim of this
study was to investigate the effect of LED 630 nm irradiation on MDPC-23
(odontoblast-like) cells metabolism. Cells were seeded on 24-wells plates and cultured.
Then the LED light was directly applied to these cells under different experimental
conditions (time and % of BFS), according to each experimental group, for three
following days. A device named LEDTable provided red LED irradiation. Then, cell
viability (MTT Assay) and cell morphology (SEM) were evaluated. The cell viability
results were first submitted to Mann-Whitney tests in order to compare the fetal bovine
serum concentrations and energy dose, and then Kruskal-Wallis test was performed to
compare different energy doses in every serum concentration. Data were statistically
analyzed (p=0,05). Results show a biostimulation of cells kept under normal culture

conditions and submitted to low LED irradiation dose (1 J/cm?). However, under
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nutritional stress, cells required higher energy dose to be stimulated, such as 4 J/cm?. On
the other hand, a 8 J/cm® dose did not affect the metabolism of this immortalized cell
line. The SEM analysis showed a higher number of cells attached to the glass substrate
after 4J/cm? dose irradiation. According to the experimental conditions, it was possible
to conclude that LED therapy under fluence of 4 J/cm® biostimulates MDPC-23 cells,
such as previously demonstrated by other studies in which different cell lines were

submitted to similar LED irradiation.

Key-words: odontoblasts, cell culture techniques; phototherapy



INTRODUCAO

A Dbiofotonica investiga os mecanismos moleculares envolvidos na interagdo
entre a luz e componentes bioldgicos. Neste campo de estudo, pode-se utilizar, por
exemplo, lasers (light amplification by stimulated emission of radiation) e LEDs (light-
emitting diodes) aplicados as células e tecidos, buscando a bioestimulagio destes.

Sabe-se que o LED ¢ um diodo semicondutor que, quando energizado, produz
luz visivel de espectro estreito, em forma de eletroluminescéncia. Da mesma maneira,
foi demonstrado que a terapia com luz de baixa intensidade, comumente referida de
fotobiomodulagdo, utiliza luz na regido do espectro que vai do vermelho ao
infravermelho (630-1000 nm), a qual pode modular inimeras fungdes celulares .

O mecanismo pelo qual a luz LED de vermelha a infravermelha produz seus
efeitos bioldgicos ainda ndo € totalmente compreendido. Nos tecidos dos mamiferos,
existem trés importantes moléculas fotorreceptoras: hemoglobina, mioglobina e
citocromo C oxidase®*. Tem sido postulado que a citocromo C oxidase age como uma
molécula fotorreceptora para os efeitos biologicos da fotobiomodulagio®’. Os estudos
de Beauvoit et al.® demonstraram que até 50% da luz proxima a infravermelha &
absorvida por croméforos mitocondriais, incluindo o citocromo C oxidase. O resultado
final da fotobioestimulacdo com LED ¢ o aumento do metabolismo energético ¢ da

viabilidade celular'>*,

Experimentos in vitro utilizando LEDs com diferentes
comprimentos de ondas demonstraram um significativo aumento do crescimento celular
em uma variedade de linhagens celulares, como fibroblastos, osteoblastos, células

. T 23,50-51
musculares de ratos e células epiteliais humanas .

. . 36 - . . . P
Em uma recente pesquisa, Lim et al.” investigaram o efeito antiinflamatorio do

LED em fibroblastos humanos cultivados e verificaram que este inibe a sintese de COX
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e prostaglandina E2, com efeitos similares aos do Ibuprofeno. Hé cerca de uma década
a terapia com LED foi aprovada pelo FDA para uso em seres humanos’' sendo que,
desde entdo, algumas pesquisas passaram a ser desenvolvidas.

Na odontologia, a aplicag@o clinica de lasers e LEDs em terapias objetivando a
redugdo da hipersensibilidade dentinaria tem se mostrado efetiva®. A hipersensibilidade
dentinaria pode ser caracterizada por uma dor aguda de curta duragdo, a qual surge a
partir da dentina exposta em resposta a estimulos térmicos, evaporativos, tateis,
osmdticos ou quimicos; sua prevaléncia varia de 8% a 57% entre a populacdo
mundial®.

Tate et al.*’, em 2006, utilizaram o laser com variados niveis de energia para
irradiar molares de rato. Os autores demonstraram que a camada odontoblastica dos
dentes irradiados respondia ao estimulo através de discreta sintese e deposi¢do de
dentina reacional ou notavel formagdo de dentina reparadora osteodide, sendo que esta
ultima resposta pulpar estava diretamente relacionada com a degeneragdo dos
odontoblastos primarios injuriados pelo laser.

Embora o laser tenha sido estudado e aplicado na melhora dos sintomas da
hipersensibilidade dentindria, ele apresenta desvantagens em relacdo ao uso dos LEDs.
Na fotobiomodulagdo, sdo limitados da luz monocromatica vermelha a infravermelha,
dificultando a combinagdo de diferentes comprimentos de onda. Além disso, possuem
alto custo de fabricacdo e seu feixe de luz colimado dificulta o tratamento de grandes
areas’.

Em um estudo comparativo do LED 630 nm com o laser 590 nm, Castro-e-
Silva'® demonstraram que a irradiagdo com o LED promoveu efeitos bioestimulatorios
durante os primeiros estagios da regeneracdo hepatica, sendo tdo efetiva quanto o laser,

independentemente da coeréncia, divergéncia ou cromaticidade.
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Os mecanismos de resposta dos odontoblastos frente a irradiacdo por laser e
LED nfo sdo totalmente conhecidos. Porém, sabe-se que estas células, quando em
homeostasia, expressam proteinas tipicas, como sialoproteina e fosfoproteina da dentina

24, 37, 55 . . ; ;
+37:33 o apresentam elevada atividade de fosfatase alcalina e sintese de proteinas da

matriz de dentina, particularmente colageno tipo I** *°

. Quando em estresse, causado
pela exposicdo dos tibulos dentinarios ao ambiente externo (preparo cavitario, erosdo,
atricdo ou abfrag@o) ou por estimulo quimico originado de bactérias e seus produtos, os
odontoblastos podem responder de variadas maneiras, inclusive com dor associada a
reacdo inflamatodria tecidual. Assim, pesquisas com a linhagem imortalizada de células
odontoblastéides MDPC-23 tém sido realizadas a fim de avaliar seu metabolismo em
diferentes situa¢des de estimulo biologico ou de estresse * ' 1% 22,

Acredita-se que a fototerapia em cultura de células odontoblastoides estimularia
os odontoblastos ao reparo tecidual, através da sintese e expressdo de algumas proteinas
especificas da matriz dentinaria, resultando em esclerose dos tubulos e/ou deposi¢do de
dentina terciaria. Entretanto, ndo ha trabalhos na literatura que demonstrem o efeito do
LED sobre a cultura de odontoblastos, tampouco dados cientificos que caracterizem a
relacdo entre LED e reducdo da hipersensibilidade dentinaria através do aumento na
atividade metabdlica destas células pulpares em cultura.

Desta maneira, ¢ importante determinar os parametros e técnicas de
bioestimulacdo direta com LED sobre células de linhagem odontoblastica, para

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

em dentes in vivo, a possivel atividade transdentinaria do LED.



REVISAO DA LITERATURA

Histérico da Fototerapia com LED:

A terapia com luz € uma das mais antigas modalidades terapéuticas utilizadas no
tratamento das doengas humanas. Por séculos, a luz solar foi explorada em civilizag¢des
antigas, como egipcia, indiana e chinesa, sendo redescoberta por Niels Finsen no inicio
do século XX, que ganhou um Nobel em 1903 por utilizar a luz no tratamento de Iupus
vulgar. Assim nasceu a moderna fototerapia, a qual utiliza fontes artificiais de irradiagdo
(Roelandts*?, 2005).

No final da década de 60, Endre Mester iniciou uma série de experimentos com
o Laser vermelho em ratos. Para sua surpresa, ao invés de um esperado potencial
carcinogénico, a luz provocou um crescimento de pélos na regido dorsal dos animais.
Esta foi a primeira demonstragdo da possivel fotobioestimulagdo in vivo com Laser
terapéutico de baixa intensidade (LLLT). Desde entdo, tratamentos médicos utilizando a
luz coerente (Laser) e ndo coerente (LED) tem se expandido (Barolet 3,2008).

A fotobiomodulagdo com o LED surgiu ap6és experimentos da NASA (National
Aeronautics and Space Administration), em plantas, no espago, nos quais se observou
que a luz em um comprimento de onda especifico acelerava o crescimento das plantas
(Whelan et al’', 2001). Em seguida, 0 mesmo grupo testou o LED na cicatrizagdo de
feridas em astronautas em condi¢cdes de auséncia gravitacional, obtendo significativo
sucesso ap0s esta terapia (Whelan et al.>', 2001). Desde entdo, a luz LED em diferentes
parametros tem sido desenvolvida, aplicada e estudada em um grande nimero de

pesquisas ao redor do mundo.
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A luz LED:

A palavra LED € um acrénimo de light-emitting diode, ou seja, diodo emissor de
luz. Este diodo ¢ composto de um sistema de jungdes positivo-negativo, com metais
dopados de impurezas e uma capsula de acrilico ou vidro envolvendo o sistema. Para
que a luz seja emitida, € necessaria uma fonte de energia elétrica. A luz emitida pelo
LED ¢ ndo coerente, de espectro estreito (Barolet 3, 2008).

