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RESUMO

Estas células, cultivadas em meio de cultura MEMa suplementado com soro fetal
bovino (SFB) 10%, entre a 10? e 152 passagem, foram submetidas a déficit nutricional
com SFB 1% a 1 hora ou 24 horas antes da irradiacdo (protocolos A ou B,
respectivamente). O meio foi mantido com suplementacdo de SFB 1% durante a
irradiacdo e ao longo do tempo experimental nos grupos de | a IV, enquanto que para
os grupos de V a VIII, o meio foi trocado para MEMa suplementado com SFB 10%. As
células foram irradiadas com laser vermelho (660 nm) nas seguintes dosimetrias: 2,5
J/icm? (grupos | e V), 5,0 J/cm? (grupos Il e VI) e 7,5 J/cm? (grupos Il e VII). As células
ndo irradiadas constituiram os controles negativo (grupo V) e positivo (grupo VIII). A
avaliacdo da citotoxicidade/integridada da membrana celular foi realizada pela
guantificacdo da desidrogenase latica (LDH) no meio de cultura apdés a irradiacdo. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT 24, 48 e 72 horas apos a irradiacao.
Os dados foram submetidos ao teste ANOVA a 2 critérios seguido pelo teste de Tukey
(P<0,05). Os niveis de LDH no meio de cultura em que as SHED eram mantidas foram
semelhantes quando comparados 0s protocolos A e B para a mesma densidade de
energia e mesma concentracdo de SFB no momento da irradiacdo. No protocolo A,
as células estavam mais viaveis 24 horas apés a irradiacdo independente da
densidade de energia, ja no protocolo B, ndo houve alteracdo na viabilidade celular
nos grupos IV (controle negativo), V, VI, VIl e VIII (controle positivo) ao longo do
tempo. Portanto, a inducdo de estresse celular por meio da suplementacdo do meio
de cultura com SFB 1%, uma hora antes da irradiacéo, foi mais favoravel para a
manutencao da viabilidade de SHED ap0s a irradiacdo, sem alterar os niveis de LDH

extracelular, em comparacéo com os resultados apds déficit nutricional por 24 horas.

Palavras-chave: Células-tronco, Técnicas de Cultura de Células, Terapia com Luz de

Baixa Intensidade



ABSTRACT

The purpose of the present study was to analyze in vitro the effects of different
nutritional deficit conditions to induce the state of cellular stress, prior to irradiation with
different dosimetries of Low Level Laser Therapy (LLLT), on the biomodulation of stem
cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED). These cells, cultured in MEMa
culture medium supplemented with 10% FBS, between the 10" and 15™ passage, were
subjected to nutritional deficit with 1% FBS one hour or 24 hours prior to irradiation
(protocols A or B, respectively). In both protocols, cells were irradiated with red laser
(660 nm) in the following dosimetries: 2.5 J/cm? (groups | and V), 5.0 J/cm? (groups I
and VI) and 7.5 J/cm? (groups Il and VI1). Non-irradiated cells constituted the negative
(group IV) and positive (group VIII) controls. Evaluation of citotoxicity/integrity of
cellular membrane was performed by the quantification of lactate dehydrogenase
(LDH) in the culture medium after irradiation. Cell viability was assessed by MTT
method 24, 48 and 72 hours after irradiation. Data were submitted to two-way ANOVA
followed by Tukey test (P<0.05). The levels of LDH at the culture medium where SHED
were grown were similar when compared protocols A and B for the same energy
density and same concentration of FBS during irradiation. In protocol A, cells were
more viable 24 hours after irradiation, irrespective of the energy density, while in
protocol B, there was no alteration in cell viability in groups IV (negative control), V, VI,
VII and VIII (positive control) over time.

Therefore, the induction of cellular stress by culture medium supplementation with 1%
FBS, one hour prior to irradiation, was more favorable for maintaining SHED viability
after irradiation, with no alteration in the levels of extracellular LDH, in comparison with

the results after 24-hour nutritional deficit.