O LED foi primeiro introduzido na década de 60, como luz de reldgios de
alarme e cameras. Atualmente, os LEDs sdo produzidos em comprimentos de onda que
variam do ultravioleta a infravermelha (247 a 1300 nm), sendo fabricados a partir de
diversos metais dopados, dependendo da coloragdo de Iuz desejada.

Dentro de um mesmo comprimento de onda, os LEDs provém uma terapia de
luz mais suave do que os Lasers, utilizando uma poténcia substancialmente menor
(Vinck et al.*®, 2006, Whelan et al.”*, 2002). Estes LEDs permitem uma combinagdo de
diferentes comprimentos de onda em um unico dispositivo e podem ser irradiados em
grandes superficies, oferecendo vantagens em relagdo ao uso do Laser (Whelan et al.**,
2002, Wong-Riley et al.>*, 2001). Sendo uma fonte barata de fétons, os pesquisadores

tentam determinar os pardmetros adequados de bioestimulacdo para cada tipo celular

(Barolet’, 2008, Kim et al.*!, 2009).

Efeito bioestimulador do LED:

LEDterapia in vitro:
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As primeiras pesquisas com luz ndo coerente foram publicadas ha
aproximadamente duas décadas (Young et al. >, 1989). Estes pesquisadores avaliaram
o efeito da luz no estimulo de liberagdo de mediadores da inflamagéo por macréfagos e
na prolifera¢do de fibroblastos 3T3. As células foram expostas a luz incoerente (LED)
nos comprimentos de onda de 660, 870 e 880 nm e a luz coerente (Laser) em 820 nm.
Apobs 12 horas da exposicdo a luz, os macrofagos sobrenadantes foram removidos e
colocados em culturas de fibroblastos. Apds 5 dias, observou-se que a luz nos
comprimentos de 660, 820 e 870 estimulou a proliferacdo de fibroblastos,
independentemente da coeréncia.

Whelan et al.>! (2001) foram os pioneiros na publicacdo de pesquisas as quais
utilizavam luz (LED) propriamente dita em cultura de células e sobre tecidos. Estes
pesquisadores verificaram que o uso do LED em determinados pardmetros aumentou a
taxa de crescimento de fibroblastos 3T3 e osteoblastos derivados de camundongo, em
relacdo ao controle. Ainda neste estudo, porém utilizando uma linhagem celular
musculo-esqueletal (L-6) derivadas de rato, os autores mostraram um aumento de 140%
na taxa de crescimento celular em relagdo ao controle, apds 24 horas da irradiagdo com
LED em 670 nm, 8J/cm? 50mW/cm® Utilizando células epiteliais humanas, os
pesquisadores também demonstraram um significante aumento de 150% e 171% na taxa
de crescimento celular quando da irradiacdo destas células com LED a 670 nm e 880
nm, respectivamente. Finalmente, para as células HaCAT irradiadas com LED vermelho
em 8 J/em?, os autores demonstraram que estas células sintetizaram duas vezes mais
coldgeno do que células ndo irradiadas. Neste mesmo ano de 2001, Wong-Riley et al.**
buscaram determinar a correlagdo entre células neuronais em cultura primaria e a
tetrodoxina (TTX), um bloqueador do canal de sodio voltagem-dependente, que impede

a propagacdo dos impulsos neuronais, diminui a demanda de ATP e desregula a
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citocromo C oxidase. O tratamento com o LED infravermelho demonstrou reverter os
efeitos toxicos do TTX, levando a citocromo C oxidase aos niveis normais em
neurdnios expostos a TTX, e aumentando a atividade desta enzima em neuronios
submetidos a irradiagdo com LED.

Em 2003, Vinck et al.*’ compararam o Laser de baixa poténcia infravermelho e
LEDs em diferentes comprimentos de onda (950 nm, 660 nm, 570 nm) sobre cultura
primaria de fibroblastos. Os pesquisadores demonstraram a ocorréncia de um
significativo aumento na proliferacdo celular a despeito da fonte de irradiacdo utilizada,
sendo que os LEDs verde e vermelho apresentaram maior estimulo na proliferacdo
destas células em relagdo ao Laser.

Culturas primarias de células neuronais foram tema de estudo de Wong-Riley et
al.>® (2005), cujo principal objetivo foi avaliar se 0 KCN (cianeto de potéssio), um
inibidor irreversivel da citocromo c oxidase, competiria com o LED e reduziria seus
efeitos benéficos, ja obtidos em experimentos prévios. Foram utilizados LEDs em
diferentes comprimentos de onda, variando do vermelho ao infravermelho, a 50 mW e 4
J/em?®. Os resultados demonstraram que o LED em 670 nm, quando aplicado duas vezes
ao dia, por cinco dias, combinado a baixas concentracdes de KCN (10-100pum),
reverteu, de forma significante, o efeito deletério da toxina na atividade da citocromo C
oxidase. Isto comprovou o envolvimento da citocromo C oxidase na fotobiomodulacao,
a atenuacdo dos beneficios do LED pelo KCN e a redugdo na porcentagem de morte
celular pés-irradiagdo induzida pelo KCN.

O efeito da luz LED vermelha em 630 nm na proliferagdo de células tronco
mesenquimais derivadas de medula 6ssea de camundongo, em diferentes parametros de
irradiacdo, foi avaliado por Li et al>* em 2007. Os resultados demonstraram um

aumento na taxa de proliferacdo destas células, principalmente quando utilizados 15



24

mW/ecm®> e 4 J/em®’. O meio de cultura utilizado na avaliagio de MTT estava
suplementado com 2% de SFB com o objetivo de estabelecer um modelo de estresse
celular.

O LED vermelho, combinado ou nfo a peptideos de cobre, também foi aplicado
por Huang et al. ** (2007) sobre cultura de fibroblastos humanos HS68. O LED sozinho
manteve a viabilidade da cultura celular e elevou a sintese de colageno. Na combinagéo
com as incubacdes em peptideos de cobre, as células apresentaram maior secre¢do de
fator de crescimento fibroblastico, elevacdo na producdo de pré-coladgeno tipo I e
expressdo de colageno do tipo I, comparado com a irradiacdo de LED vermelho,
isoladamente.

Os fibroblastos gengivais humanos também foram estudados por Lim et al.*
(2007), desta vez tratados com acido aracdonico. Foi investigado um possivel efeito
antiinflamatério do LED em 635 nm, comparado a inibidores de COX existentes
(indometacina e ibupofreno). Os autores demonstraram que tanto a irradiagdo com o
LED neste comprimento de onda quanto os inibidores de COX existentes inibem a
liberagdo de COX e prostaglandinas (PG) E2. Ao contrario da indometacina e
ibuprofeno, a irradiacdo LED a 635 nm leva a diminui¢éo dos niveis de ROS (espécies
reativas de oxigénio) e fosfolipases A2. Os resultados desta pesquisa determinou que o
LED 635 nm pode dissociar as ROS, levando, ao final, a uma inibi¢do de PGE2.

Liang et al.”

(2008) testaram a hipotese de que o tratamento com o LED poderia
proteger neurénios de camundongos da toxicidade induzida por rotenona ¢ MPP+.
Assim, culturas primarias de neurdénios corticais e estriatais de camundongos foram
utilizadas, aplicando-se LED duas vezes por dia. Os resultados indicaram que houve um

aumento no conteido de adenosina trifosfato celular, diminui¢do do numero de

neuronios sofrendo morte celular e significativa redugdo na expressdo de espécies
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reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), comparado aos neurdnios ndo tratados.
Os autores sugerem que a LEDterapia pode ser efetiva na protecdo de neurdnios
danificados por neurotoxinas relacionadas ao Mal de Parkinson, através da energizacdo
das células e do aumento da viabilidade celular.

Em 2009, Kim et al.*' examinaram os efeitos do LED vermelho (647 nm) na
diferenciagc@o osteogénica de células tronco mesenquimais derivadas de ratos (células
D1). As células foram irradiadas por 10, 30 ou 90 s. Apds 48 horas da irradiac@o, foram
feitos os testes in vitro e observou-se que as células D1 tiveram um aumento na taxa de
diferenciagdo celular quando expostas ao LED. Também houve um aumento da taxa de
sintese de fosfatase alcalina, das expressdes de osteocalcina, coldgeno do tipo 1,
osteopontina ¢ Runx-2, marcadores de células dsseas, quando realizados testes de RT-
PCR.

Também utilizando o LED vermelho, a 650 nm, Zhang et al.%® (2009) estudaram
os efeitos desta terapia e demonstraram que células HelLa, uma linhagem celular de
carcinoma cervical humano, tiveram sua taxa de proliferagdo reduzida de maneira
significante apos terem sido irradiadas por 24, 48 e 72 horas, com o LED. Os resultados
mais significativos foram obtidos apds 72 horas de irradia¢do, com indice de 62% de
apoptose das células tumorais. A irradiacdo também provocou alteragdes morfologicas
na célula, prolongando a fase S do ciclo celular e ativando as enzimas caspase 3, 6 ¢ 8,
em experimentos in vitro. E sabido que a apoptose estd relacionada as caspases e ao
calcio intracelular. Também houve um aumento da concentragdo de calcio intracelular,
oriundo do reticulo endoplasmatico e liberados no citosol. Em testes in vivo
subseqiientes, a irradiagio com LED diminuiu o crescimento tumoral no dia 50 e
atenuou a elevagdo de expressido de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) em

células tumorais HeLa implantadas em ratos.
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LEDterapia in vivo :

Whelan et al.>!

(2001), em conjunto com os experimentos in vitro anteriormente
citados, avaliaram o efeito do LED infravermelho (880 nm - 4J/cm?*- 50mW/cm?) e do
oxigénio hiperbarico na cicatrizagdo de feridas criadas em camundongos. Os autores
observaram que o LED por si s6 aumenta consideravelmente a velocidade de
cicatrizacdo das feridas, abrindo um campo de estudos promissor da LEDterapia
moderna aplicada a dermatologia.

No ano seguinte, Whelan et al.” avaliaram o efeito do LED infravermelho (670
nm - 4 J/em®) em 32 pacientes pediatricos submetidos a terapia mieloablativa em
preparacdo para um transplante medular. O tratamento consistia de aplicagdes didrias de
LED do lado esquerdo do epitélio extra-oral, iniciando no dia do transplante, por 14
dias consecutivos. O resultado obtido com a LEDterapia foi uma reducdo de 17 a 47%
da incidéncia de mucosite oral nestes pacientes, bem como uma redug¢éo da dor oral em
cerca de 40% dos individuos. Concluiu-se que o LED, irradiado nos parametros
investigados, foi util na prevenc¢do da mucosite oral em pacientes transplantados de
medula 6ssea.

Também em 2002, Castro-e-Silva et al.” investigaram o efeito do LED vermelho
(630 nm e 10 J/cmz) na func¢fo mitocondrial, durante a regeneracdo hepatica, apds
hepatectomia parcial. Através da avaliacdo do indice de fosforilagdo oxidativa de
mitocondrias hepaticas de camundongos, eles observaram uma interacdo efetiva entre a
luz LED e as mitocondrias hepaticas, com um significativo aumento da taxa de
fosforilagdo oxidativa mitocondrial.

Sabe-se que a disfungfo mitocondrial tem um papel central na patologia de

inimeras doengas, inclusive as retinais e neurodegenerativas, como o Mal de Parkinson,
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Mal de Alzheimer e a neuropatia optica. A toxicidade retinal resultante da intoxicacao
pelo metanol, através do acido férmico, foi significativamente reduzida com a aplicagéo
do LED a 670 nm por 2°24°’. Além disso, a LEDterapia protegeu a retina das mudangas
histopatoldgicas induzidas pelo formato derivado de metanol (Eells et al.'®, 2003). O
acido formico € uma toxina mitocondrial a qual inibe a citocromo c oxidase na retina e
no nervo optico, resultando em cegueira. Estas descobertas provém uma ligagéo entre a
acdo do LED no metabolismo oxidativo mitocondrial in vitro e a retino-prote¢do in
vivo.

Seguindo os estudos com a luz LED e os tecidos bioldgicos, Weiss et al.*
(2005), em um estudo clinico qualitativo, utilizaram a luz amarela do LED em 590 nm
e 5 J/em?, combinada ou ndo com uma terapia ndo ablativa, como terapia dérmica facial
em 900 pacientes. Uma melhora no aspecto da textura da pele facial ¢ consideravel
diminuicdo das rugas foram constatadas por 90% dos pacientes que receberam a
fototerapia com LED, nos pardmetros estudados. Pacientes com queimaduras solares
que receberam a LEDterapia nestes pardmetros tiveram uma melhora na ardéncia,
vermelhiddo, inchago e descamacgio da pele.

No ano de 2006, Al-Watban et al’ investigaram a eficicia do LED
policromatico na aceleragdo do processo de reparo tecidual de feridas em camundongos
diabéticos (induzidos) ou ndo. Eles testaram diferentes comprimentos de onda e
poténcia e concluiram que a terapia com LED policromatico, de maneira dose
dependente (5 e 10 J/ecm?®), foi promissora no reparo tecidual de camundongos
diabéticos.

Outro estudo de 2006, de Vinck et al.48, investigou o efeito analgésico do LED
infravermelho (950 nm e 3.2 J/cm?) sobre musculos doloridos e fatigados, em seres

humanos. O tratamento dos voluntarios consistiu de inducdo de fadiga e dor muscular,
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com subseqiiente aplicacdo de LED ou simulagdo de irradiagdo (placebo). Embora
encontrassem diferengas no relato de melhora de dor entre os pacientes irradiados com
LED ou placebo, elas ndo foram estatisticamente significantes. Desta forma, os autores
nfo descartam o efeito analgésico do LED em diferentes parametros de estudo. Por se
tratar de um estudo piloto, é possivel que os autores alterem alguns paradmetros de
irradiag@o, como comprimento de onda, dose ou tempo, quando realizarem o estudo de
fato.

Voltando ao campo da dermatologia, DeLand et al.'

(2007) avaliaram o uso da
fotobiomodulagdo com LED a 590 nm na preven¢do da dermatite pds-radioterapia em
pacientes com cancer de mama. As pacientes irradiadas com LED imediatamente apds a
radioterapia tiveram um indice reduzido de lesdes dermatoldgicas, como eritemas,
descamagdo e edemas, comparado as pacientes que ndo receberam a LEDterapia. Os
autores sugerem que a estimulacdo de fibroblastos e a redugdo da inflamacédo
propiciadas pela LEDterapia podem ser responsaveis pela redugdo de efeitos deletérios
em pacientes submetidas ao tratamento radioterapico.

A fim de avaliarem a importancia da coeréncia da luz no processo
bioestimulador, Castro-e-Silva et al.'’, no mesmo ano, utilizaram o LED vermelho (630
nm) na tentativa de promover a estimulagdo da regeneragdo do figado apds
hepatectomia parcial (70%) em camundongos ¢ o comparou com a irradiacdo Laser
(590 nm). Os resultados demonstraram que a LEDterapia promoveu efeitos
bioestimulatorios durante os primeiros estagios da regeneragdo hepatica, sendo esta tdo
efetiva quanto a irradiag@o proveniente do Laser.

Em revisdo da fototerapia aplicada a dermatologia, Boixeda et al.” (2007)

discutiram os possiveis efeitos antiinflamatérios do LED na dermatologia, para o

tratamento de rosacea, psoriase, eritemas e edemas apos o uso de certos tipos de lasers,
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cicatrizes hipertroficas, ulceras dérmicas e hiperpigmentacdo poés-inflamatoria. Os
autores sugeriram, ainda, o papel do LED na fotoprofilaxia, ou seja, na prevengdo de
danos causados pelos raios UV, e que alvos potenciais para a terapia com o LED
poderiam ser a citocromo c oxidase, p53, proteina G, ativacdo do cAMP, aumento da
sintese de DNA e RNA e fotoporfirina IX.

Em 2009, Agnol et al.! compararam a acdo do Laser (660 nm e 6 J/em?) versus
LED (640 nm) no reparo tecidual de feridas induzidas em camundongos diabéticos e
ndo diabéticos. Eles observaram que o grupo diabético tratado com o LED demonstrou
uma reducdo significativa no didmetro da lesdo 72h apds o tratamento, quando
comparado com o controle diabético ou com o grupo irradiado com Laser. Os resultados
permitiram concluir, ainda, que tanto a luz coerente (Laser) quanto a ndo coerente
(LED) aceleraram o reparo tecidual cutdneo quando comparados aos grupos ndo
irradiados.

1.* (2009) testaram a eficacia do LED na alteragdo da

Por fim, Leal Junior et a
performance muscular, do desenvolvimento de fadiga e de marcadores bioquimicos da
recuperagdo musculo-esqueletal, junto a um modelo experimental, utilizando contra¢des
musculares de biceps e umero. Para tal, atletas receberam 30°’ de irradiagdo LED 630
ou 850 nm ou irradiagdo placebo nos musculos, imediatamente antes do inicio de
exercicios. A LEDterapia propiciou um atraso no desenvolvimento de fadigas
musculoesqueletais, diminui¢do dos niveis de lactato pds exercicios e inibigdo de

creatina quinase e proteina c-reativa, marcadores da injiria muscular e de processo

inflamatorio, respectivamente.



PROPOSICAO

Objetivo Geral

Avaliar o efeito do LED, em parametros especificos, sobre células de linhagem

odontoblastica MDPC-23 em cultura.

Objetivos Especificos

- Verificar o possivel efeito bioestimulatério do LED sobre células de linhagem
odontoblastica MDPC-23;

- Avaliar se as células odontoblastéides MDPC-23 cultivadas em condi¢des de
estresse, através da reducdo do SFB, respondem de maneira efetiva a LEDterapia, nos

parametros especificos de irradiag@o testados.



MATERIAL E METODO

Determinacio dos parametros do LED e confeccio da LED Table

Neste trabalho de pesquisa foi utilizado um dispositivo de irradiacdo (LED
Table), desenvolvido pelo Grupo de Optica (GO) do Centro de Pesquisa em Optica e
Fotonica (CePOF) do Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) da Universidade de Sao
Paulo (USP), sob orientagdo do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato. Para a confecc¢éo
da LED Table, um sistema de lentes convergentes foi desenvolvido visando a
uniformizagdo do feixe LED emitido por cada diodo e, conseqiientemente, da irradiagdo
em cada compartimento da placa de cultura de células.