Key words: Stem Cells, Cell Culture Techniques, Low Intensity Light Therapy
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1 INTRODUCAO

Pesquisas com células-tronco ganharam for¢ca no Brasil na virada do século
XXI, a partir de uma promessa de uma medicina regenerativa, através de uma fonte
ilimitada de tecidos para transplantes (PEREIRA, 2008). A capacidade de
diferenciacdo dessas células em diversos tecidos gerou expectativas de uma fonte
renovavel de saude por acreditar em uma medicina personalizada, genética e
imunologicamente direcionadas para cada individuo, com objetivo final de ampliar a
eficacia de tratamentos celulares (WALDBY, 2002).

As células-tronco mesenquimais sao células com propriedades significativas de
autorrenovacao e grande capacidade de se diferenciarem em varios tipos de células
especializadas quando submetidas a condi¢des controladas in vitro. Devido a essas
caracteristicas, o uso das células-tronco tem sido propagado na engenharia tecidual
e medicina regenerativa como recursos substitutos para terapias convencionais
(CASTRO-SILVA et al., 2009).

E atribuida as células-tronco mesenquimais a responsabilidade de reposicéo
de tecidos danificados no local em que habitam. Estudos tém demonstrado que quanto
maior a proliferacdo destas células, maiores as capacidades regenerativa e cicatricial
do tecido correspondente (BARBOZA et al.,, 2014). Para que haja aumento da
capacidade de proliferacao de diversas células, o laser de baixa intensidade tem sido
utilizado, causando um aumento da capacidade regenerativa frente a esta modalidade
terapéutica.

O raio laser € um tipo particular de radiacao eletromagnética, e o laser de baixa
intensidade (LBI) refere-se a uma luz situada no espectro vermelho ou infravermelho.
Os efeitos terapéuticos descritos compreendem a agao anti-inflamatoria, analgésica e
de reparacéo tecidual, sendo ainda mencionado o seu grande potencial de uso em
todas as especialidades odontolégicas (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012;
HENRIQUES; CAZAL; CASTRO, 2010).

Para que a irradiacao laser seja mais eficaz, diversos estudos mostraram que
diferentes tipos de células em condi¢cdes de estresse sdo mais sensiveis aos efeitos
biomoduladores do laser, sendo que tal estresse pode ser induzido pelo
estabelecimento de déficit nutricional no meio de cultura (diminuicdo do soro fetal
bovino - SFB) (NARA; MATONO; MORIOKA, 1991; STEINLECHNER; DYSON, 1993;

TAGLIANI et. al., 2010). Contudo, de acordo com uma revisao sistematica, a
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padronizacdo dos parametros de irradiacédo € indispensavel para melhorar os efeitos
da aplicagédo clinica desta terapia (GINANI et. al., 2015). Os parametros variaveis do
LBI sdo: comprimento de onda, poténcia, energia, densidade de energia (fluéncia),
densidade de poténcia (irradiancia), tempo de aplicacdo e area de saida do feixe do
laser, para que este induza a bioestimulacdo (ALMEIDA-LOPES et al.,, 2001,
PEREIRA et al., 2002).

Os trabalhos publicados apresentam, de maneira geral, deficiéncias no
protocolo de cultivo e irradiagédo, como variagdes no comprimento de onda, densidade
de energia, tempo de radiacéo e estado de polarizacdo da luz (GINANI et al., 2015;
HADIS et al., 2016). Desta maneira, esta investigacdo procurou trazer contribuicdes
importantes para tornar a metodologia de irradiacdo LBl em cultura de células mais
precisa, além de esclarecer os efeitos de dosimetrias variadas na estimulagdo da
viabilidade de SHED em diferentes situagdes. A finalidade dos resultados de estudos
in vitro é orientar parametros a serem aplicados em pesquisas seguintes empregando
modelos in vivo e ensaios clinicos (PEREIRA et al., 2002; TAGLIANI et al., 2010).
Portanto, estabelecer protocolos que buscam melhores efeitos da aplicacdo desta
tecnologia diretamente sobre células-tronco € fundamental para que estratégias
clinicas guiadas de regeneracdo biolégica do complexo dentino-pulpar possam

futuramente ser praticadas com o auxilio da fototerapia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CELULAS-TRONCO