Esse projeto envolveu as distdncias entre os LEDs, as lentes e a placa de 24
compartimentos para evitar a divergéncia do feixe de irradiagdo e garantir o
alinhamento entre as partes. O proximo passo foi o desenvolvimento da fonte elétrica do
prototipo. A dissipagc@o térmica dos diodos também deveria ser efetiva, pois uma
sobrecarga num diodo individual implicaria na sobrecarga em todos os outros, e isso
levaria a faléncia do dispositivo. Optou-se pela dissipag¢do coletiva dos diodos com a
utilizacdo dos sistemas de peltiers. Os LEDs foram posicionados na LED Table de
maneira que, quando ativados simultaneamente, cada um deles individualmente
irradiasse os 24 compartimentos da placa de cultura (Figura 1).

Cada LED foi aplicado a uma distancia padrao de 0,3 cm das células em cultura
com o intuito de envolver, de forma uniforme, a area da base de cada compartimento (2
cm?). Assim, as perdas de energia foram consideradas durante o processo de irradiagio.
Além disso, a luz emitida pela LED Table teve pardmetros distintos que foram

determinados previamente ao inicio da pesquisa, visando compensar essas perdas e
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garantir que os parametros incidentes nas culturas fossem os determinados neste

projeto.

FIGURA 1 - Protétipo do dispositivo de irradiagdo LED Table,
desenvolvido em associacdo com o Grupo de Optica (GO) do

CePOF/IFSC/USP.

O LED empregado nesse sistema foi arseneto de galio aluminio (AlGaAs),
emitindo luz em um comprimento de onda centrado em 630 nm ¢ uma banda de 10 nm,
gerando feixes luminosos de coloracdo vermelho intenso. As densidades de energia
estabelecidas para realizagdo deste experimento foram as seguintes: 1 Jem?; 2 Jem?; 4
J/em® e 8 J/em?, as quais foram aplicadas diretamente sobre as células MDPC-23 em
cultura. Estes parametros de irradiagdo foram estabelecidos de acordo com pesquisas

(- . . 15,23, 31, 34,36, 51, 54, 60
prévias realizadas em diferentes culturas celulares "> =777 > > 7575 2%
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Testes de Temperatura do Substrato

Previamente ao inicio do experimento, realizou-se o teste de temperatura em
funcdo do tempo, com meio de cultura DMEM, no Centro de Pesquisa em Optica e
Fotonica (CePOF,) do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC)/USP.

Para realizar esta analise de temperatura, um termistor (Departamento de Fisica e
Ciéncias dos Materiais, Grupo de Optica, Laboratério de Biofotonica USP - Sao Carlos,
SP) foi fixado na base dos compartimentos da placa de acrilico. Foi utilizada uma pasta
isolante térmica (Implastic, Votorantin, SP) para prevenir a influéncia da temperatura
ambiente nos valores finais obtidos durante a medi¢do. A outra extremidade do
termistor foi conectada a um microcomputador (Pentium I1, 233 MHz), o qual registrou
a diferenca de potencial (ddp) resultante de pequenas variagdes de temperatura, através
do programa Pproto 10 (Departamento de Fisica e Ciéncias dos Materiais, Grupo de
Optica, Laboratorio de Biofotdnica - USP - Sdo Carlos, SP).

Este teste foi importante para verificar o aumento da temperatura no meio de
cultura, em fun¢do do tempo de irradiacdo, visto que a literatura demonstra que uma
variagdo de 5,5° C pode resultar em lesdo irreversivel para células pulpares®®. A medida
da temperatura do meio simula uma situac¢do experimental real e informa ao pesquisador
o tempo disponivel para irradiagdo sem que haja um dano térmico indesejado as células.
A Figura 2 mostra o grafico do experimento, no qual constatamos que a elevacdo de 5°C
ocorre apenas quando se utiliza um tempo superior a 600 segundos de irradiagdo com o

LED nos parametros estabelecidos.
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FIGURA 2 - Grafico temperatura (°C) x tempo

(segundos) do meio de cultura DMEM irradiado com a

LED Table (630 nm).
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Estes dados preliminares determinaram a viabilidade e segurangca dos dados

obtidos nesta pesquisa, uma vez que o periodo de irradiacdo das células MDPC-23,

utilizando-se, para isto, a LED Table, ndo excedeu o tempo de 600 segundos.

Teste de Absorbancia

Um estudo piloto de absorbéncia (Espectrometro USB 2000, Ocean Optics®,

USA) também foi realizado no Centro de Pesquisa em Optica e Fotonica (CePOF),

IFSC-USP) com o objetivo principal de determinar se a coloragdo vermelha do meio de

cultura poderia interferir ou ndo na irradiacdio do LED com comprimento de onda de

630 nm.
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Foi verificado que a colora¢do do meio ndo interfere na absorbancia da luz, visto
que a porcentagem de absorbancia da luz vermelha foi de apenas 5% (Figura 3a), sendo
este valor muito préximo ao demonstrado para o mesmo meio de cultura sem coloracgéo,

para este comprimento de luz (Figura 3b).
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FIGURA 3 - Graficos representativos da porcentagem de Absorbéancia do meio; 3a -

DMEM vermelho; 3b - DMEM incolor.

Descongelamento e manutencio das células MDPC-23 em cultura

Células imortalizadas de linhagem odontoblastica MDPC-23 foram
descongeladas e cultivadas (30.000células/cm?) em garrafas plasticas de 75 cm? (Costar
Corp., Cambridge, MA, USA) em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA), contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 IU/mL e 100 pg/mL,
respectivamente, de penicilina e estreptomicina, € 2 mmol/L de glutamina (GIBCO,
Grand Island, NY, USA), em uma incubadora com atmosfera umedecida contendo 5%

de CO,, na temperatura de 37°C (Isotemp Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). Em
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seguida, as células foram subcultivadas a cada trés dias, até que se obtivesse o nimero
adequado de células para a realizagdo dos experimentos, em torno de 80% de

confluéncia.

Bioestimulacéo direta das células

Para o plaqueamento, células MDPC-23 em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium - SIGMA Chemical Co, St. Louis, MO, USA)
suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) foram cultivadas em placas de
acrilico esterilizadas de 24 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, USA) Em
cada compartimento foi aplicado 1 mL de DMEM contendo 20.000 células/cm?, sendo
que as placas foram levadas a incubadora, onde permaneceram por 48 horas.

Decorrido este periodo, o DMEM completo foi aspirado e substituido por um
novo meio de cultura suplementado com 2% de SFB (indugio de estresse) ou 10% SFB
(condigdo ideal). Apo6s 24 horas da troca do meio, foi realizada a primeira irradiacéo,
sendo que para isto a placa de cultura foi individualmente adaptada ao dispositivo de

irradiacdo LED Table (Figura 4).

FIGURA 4 - Placa de acrilico de 24 compartimentos adaptada a LED Table.
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A reducdo da concentracdo de soro fetal bovino (2% SFB) no meio de cultura
esta baseada em dados cientificos previamente publicados na literatura, onde foi
demonstrado que células de mamiferos mantidas em cultura respondem de maneira mais
efetiva a fototerapia quando submetidas a condi¢des de estresse, tal como caréncia
nutricional >3 *+47,

As células foram irradiadas periodicamente a cada 24 horas, num total de 3
aplicagdes durante trés dias consecutivos'®?"*. Apos a wltima irradiacdo, as placas de
24 compartimentos permaneceram em incubadora pelo periodo de 3 horas™. Este
procedimento de irradiagdo foi adotado devido ao fato de pesquisas anteriores terem
demonstrado que 3 aplicagdes de luz proveniente de LEDs resultou em efeitos
bioestimuladores positivos sobre células®’.

Apos este tempo, as células foram submetidas a avaliacdo da produgio atividade
da enzima desidrogenase succinica (SDH) e a morfologia celular foi analisada por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Os grupos experimentais e controle
estabelecidos de acordo com os parametros de aplicagdo do LED e condigdes de
estresse estdo demonstrados na Tabela 1.

Para os grupos controle, os mesmos procedimentos de manipulacido das células
foram realizados, inclusive o posicionamento da LED Table na base de cada placa de 24
compartimentos. Todavia, o LED néo foi ativado, pois este procedimento de aplicacdo
direta da luz sobre as células MDPC-23 em cultura ocorreu apenas para 0s grupos

experimentais.
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Tabela 1: Apresentacdo dos grupos experimentais e controles de
acordo com parametros de aplicacdo do LED e condicdes de estresse

celular; n= 14 (total de amostras por grupo)

DENSIDADE DE ENERGIA (J/cm®) % SORO FETAL BOVINO
10% 2%
1 Grupo la Grupo 1b
2 Grupo 2a Grupo 2b
4 Grupo 3a Grupo 3b
8 Grupo 4a Grupo 4b
0 (sem irradiagdo) Controle 1 Controle 2

Analise da Viabilidade Celular (MTT assay)

Do total de 14 amostras, dez de cada grupo experimental e de cada grupo
controle foram utilizadas para a avaliagdo do metabolismo celular. Esta avaliacdo foi
realizada por meio da aplicagdo do método colorimétrico do metiltetrazolium (MTT
Assay), o qual determina a atividade da SDH produzida pelas mitocondrias presentes
nas células®.

Para a preparagdo da solu¢do de MTT, 25 mg do sal de metiltetrazolium foram
pesados em balanga analitica de alta precisdo (AG 2000 GEHAKA, Diadema, SP,
Brasil) e, posteriormente, adicionados a 5 mL de solucdo salina de tampao fosfato
(PBS), alcancando uma mistura final de concentracdo igual a Smg/mL.

Sobre as células cultivadas em placas de 24 compartimentos aplicou-se 900 puL

de meio de cultura (DMEM) associado a 100 pL de solugdo de MTT (5 mg/mL do sal
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metiltetrazolium em PBS). As células em contato com a solu¢do de MTT foram
incubadas em estufa umidificada na temperatura de 37°C pelo tempo de 4 horas.

Decorrido este periodo, a solugdo de MTT foi aspirada cuidadosamente e
substituida por 700 uL. da solucdo de isopropanol acidificada (0,04 N de HCI). Este
procedimento tem o objetivo de dissolver os cristais violeta resultados da clivagem do
anel do sal de metiltetrazolium pela enzima desidrogenase succinica das mitocondrias
das células vidveis. Apds agitagdo e verificacdo da homogeneidade das solugdes, trés
aliquotas de 100 pL de cada compartimento foram transferidas para uma placa de 96
compartimentos (Costar Corp. Cambridge, MA, USA).

A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional a absorbancia
determinada a 570 nm em leitor de ELISA (Multiskan, Ascent 354, Labsystems CE, Lés
Ulis, France).

Os dados obtidos nos testes de MTT (produgdo de SDH) foram primeiramente
avaliados quanto a distribuicdo, nfo normal, utilizando-se, por conseguinte, o teste de
Mann-Whitney para a comparagdo das concentracdes de soro fetal bovino em cada dose
de energia individualmente. O teste estatistico de Kruskal-Wallis também foi
empregado com o objetivo de comparar as diferentes doses de energia em cada
concentracdo de soro fetal bovino. Todos os testes estatisticos foram considerados ao

nivel de significancia pré-determinado de 5% (p<0.05).

Analise da morfologia celular em Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para cada grupo desta etapa do experimento, foram preparadas 4 amostras
representativas para analise da morfologia das células MDPC-23 em MEV. Para isto,
laminulas de vidro esterilizadas, as quais apresentavam 12mm de didmetro (Fisher

Scientific, Pittsburg, PA, USA) foram posicionadas individualmente nas bases das
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placas de acrilico de 24 compartimentos. Os mesmos procedimentos de cultivo celular,
tal como anteriormente descrito para o protocolo de MTT, foram realizados de tal forma
que as células cultivadas em cada compartimento, passaram a se aderir aos discos de
vidro. Entfo, as células foram submetidas as 3 irradiagdes com LED, tal como
anteriormente relatado. Decorridas 3 horas apos a ultima irradiagdo, o meio de cultura
foi aspirado, sendo que as células que permaneceram aderidas ao substrato de vidro
foram imersas por 120 minutos em ImL de glutaraldeido tamponado a 2,5%
(Mallinckrodt Baker, Inc., Paris, Kentucky, USA). Posteriormente, estas células foram
submetidas a lavagem por trés vezes com 1mL de PBS (5 minutos cada lavagem), pds-
fixagdo em tetroxido de 6smio a 1% (Tec Science, Sdo Paulo, SP, Brasil) por 60
minutos, desidratagdo através de trocas ascendentes de solucdes de etanol (30%, 50% e
70%, 2x 95% e 2x 100% - 30 minutos em cada solu¢do), sendo finalmente, submetidas
a secagem por meio do solvente de baixa tensdo superficial 1,1,1,3,3,3-
hexametildesilazano (HMDS - ACROS Organics, New Jersey, USA). Apods terem sido
mantidas em dessecador por 12 horas, as amostras foram individualmente fixadas em
“stubs” metalicos, submetidas a metalizagdo com ouro e analisadas em microscopio
eletrénico de varredura (ZEISS, modelo DSM-940A, Oberkochen, Germany), no
Instituto de Fisica da USP (Sao Carlos). A andlise da morfologia celular foi realizada de

forma descritiva.



RESULTADOS

Atividade da enzima SDH (MTT)

Comparacio dos grupos controle (células nio irradiadas):

Uma vez que cada dose de irradiagdo exigiu um tempo especifico para que a
mesma fosse atingida, esse tempo foi simulado no grupo controle referente a cada dose.
Os dados de atividade da enzima SDH obtidos nesses grupos estdo apresentados na

Tabela 2 e Figura 5.

Tabela 2. Atividade da enzima SDH observada nos grupos controle

SFB
Tempo fora da incubadora
2% 10%
20 s (dose de 1J/cm®) 0.197 (0.183-0.209) c B 0.218 (0.247-0.299) c A
40s (dose de 2J/cm”) 0.188 (0.171-0,218) c B 0.278 (0.250-0.293) c A
80s (dose de 4J/cm®) 0.234(0.221-0,243) b B 0.337(0.300-0.363) b A
240s (dose de 8J/cm?) 0.251 (0.231-0,264) a B 0.393 (0.359-0.432) a A

Valores sdo mediana (percentil 25-percentil 75) expressa em densidade optica (DO),
n=24

* letras mintsculas permitem comparagdes dentro das colunas, enquanto letras
maitsculas nas linhas. Grupos seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente
(Mann-Whitney, p>0,05).

Para todos os tempos em que as células ndo irradiadas permaneceram fora da

incubadora, a concentrag¢@o de 10% de SFB propiciou atividade significantemente maior
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da enzima SDH (Tabela 2, comparacdo nas linhas). Entretanto, para ambas as
concentragdes de SFB investigadas, o tempo de permanéncia das células ndo irradiadas
fora da incubadora exerceu efeito significante na produgdo dessa enzima mitocondrial.
Em linhas gerais, uma relagéo positiva foi observada entre o tempo de permanéncia das
células MDPC-23 ndo irradiadas fora da incubadora e a atividade de SDH. Desta
maneira, foi possivel determinar que o tempo de permanéncia das células fora da
incubadora ndo interferiu negativamente na continuidade da produgdo da enzima SDH
pelas células MDPC-23, independente da concentragdo de SFB adicionado ao meio de
cultura. A maior atividade metabélica celular foi observada para a dose de 8 J/em?,

2 ¢ 2 Jem® sendo que essa ultima ndo diferiu

seguida das doses de 4 J/cm
estatisticamente do tempo necessario para reproduzir a dose de 1 J/cm® (Tabela 2,

comparag¢do nas colunas).

FIGURA 5 - Grafico de box-plot segundo concentragdo de soro fetal
bovino (SFB) e tempo de permanéncia fora da incubadora (min) para

as células MDPC-23 do grupo controle (ndo irradiadas).
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Uma vez que o tempo de permanéncia das células MDPC-23 fora da incubadora,

com o objetivo de simular o tempo necessario de aplicagdo da luz LED para atingir a

dose de irradiagdo pré-estabelecida, ndo exerceu efeito negativo sobre a atividade

metabdlica das células MDPC-23, a comparagdo das diferentes doses de irradiacdo entre

si apenas foi possivel apds a transformacdo dos dados em porcentagem do controle.

Dessa forma, para cada concentragdo de SFB e dose de irradiagdo, a mediana do seu

respectivo controle foi considerada como 100% de metabolismo celular. Os valores de

porcentagem da atividade da enzima SDH em relag@o ao controle segundo as variaveis

“concentracdo de SFB” e “dose de irradiacdo/tempo fora da incubadora” estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Porcentagem (%) da atividade da enzima SDH calculada para os grupos irradiados considerando-

se a mediana dos grupos néo irradiados (controles) como 100% de atividade

Dose (J/cm?)
ou tempo fora
da incubadora

(min)*

Irradiagdo LED

Grupos irradiados

Grupos ndo irradiados

2% SFB

10% SFB

2% SFB

10% SFB

1/x

2/y

4/q

8/r

87,6 (79,7-93,0)d C

103,7 (99,5-112,5) b B

113,7 (109,7-124,0) a A

96,0 (90,9-100,0) c AB

179,5 (167,9-191,9) a A

169,2 (133,4-178,2) b A

114,5 (105,9-120,6) c A

93,6 (87,9-100,1) d B

100,2 (92,8-106,3) a B

100,2 (91,2-115,8) aBC

100,0 (94,7-103,8) a B

100,0 (92,1-105,1) a A

100,2 (88,1-106,3) a B

100,0 (90,0-105,4) a C

100,1 (89,2-107,6) a B

100,1 (91,3-109,9) a AB

*considera-se a dose para os grupos irradiados e o tempo fora da incubadora para os grupos ndo

irradiados
a

valores representam mediana (percentil 25-percentil 75), n=24. Letras minusculas possibilitam

comparagdes dentro de cada coluna, enquanto que letras maiusculas comparagdes dentro de cada linha.
Valores representados por letras iguais ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05)
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Redugdo significante da atividade da enzima SDH foi observada para o grupo
irradiado com 1 J/em?, cujo meio de cultura foi suplementado com apenas 2% de SFB.
Quando as células foram mantidas em meio de cultura com 10% de SFB, houve
aumento significante da produgdo dessa enzima, sendo o mesmo padrdo de resultado
observado também quando as células foram irradiadas com 2 J/cm®. Estes dados
cientificos demonstram que para uma dosagem tdo baixa quanto 1 J/cm?, o estresse
celular induzido pela restricdo de SFB influenciou negativamente na producido da
enzima SDH, caracterizando a reducdo no metabolismo celular. Ja para a dose de 4
J/em?, aumento significante na atividade de SHD foi observado independentemente da
concentragdo de SFB, enquanto que para a dose de 8 J/em® as células ndo foram
estimuladas a aumentar a atividade dessa enzima mitocondrial.