As células-tronco podem ser classificadas como células-tronco embrionarias ou
células-tronco adultas. As embrionarias derivam da massa celular de um embrido,
com quatro ou cinco dias de fecundacgéo e podem ser obtidas de évulos fertilizados in
vitro e doados as pesquisas. Sdo chamadas de totipotentes, pois sédo capazes de dar
origem a qualquer tecido do corpo humano, incluindo placenta e anexos embrionarios.
Contudo, questdes éticas e legais vinculadas ao uso de embrides criados para fins de
reproducdo assistida vém limitando os estudos com esse tipo de célula (DINIZ,
AVELINO, 2009).

Células-tronco adultas sé&o consideradas multipotentes, podendo se diferenciar
em alguns tipos celulares apenas (SLACK, 2000; REHEN, PAULSEN, 2007), Sua
principal funcdo é manter ou reparar o tecido no qual se encontram. Atualmente, sao
conhecidas varias fontes de células-tronco adultas, tais como medula-6ssea, sangue,
cornea e retina, figado, pele, trato intestinal, pancreas e polpa dental (SLACK, 2000).
Estas células podem ser classificadas ainda como hematopoiéticas ou mesenquimais.

As células-tronco hematopoéticas sao células que possuem a capacidade de
se diferenciar e autorrenovar em células especializadas do tecido sanguineo e células
do sistema imune. Sao constituidas de células-tronco adultas melhores caracterizadas
até hoje. A sua obtencéo é feita a partir da medula 6ssea, do sangue periférico e do
corddo umbilical (SILVA JUNIOR, ODONGO, DULLEY, 2009). Ja as células-tronco
mesenquimais estao presentes em regides perivasculares de todos os tecidos adultos,
em pequenas quantidades, como na medula-0ssea, tecido adiposo, periésteo, tecido
muscular e 06rgdos parequimatosos. Sao células multipotentes, capazes de se
diferenciar ou produzir alguns tipos celulares. Estas células agem como um
reservatorio de células indiferenciadas para suprir a demanda por células do tecido ao
gual pertencem, adquirindo as caracteristicas fenotipicas do local (MEIRELES et al.,
2006).

Quando isoladas a partir do tecido dentéario, células-tronco mesenquimais sao
caracterizadas como: células-tronco da polpa dentaria de dentes permanentes
(DPSC), células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED) e de dentes

permanentes imaturos (IDPSC); células-tronco de ligamento periodontal dentéario
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(PDLSC); células-tronco da papila apical dentaria (SCAP); e células-tronco de foliculo
dentario (DFSC) (DEMARCO et al., 2011; GRONTHOS et al., 2000; MIURA et al.,
2003). Evidéncias recentes sugerem a possivel utilidade do uso de células-tronco
pulpares para o reparo 6sseo, em cartilagem, células neurais, adipdcitos e até mesmo
no proprio tecido pulpar (CHEN et al 2014; FAREA et al., 2014; HARA et al., 2011,
KOYAMA et al., 2009; SEO et al.,, 2008). Pela facilidade de obtenc&o, os dentes
deciduos esfoliados podem ser considerados como uma fonte ideal de células-tronco
para reparar estruturas dentarias comprometidas, induzir regeneracdo Ossea e
possivelmente, tratar injarias de tecido nervoso ou doencas degenerativas (HAU et al.,
2006).