Comparando-se as doses de irradiagdo LED dentro de cada concentragdo de
SFB, observou-se que a maior atividade de SDH ocorreu quando as células foram
irradiadas com 4 J/cm® para o meio de cultura suplementado com 2% de SFB. Quando
essa suplementacdo foi aumentada para 10%, a melhor resposta celular quanto a
produgdo da enzima SDH foi obtida ap6s sua irradiagdo com 1 J/em®.

Assim, foi possivel demonstrar que células MDPC-23 mantidas em condigdes
normais sdo bioestimuladas através de sua irradiacdo com baixa dose de LED, tal como
com 1 J/em?®. Porém, em condi¢des de estresse por restricdo de soro fetal bovino (2%
SFB), as células MDPC-23 apenas sdo bioestimuladas através de doses mais elevadas
de irradiacdo com LED, tal como com 4 J/cm®. Por outro lado, a aplicacdo de uma dose

de 8 J/cm?® ndlo influencia o metabolismo desta linhagem de célula odontoblastoide.
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Morfologia celular (MEV):

As células MDPC-23 submetidas a condi¢@o de estresse por restricdo de SFB e
que foram irradiadas com LED na dose de 1J/cm® apresentavam-se organizadas em
nddulos epitelidides, os quais parcialmente recobriam o substrato de vidro (Figura 6A).
Estas células apresentavam amplo citoplasma, sendo que numerosos prolongamentos
citoplasmaticos finos e curtos eram originados da membrana citoplasmatica. Mitoses
foram observadas em todos os espécimes avaliados. Semelhantes caracteristicas
morfoldgicas foram observadas também para as células MDPC-23 irradiadas com a
mesma dose de LED, mas que ndo foram colocadas em condi¢des de estresse (10%
SFB). Porém, as imagens em MEV claramente demonstraram que um maior niumero de
células MDPC-23 recobria completamente o substrato de vidro (Figura 6B). No grupo
controle, onde as células foram cultivadas em meio de cultura com 2% de SFB
(estresse) e mantidas por 20 segundos fora de incubadora (sem irradiagdo com LED), o
substrato de vidro estava quase que completamente recoberto por nddulos epitelidides
de células MDPC-23 (Figura 6C/D). Porém, algumas estruturas globulares menores,
caracteristicas de restos celulares envolvidos por membrana, tipicos de células em
apoptose, foram observadas em MEV (Figura 6C). O mesmo padrdo morfoldgico das
células de linhagem odontoblastica MDPC-23, bem como distribuicdo em nddulos
epitelidides sobre o substrato de vidro, foi observado para o grupo controle, onde as
células ndo irradiadas e cultivadas em condi¢des normais (10% de SFB) também foram

mantidas por 20 segundos fora da incubadora.
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FIGURA 6 - A - Células MDPC-23, algumas em mitose (setas), estdo
parcialmente recobrindo o substrato de vidro. MEV, 500x. B — Uma
grande quantidade de células estd recobrindo o disco de vidro. Note que
prolongamentos citoplasmaticos finos s3o originados da ampla
membrana celular. MEV, 500x. C (controle) — Tal como observado para
a figura 6B, grande parte do substrato de vidro esta recoberto por células
MDPC-23 que apresentam morfologia normal. Note que células em
apoptose deram origem a pequenos fragmentos envolvidos por
membrana (setas). MEV, 500x. D (controle) — Detalhe da figura 6C.
Observe a organiza¢do de um grupo de células para formar um nédulo
epitelidide. Estas células exibem membrana citoplasmatica irregular
devido aos numerosos prolongamentos citoplasmaticos finos e curtos
que se originam de sua superficie. Este mesmo padrdo morfologico
normal das células MDPC-23 também pode ser observado nas figuras

6A e 6B. MEV, 1000x.

46
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Tal como demonstrado anteriormente, as células MDPC-23 submetidas a
condicdo de estresse por restricdo de SFB e que foram irradiadas com LED na dose de
2J/cm’ apresentavam morfologia normal e se organizavam em nddulos epitelidides
(Figura 7A). Algumas raras mitoses foram observadas. As células MDPC-23 irradiadas
com a mesma dose de LED, mas que ndo foram colocadas em condigdes de estresse
(10% SFB) se organizavam em maior quantidade sobre substrato de vidro (Figura 7B).
Estruturas caracteristicas de corpos apoptoticos foram observadas, sendo que este
processo de morte celular pode ter sido ocasionado pela inibi¢do de contato entre as
numerosas c€lulas aderidas ao substrato de vidro. Para ambos os grupos controle, onde
as c€lulas foram cultivadas em meio de cultura com 2% de SFB (estresse) ou 10% de
SFB, sendo entdo mantidas por 40 segundos fora de incubadora (sem irradiagdo com
LED), o substrato de vidro apresentava-se recoberto por células organizadas em nddulos
epitelidides (Figura 7C/D). As células MDPC-23 exibiam amplo citoplasma, do qual

eram emitidos numerosos prolongamentos citoplasmaticos finos e curtos (Figura 7D).
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FIGURA 7 — A - Numerosas células MDPC-23 estdo recobrindo o
substrato de vidro. MEV, 500x. B — Uma grande quantidade de células ¢

observada sobre o disco de vidro. Algumas estruturas caracteristicas de
corpos apoptoticos (setas) sdo observadas numa regido de alta
concentragdo celular. MEV, 500x. C (controle) — Tal como observado para
a figura 7A, o substrato de vidro esta recoberto por células MDPC-23 com
morfologia normal, as quais se organizam em nddulos epitelidides. MEV,
500x. D (controle) — Detalhe da figura 7C. Observe a organizacdo de um
grupo de células para formar um nodulo epitelidide, bem como células em
mitose na regido (seta). As células MDPC-23 exibem ampla membrana
citoplasmatica de onde se originam numerosos prolongamentos

citoplasmaticos finos e curtos. MEV, 1000x.

As células MDPC-23 submetidas a condig@o de estresse por restricdo de SFB e

que foram irradiadas com LED na dose de 4J/cm’ apresentavam-se organizadas em
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noédulos epitelidides definidos, os quais parcialmente recobriam completamente o
substrato de vidro (Figura 8A). Estas células apresentavam amplo citoplasma de onde
eram originados numerosos prolongamentos citoplasmaticos finos e curtos. Este mesmo
padrdo morfolégico e de distribui¢do celular também foi observado no grupo onde as
células MDPC-23 irradiadas com 4J/cm? foram mantidas em meio de cultura com 10%
SFB (Figura 8B). Para ambas as situacdes de normalidade ou estresse das células,
mitoses foram freqiientemente observadas em todos os espécimes avaliados. Quando
comparados aos outros parametros de irradiacdo utilizados nesta pesquisa, foi
observado, através da analise dos espécimes em MEV, que um maior nimero de células
permaneceram aderidas ao substrato de vidro apos irradiagdo destas com 4J/cm?”. Nos
grupos controle, onde as células foram cultivadas em meio de cultura com 2% (estresse)
ou 10% de SFB e mantidas por 80 segundos fora de incubadora (sem irradiacdo com
LED), o substrato de vidro estava quase que completamente recoberto por nddulos
epitelidides de células MDPC-23 (Figura 8C/D), tal como observado para os demais

grupos.



50

A -4 J/em?/ 2%SFB

D — Controle / 2%SFB K

FIGURA 8-A - Numerosas células MDPC-23, algumas em mitose, estdo
recobrindo completamente o substrato de vidro. MEV, 500x. B — Note o
detalhe de um nodulo epitelidide (delimitado por cabegas de seta) formado
por um grupo de células odontoblastoides, as quais apresentam morfologia
normal. MEV, 500x. C (controle) — Tal como observado para os demais
grupos controle demonstrados anteriormente, grande parte do substrato de
vidro esta recoberto por numerosas células MDPC-23. MEV, 500x. D
(controle) — Detalhe da figura 8C. As células exibem ampla membrana
citoplasmatica irregular devido aos numerosos prolongamentos
citoplasmaticos finos e curtos que se originam de sua superficie. MEV,

1000x.

As células submetidas a condi¢do de estresse por restricdo de SFB e que foram

. . 2 . r
irradiadas com LED na dose de 8Jcm” apresentavam-se organizadas em nddulos
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epitelioides, os quais parcialmente recobriam o substrato de vidro (Figura 9A/B). Estas
células apresentavam numerosos prolongamentos citoplasmaticos finos e curtos
originados de sua membrana citoplasmatica. Mitoses foram observadas em todos os
espécimes avaliados. Semelhantes caracteristicas morfologicas foram observadas
também para as células MDPC-23 irradiadas com a mesma dose de LED, mas que ndo
foram colocadas em condi¢des de estresse (10% SFB). No grupo controle, onde as
células foram cultivadas em meio de cultura com 2% ou 10% de SFB e mantidas por
240 segundos fora de incubadora (sem irradiacdo com LED), o substrato de vidro estava
quase que completamente recoberto por nddulos epitelidides formados por numerosas
células MDPC-23 (Figura 9C/D). Porém, algumas estruturas globulares menores,
caracteristicas de restos celulares envolvidos por membrana, tipicos de células em

apoptose, foram observadas.



FIGURA 9 — A - As células MDPC-23, as quais ndo se organizaram

homogeneamente, porém exibem morfologia normal, estio parcialmente
recobrindo o substrato de vidro. MEV, 500x. B — Detalhe da figura anterior.
Observe que as células MDPC-23 apresentam amplo citoplasma, do qual se
originam numerosos prolongamentos citoplasmaticos finos. MEV, 1000x. C
(controle) — Tal como observado para os demais grupos controle utilizados
nesta pesquisa, grande parte do substrato de vidro esta recoberto por células
MDPC-23, as quais apresentam morfologia normal. MEV, 500x. D (controle)
— Detalhe da figura 9C. Observe a organizacdo de um grupo de células para
formar um nddulo epitelidide. Estas células exibem membrana citoplasmatica
irregular devido aos numerosos prolongamentos citoplasmaticos finos e

curtos. MEV, 1000x.



DISCUSSAO

O dispositivo LED foi introduzido no mercado ha 40 anos, em aparelhos
eletronicos. Com o desenvolvimento de novas tecnologias, atualmente os LEDs podem
ser produzidos em variados comprimentos de onda e t€ém sido aplicados em diversas
terapias biologicas in vitro e in vivo'>%23-3148:30-52343660 " A gsim na busca de uma fonte
de luz que reunisse vantagens econdmicas e funcionais, o LED foi selecionado para ser
aplicado e estudado na presente pesquisa.

Tem sido demonstrado que os LEDs ndo produzem calor nos pardmetros
usualmente empregados na fotobiomodulagdo, podem ser configurados para emitir
multiplos comprimentos de onda e serem posicionados em sondas grandes e largas,
sendo possivel sua indicagdo para irradiagdo de areas extensas’ ! Além disto, os LEDs
também sdo bem tolerados pelos tecidos bioldgicos, ndo causam efeitos deletérios, sdo
portateis, mais compactos e economicamente acessiveis™, sendo que a terapia com este
tipo de fonte de luz foi aprovada ha quase uma década pelo FDA para uso em seres
humanos”".

Em um estudo recente, Zhang et al.”’> compararam o aumento de temperatura
provocado por Laser KTP, LED e laser diodo, durante um experimento in vitro com
incisivos humanos extraidos. O LED produziu o menor indice de aumento de
temperatura pulpar (aproximadamente 2.9°C). Desta forma, os pesquisadores
concluiram que o LED ¢ um dispositivo que pode ser considerado seguro para utilizacdo
sobre o tecido pulpar. Entretanto, ainda ndo se conhece até o momento, os efeitos da luz
LED especificamente sobre as células odontoblastdides, as quais apresentam fendtipo
semelhante aos odontoblastos, os quais sdo células tipicas da polpa e que se organizam

em monocamada para revestir internamente a dentina. Baseado nos resultados de
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trabalhos nos quais se utilizou a LEDterapia sobre cultura de células in vitro '>233!3%

36513460 gntou-se, na presente pesquisa, por utilizar o LED vermelho, em um
comprimento de onda que variava entre 600-630 nm, e testar as diferentes doses de
energia (1, 2, 4 e 8 J/cm?), as quais foram efetivas sobre outras linhagens de células em
cultura. Porém, para que sejam compreendidos os mecanismos de a¢do do LED sobre as
células, algumas teorias tém sido propostas.

A primeira lei da fotobiologia afirma que para a luz visivel de baixa intensidade
ter algum efeito em um sistema bioldgico vivo, os fétons devem ser absorvidos por
bandas de absor¢ao eletronica pertencentes a croméforos, como a porfirina e flavina, ou
fotorreceptores, como a citocromo C oxidase, dentro das mitocondrias ¢ membranas
celulares™.

Tem sido sugerido que as citocromos C oxidases, no término da cadeia
respiratoria, sdo os fotoreceptores moleculares para a irradiacdo com luz que varia de
vermelha a infravermelha®™, e aqueles para a luz violeta 4 azul sdo flavoproteinas, no
inicio da cadeia respiratoria. A ativacdo de fotoreceptores gera uma série de respostas
que podem eventualmente resultar em aumento da proliferacdo celular e atividades
celulares®*~*,

A absor¢do de fotons pelas moléculas leva a um estado de excitacdo eletronica e
conseqiientemente pode levar a reagdes de aceleragio de transferéncia de elétrons’’. Um
maior transporte eletrénico necessariamente leva a um aumento na producio de ATP*.
Este aumento de ATP, junto ao aumento de ingrediente de proton (H+), causa uma
maior atividade de troca de ions, como Na+, K+ e Ca2+. Os ions Ca2+ regulam muitos

processos no corpo humano, como a contracdo muscular, coagulacdo sanguinea e

expressdo génica.
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Outra proposicdo é a hipdtese do oxigénio singleto, na qual moléculas excitadas
podem interagir com o oxigénio estavel, transferindo energia e formando espécies
reativas'’. A hipdtese redox’® propde que a alteragdo do metabolismo mitocondrial
levaria a producdo de 4nions superdxido. Por fim, a hipétese do 6xido nitrico (NO) *°
propde que a irradiag@o de luz poderia reverter a inibi¢do da citocromo C oxidase pelo
NO.

A célula utiliza o o6xido nitrico (NO) para regular os processos da cadeia
respiratoria, resultando em mudanga no metabolismo celular. O NO inibe a citocromo C
oxidase em competi¢do com o oxigénio ¢ a cadeia respiratoria mitocondrial e diminui a
sintese de ATP ®. A citocromo C oxidase se liga tanto ao oxigénio quanto ao 6xido
nitrico (NO). Assim, a respiragdo celular gera energia a célula, mas também ocasiona
um feedback que permite a célula monitorar e responder ao ambiente.

Quando a respirag@o celular é bloqueada, radicais livres sdo gerados. Tem sido
sugerido que, durante processos inflamatdrios, a citocromo C oxidase ¢ inibida pelo
NO, e a LEDterapia dissociaria o NO ao empurrd-lo a matriz extracelular para o
oxigénio se religar a citocromo C oxidase, retomando a atividade da cadeia respiratéria
>3 Baseado nesta teoria, foi demonstrado que em fibroblastos expostos 4 irradiagdo
com LED, houve um aumento na atividade de ATP e modulagio de espécies reativas de
oxigénio (como oxigénio singlet), reducdo e prevengdo de apoptose, estimulagdo da
angiogénese, aumento do fluxo sanguineo e indu¢@o de fatores de transcricio”’. Em um
outro estudo desenvolvido por Geronemus et al.'®, também foi demonstrada a rapida
produgdo de ATP apos a fotobiomodulacdo com LED, disparando uma subseqiiente
atividade metabolica de fibroblastos. Weiss et al.”® relataram que a fotobiomodulagéo
com o LED sobre a pele humana leva a um aumento do metabolismo celular, tal como

um aumento de sintese de colageno pelos fibroblastos da derme.
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Observa-se que os efeitos da luz LED na bioestimulagdo tém sido cada vez mais
evidenciados ao longo dos anos. O que se busca, ainda, sdo os pardmetros ideais de
irradiagdo, tais como: comprimento de onda, dose (fluéncia), intensidade (poténcia ou
irradidncia), tempo de irradiacdo, onda continua ou pulsatil, freqiiéncia de irradiagdo,
intervalos entre tratamentos e nimero total de aplicagdes.

O que se conhece, no momento, através das evidéncias cientificas publicadas nas
ultimas décadas, ¢ que os efeitos da luz sobre as células e tecidos sdo dose-

26-28, 38, 41, 56
dependentes™ > °> 7

. Todavia, como anteriormente descrito, ndo ha protocolos ja
estabelecidos para a irradiagdo das variadas linhagens celulares. Assim, no presente
estudo, as células MDPC-23 foram irradiadas periodicamente a cada 24 horas, num total
de 3 aplica¢des durante trés dias consecutivos. Este procedimento de irradiagdo foi
adotado devido ao fato de pesquisas anteriores terem demonstrado que 3 aplicagdes de
luz proveniente de LEDs resultou em efeitos bioestimuladores positivos sobre células®’,

Na presente pesquisa, apos a ultima irradiacdo, as placas de 24 compartimentos
onde estavam as células cultivadas permaneceram em incubadora pelo periodo de 3
horas. Este protocolo foi seguido com o objetivo de permitir que as células irradiadas
pudessem retornar a um equilibrio de suas fungdes, previamente aos testes especificos
de viabilidade e morfologia®.

Em 2004, Karu et al.” propuseram que a magnitude do efeito bioestimulatério
depende da condi¢ao fisioldgica das células no momento da irradiacdo. No ano seguinte,
Smith * afirmou que, se a célula estiver em homeostasia, ndo ha nada que a irradiagéo
possa estimular, e consequentemente, nenhum efeito terapéutico ocorre. Desta forma, na
presente pesquisa, a redug@o na concentragdo do soro fetal bovino (SFB) no meio de
cultura foi uma tentativa de gerar um estresse celular por déficit nutricional, tal como

2,34,44,47

anteriormente demonstrado por variados pesquisadores Assim, no presente
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estudo, duas concentragdes de SFB (2% e 10%) foram independentemente utilizadas na
suplementag¢do do meio de cultura usado para a manutencdo da cultura celular. Desta
forma, cada grupo irradiado teve o seu respectivo controle ndo irradiado, gerando, desta
maneira, dois grupos controles para cada dose avaliada, permitindo adequada analise
comparativa da possivel bioestimulagdo gerada através da irradiagdo com LED. Para os
grupos controle, em todos os tempos em que as células permaneceram fora da
incubadora, o meio de cultura suplementado com 10% de SFB propiciou atividade
celular e produ¢do de SDH significantemente maior do que no caso onde foi induzido
estresse celular. A grande maioria dos estudos in vitro publicados, onde se avaliou os
efeitos bioldgicos da irradiagdo LED, foi utilizado também como controle, meio de
cultura suplementado com 10% de SEB?*31:36:47:51.56.60 Dyegta forma, nossos resultados
estdo de acordo com dados cientificos prévios, os quais correlacionam concentragio de
SFB e aumento da atividade celular.