Ha evidéncias de que SHED sado similares aquelas encontradas no cordao
umbilical. Comparando as células-tronco provenientes da medula 0ssea e as SHED,
notou-se que as SHED apresentam uma maior taxa de proliferacdo. Aléem disso, as
SHED possuem habilidade de se diferenciarem em células odontoblasticas funcionais,
adipocitos e células neurais, além de estimularem a osteogénese apos implantagao in
vivo (MIURA et al., 2003).

A terapia celular com células-tronco da polpa dentaria consiste em um conjunto
de métodos e abordagens tecnoldgicas para tratamento de doencas e tem despertado
grande interesse na comunidade cientifica devido a capacidade dessas células
indiferenciadas em preservar sua propria populacéo e de diferenciar em células de
diversos tecidos (GRONTHOS et al., 2002; MIURA et al., 2003).

Os avancos na engenharia tecidual na Odontologia apontam para a terapia
pulpar com células-tronco como meio de substituicdo dos tecidos inflamados ou
necroticos, por tecido funcional saudavel, capaz de formar uma nova dentina para

reparos 0sseos e osseointegracdo de implantes (TELLES et al., 2011).

2.2 LASER

Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), que significa
Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacéo, € uma forma de radiacéo
nao ionizante, altamente concentrada, eletromagnética, coerente e unidirecional
(ALSTER; BETTERCOURT, 1998). Essa radiacéo resulta de um salto quantico de um

elétron ou molécula previamente estimulada, passando de um estado de baixa energia
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para alta energia, emitindo ondas de mesma frequéncia e diregdo (KITCHEN;
PATRIDGE, 1991; ORTIZ et al., 2001).

O primeiro laser foi projetado por Maiman e sua equipe, por volta de 1959-1960,
a partir de um trabalho (On The Quantum Theory of Radiation) de Albert Einsten, em
1916. Esse laser era pulsado de alta poténcia. Em 1963, foi utilizado pela primeira vez
em pele humana, e em 1967 descobriu-se a bioestimulacdo a laser quando um
camundongo foi exposto a luz laser (MESTER; SZENDE; TOTA, 1967).

A definicdo de laser baseia-se em qualquer dispositivo feito para produzir ou
ampliar a radiacdo eletromagnética na faixa do comprimento de onda de 180nm a 1
mm, através do processo de emissdo estimulada (MVULA, 2008), que possui trés
elementos chave: o meio que gera a luz laser, a fonte de energia (que entrega a
energia ao meio de forma a excita-la para emitir luz) e a cavidade 6ptica ou ressonante
(onde a luz se concentra para estimular a radiagao a laser) (HECHT, 1992).

A poténcia do laser € medida em watts (W) ou miliwatts (mW). A densidade de
poténcia, ou intensidade de luz, é a poténcia de saida da luz por unidade de area do
alvo que esta sendo iluminado pela luz laser, sendo medida em watts por centimetro
quadrado (W/cm?) ou miliwatts por centimetro quadrado (mwW/cm?) (TUNER; HODE,
2002). A densidade de energia (DE) é definida pelo produto da densidade de poténcia
do aparelho fotoativador e o tempo de exposicao (T). Ja o comprimento de onda esta
relacionado com a transmissao de radiacéo do laser, que € a distancia entre dois picos
de uma onda, em nanémetros (BASFORD, 1995).

Os lasers de baixa poténcia possuem baixa energia, e ndo possuem poténcia
fototérmica, sendo utilizados para biomodulacdo, estado em que a célula procura
restabelecer a normalidade da regido afetada, que por sua vez, sua acao varia de
acordo com o espectro eletromagnético (LOPES; MAS; ZANGARO, 2006).

Em geral, os aparelhos usados na terapia laser de baixa poténcia emitem luz
na faixa do vermelho e infravermelho — luz nos comprimentos de 660 e 1000 nm
(RIGAU, 1996). Esses aparelhos séo constituidos principalmente pelo cristal de
arseneto de galio (AsGa), emitindo A de 904 nm, e pelo arseneto de galio e aluminio
(AsGaAl), emitindo A de 780 a 870 nm, sendo os principais lasers de diodos
empregados na biomodulagdo, estado em que a célula procura restabelecer a
normalidade da regido afetada (ORTIZ et al., 2001; RIGAU,1996).

Visto que os lasers séo classificados de acordo com a interacdo da luz e o

tecido alvo, o LBI oferece baixa densidade de energia para que a célula alvo a utilize
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de maneira a estimular membranas ou organelas, induzindo a biomodulagéo (KARU,
1989; OLIVI; GENOVESE; CAPRIOGLIO, 2009).

A acdo de bioestimulacdo do LBI pode aumentar o metabolismo celular e
acelerar a proliferagcdo, migracdo e remodelacdo celular, bem como promover
aumento da sintese de proteinas, liberacdo de fatores de crescimento, aumento da
sintese e proliferacdo de colageno, estimulo da formacdo de RNA e DNA, formacgéo
de capilares, ativacéo de linfécitos e aumento da atividade leucocitaria (BASSO et al.,
2012; KARU, 1989; WAGNER et al., 2013).

Muitos estudos tém investigado os parametros ideais para aumentar a
efetividade da terapia LBI na bioestimulacéo de diferentes tipos celulares (ALMEIDA-
LOPES et al., 2001; BASSO et al., 2012 KREISLER et al., 2003; MENEGUZZO et al.,
2008), pois os efeitos clinicos favoraveis séo alcangados através da dosagem de
energia adequada sobre células especificas (ALMEIDA-LOPES et al., 2001,
ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012; AZEVEDO et al., 2006; ; BASSO et al., 2012;
EDUARDO et al., 2008; GINANI et al.,, 2015; HADIS et al.,, 2016; KARU, 1989;
MENEGUZZO et al., 2008; PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010; PEPLOW etal., 2011;
PEPLOW; BAXTER, 2012; POURZARANDIAN et al., 2005).

Em 2001, ALMEIDA-LOPES et al. compararam os efeitos de diferentes
parametros de irradiacdo na proliferacao in vitro de fibroblastos gengivais. As células
foram mantidas sob déficit nutricional (SFB a 5%) ou em condicéo ideal (SFB a 10%)
durante 12 horas antes da irradiacdo. Lasers diodo com diferentes comprimentos de
onda 670 nm, 780 nm, 692 nm e 786 nm foram utilizados com fluéncia de 2 J/cm?. No
entanto, os resultados mostraram discreto crescimento de células sob déficit
nutricional em comparacdo as ceélulas em condi¢cdes nutricionais regulares,
independente do comprimento de onda.

Em outro estudo, células-tronco pulpares de dentes humanos foram cultivadas
com SFB a 15% e foram submetidas déficit nutricional (SFB a 10%), irradiadas com
laser diodo InGaAIP com diferentes poténcias e tempos de irradiacdo (20 mW, 6 s e
40 mW, 3 s) e o grupo controle. O ensaio realizado apoés as irradiacdes foi 0 MTT e
concluiu-se que as células irradiadas com menor poténcia (20 mW) durante maior
tempo (6 s) revelaram maior atividade metabdlica no periodo de 72 horas em
comparacao aos demais grupos (EDUARDO et al, 2008).

Em 2010, Tagliani et al. avaliaram os efeitos da irradiacdo LBI (1,5 J/cm?, 100

mW, 1 min e 20 s) em odontoblastos sob estresse celular. As células foram incubadas
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por 24 horas em condi¢des nutricionais ideais, e posteriormente, o0 meio de cultura
(DMEM) foi suplementado com menores concentragdes de SFB (2% e 5%), induzindo
condicOes de estresse celular. A irradiagdo foi realizada com laser infravermelho
(808nm) trés vezes com intervalos de 24 horas. Os ensaios utilizados apds a
irradiacdo para analisar o metabolismo e morfologia celular foram o MTT e MEV
(microscopia eletrbnica de varredura), respectivamente. Os autores concluiram que
houve um leve aumento do metabolismo celular de células mantidas em condicéo de
déficit nutricional com 5% de SFB, sendo considerado um método adequado para a
bioestimulagéo do tipo celular avaliado.