Os dados obtidos para os grupos controle resultam de uma atividade celular
tipica e, a partir deles, pode-se avaliar se as irradia¢des realizadas nos grupos de estudo
foram suficientes para estimular significativamente as fun¢des metabolicas celulares.
No presente estudo, houve reducdo na produg¢do de SDH quando as células foram
mantidas em meio de cultura com 2% de SFB e irradiadas com 1J/cm®. Sugere-se que
essa dose nao tenha sido suficiente para estimular significativamente as fungdes
metabolicas celulares. Pode-se especular que esse pardmetro ndo foi suficiente para
ativar os receptores celulares ou os mecanismos celulares de producdo de espécies
reativas (ROS, por exemplo) sobre este tipo celular, os quais desencadeariam um
aumento das atividades metabdlicas e mitoses. Por outro lado, o melhor resultado de
produc@o de SDH foi obtido quando as células mantidas em meio suplementado com

2% de SFB foram irradiadas com 4J/cm?, sugerindo, desta maneira, que essa ¢ a dose
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ideal de irradiagdo LED a 630 nm para estimular o metabolismo das células
odontoblastéides MDPC-23. Resultado semelhante foi obtido recentemente por Li &
Leu **, em um estudo onde células em cultura foram submetidas a irradiagdo com LED
de 630 nm, com o mesmo comprimento de onda empregada no presente estudo. Nesta
pesquisa, células mesenquimais derivadas da medula déssea de camundongos foram
cultivadas e a dose de 4 J/cm?” foi a mais efetiva para o aumento da proliferagdo celular,
também na concentrag¢do de 2% de SFB. No presente estudo, a andlise da proliferacdo
celular, através da MEV, mostrou que o grupo irradiado com 4 J/cm® apresentou um
maior numero de células aderidas ao substrato quando comparado aos demais grupos
experimentais. Embora Li, Leu** tenham avaliado apenas a proliferagdo celular, pode-se
dizer que em ambos os estudos os melhores resultados foram obtidos de maneira dose-
dependente, com a dose de 4 J/em? sendo a mais efetiva.

Na presente pesquisa, foi demonstrado que para o grupo no qual as células
odontoblastéides foram irradiadas com 8J/cm® ocorreu discreta redu¢do no
metabolismo celular tanto em meio de cultura com 2% quanto com 10% de SFB. Neste
caso, pode-se sugerir que esta dose foi, de alguma maneira, agressiva para este tipo
celular, inibindo as cascatas de reacdes fisico-quimicas intracelulares. Em contrapartida,
utilizando a mesma dosagem de 8J/cm” e também o LED vermelho (670 nm), Whelan et
al.’! verificaram que a irradiacdo LED em uma linhagem celular mtsculo-esqueletal (L-
6) derivada de rato aumentou em 140% a taxa de crescimento celular em relagdo ao
controle, apds 24 horas da irradiagdo. Os pesquisadores também demonstraram que
células HaCAT irradiadas com LED vermelho em 8 J/cm? sintetizaram duas vezes mais
colageno do que células ndo irradiadas. Esses resultados antagonicos demonstram a alta
especificidade dos parametros de irradiagdo de luz LED sobre os diversos tipos

celulares. Ndo ha muitos trabalhos na literatura que utilizem a irradiagdo LED sobre
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culturas celulares, tampouco na dose de 8J/cm®. Além disso, a combinac¢do de outros
fatores, como por exemplo, o tempo de irradia¢do, dispositivo de irradiagdo,
comprimento de onda do LED, frequéncia de aplica¢des da luz LED podem interferir na
resposta celular, determinando que cada tipo célula pode responder de maneira singular
frente a irradiacdo. Especificamente para as células odontoblastoides MDPC-23, a
irradiacdo com 8J/cm? determinou uma discreta inibi¢do metabélica.

Com relagdo a morfologia celular, as células MDPC-23 submetidas a condi¢do
de estresse por restricdo de SFB e que foram irradiadas com LED nas doses de 1, 2, 4 ¢
8 J/em® apresentavam-se organizadas em nédulos epitelidides. Particularmente quando
se utilizou a dose de 4J/cm?, as células MDPC-23, as quais apresentavam-se em maior
nimero e organizadas em nodulos epitelidides definidos, se caracterizaram
morfologicamente por apresentar amplo citoplasma de onde eram originados numerosos
prolongamentos citoplasmaticos finos e curtos. Para ambas as situa¢des de normalidade
ou estresse das células, mitoses foram freqiientemente observadas em todos os
espécimes avaliados. Por outro lado, para os grupos experimentais onde foram aplicadas
as doses de irradiacio de 1 J/em® e 8 J/ecm? foi observado a formacdo de nddulos
epitelidides com menor numero de células aderidas ao substrato de vidro, sendo que
estas células apresentavam tamanho reduzido. Estas observacdes de morfologia e
nimero de células refletem os resultados de metabolismo celular (producdo de SDH)
determinado para os grupos em estudo, visto que houve reducdo estatisticamente
significante na producdo de SDH para os grupos onde as células foram irradiadas com 1

J/em® e 8 J/cm? quando comparadas ao grupo de 4 J/em® (Mann-Whitney, p<0,05).

60 . .
Zhang et al.” demonstraram que células HelLa, uma linhagem celular de
carcinoma cervical humano, tiveram sua taxa de proliferagdo reduzida de maneira

significante apds terem sido irradiadas com LED vermelho por 24, 48 e 72 horas. Na
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avaliacdo da morfologia celular, a irradiagdo também provocou alteragdes nas células,
as quais se apresentaram em menor densidade, dispostas distantes umas das outras e
com corpos apoptoticos notaveis. No grupo controle (sem irradia¢do), as células
apresentavam citoplasma amplo, nucleos alargados e nucléolos nitidos, além de se
disporem em elevada densidade e proximas umas das outras. Por outro lado, em um
outro experimento onde foi avaliado a proliferacdo celular em fibroblastos irradiados
com LED e Laser nas cores verde, vermelho e azul, foi demonstrado um significante
aumento na taxa de proliferagdo celular apds as irradiagdes, em relagdo aos respectivos
controles **. Em ambos os estudos, houve uma variagdo dos parametros de irradiacdo e
dos tipos celulares. No primeiro, embora o comprimento de onda fosse inico, em torno
de 630 nm, o tempo de exposi¢do variou entre 1 a 3 dias de irradiagdo. Os resultados
mais significativos foram obtidos apds 72 horas de irradiagdo, com indice de 62% de
apoptose das células tumorais, embora ocorresse apoptose em todos os grupos

47 . n .
1.7, foram avaliados trés diferentes

irradiados. J& no trabalho de Vinck et a
comprimentos de onda sobre as células, obtendo uma maior proliferagdo celular em
todos os grupos irradiados, independentemente da fonte de luz. No presente trabalho de
pesquisa, para todos os grupos experimentais e controle avaliados, estruturas
caracteristicas de corpos apoptoticos também foram observadas, sendo que este
processo de morte celular pode ter sido ocasionado pela inibi¢do por contato entre as
numerosas células aderidas ao substrato de vidro. Assim, a morte celular por apoptose
demonstrada nas imagens obtidas das células MDPC-23 aderidas ao substrato de vidro
ndo estaria diretamente relacionada com os efeitos da irradiagdo por si so, tal como
observada por Zhang et al.%.

Quanto as aplicagdes experimentais e clinicas da fototerapia, muitas

investigacdes tém sido desenvolvidas de tal maneira que esta area de pesquisa tem se
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expandido de forma significativa nos wltimos 30 anos®*. Porém, ndo se deve esquecer
que os inumeros tipos celulares tém seus parametros unicos de absor¢do de luz, sendo
que estudos ainda necessitam realizados com o objetivo de compreender os mecanismos
de interagdo entre a luz (agente fisico) e os diferentes tecidos biologicos. Porém, na
presente pesquisa foi possivel demonstrar, através da irradiagio de células
odontoblastéides MDPC-23 com LED de aluminio-galio-arsénico (AlGaAs), no
comprimento de onda centrado em 630 nm e uma banda de 10 nm, o qual gerava feixes
luminosos de coloragdo vermelho intenso, que estas células com fendtipo de
odontoblastos pulpares podem ser bioestimulados quando da utilizagdo da densidade de

energia de 4 J/cm?,



CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada na presente pesquisa in vitro, foi
possivel concluir que as células odontoblastoides MDPC-23, colocadas ou nido em
condicdo de estresse por restri¢do de soro fetal bovino, apresentam resposta metabolica
variada de acordo com os pardmetros de irradiagdo com LED. Assim, foi demonstrado
que a maior taxa de produg@o de SDH, o que reflete o metabolismo celular, ocorreu
quando as células desta linhagem imortalizada foram colocadas em condi¢do de estresse
e irradiada com LED no comprimento de onda em torno de 630 nm sob fluéncia de 4

J/em?.
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