Volpato et al. (2011) analisaram a viabilidade de fibroblastos sob estresse
celular irradiados com lasers vermelho (660 nm, 40 mW, 1 W/cm?), infravermelho (780
nm, 40 mW, 1 W/cm?) e LED (637 + 15 nm, 40 mW, 1 W/cm?). Os parametros utilizados
mostraram que a fototerapia estimulou a viabilidade de fibroblastos cultivados em
déficit nutricional especialmente no grupo irradiado com o laser infravermelho.

Em 2014, Miura et al. utilizaram as SHED cultivadas sob déficit nutricional e em
condicBes ideais para avaliar o efeito do LBI vermelho InGaAIP (660 nm, 40 mW e 10
Jicm?) e infravermelho (780 nm, 40 mW e 10 J/cm?) durante 4 e 8 segundos, nos
periodos de 24, 48 e 72 horas. A fototerapia com LBI foi empregada com energia total
ou fracionada com intervalo de 6 horas entre as irradiagdes. Células nao irradiadas
mantidas em meios de cultura (DMEM) suplementado com 10% de SFB e 5% de SFB
foram consideradas controle positivo e negativo, respectivamente. Os ensaios MTT e
‘Busatti e Gomes” mostraram que o LBI (660 nm e 780 nm) estimulou
significativamente a viabilidade e proliferacdo das SHED em ambas condicbes
nutricionais nos periodos de 24, 48 e 72 horas.

Zaccara et al. (2015) identificaram a menor densidade de energia para
promover a proliferacdo e manter a viabilidade de células-tronco de polpa dentéaria. As
células foram isoladas de terceiros molares saudaveis e na terceira passagem foram
irradiadas ou nado (controle) com o LBI InGaAIP em Ohr e 48hr usando duas
densidades diferentes de energia (0,5 J/cm? e 1,0 J/cm?). A proliferacéo e viabilidade
celular e a atividade mitocondrial foram avaliadas nos intervalos de 24, 48, 72 e 96
horas depois da primeira irradiacdo. O grupo irradiado com a densidade de energia
1,0 J/cm? apresentou um aumento na proliferacdo das células. Concluiram que o LBI,
particularmente na dose de 1,0 J/cm?, contribuiu para o crescimento e manutencéo da

viabilidade de células-tronco de polpa dentaria. Esse fato indica que a terapia a laser
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€ uma importante ferramenta para o futuro da engenharia tecidual e regeneragéo
envolvendo células-tronco.

Fernandes et al. (2016) realizaram um estudo utilizando a terapia com laser de
baixa intensidade com diferentes densidades de energia (grupos: | (1,2J/cm?-0,5
mw -10s),11(25J/cm?2-10mwW -10s), 11 (3,7J/cm?-15mW -10s), IV (5,0J/
cm?-20mW - 10s),V (6,2J/cm?-25 mW - 10 s) e VI (ndo irradiado - grupo
controle) para estimular a proliferagéo e viabilidade de SHED. Como resultado obteve-
se que as diferentes densidades de energia de laser de baixa intensidade utilizadas
nao causaram perda de viabilidade celular e estimularam a proliferagdo de SHED nos
parametros descritos neste estudo.

Castro-Silva et al. (2009) verificaram in vitro a influéncia da fototerapia a laser
na biomodulacdo da proliferacdo de células derivadas de polpa dental decidua
humana. As células foram divididas em dois grupos experimentais: laser (irradiacéo
diaria de laser de GaAlAs na dose de 2,5 J/cm2) e controle (sem irradiagéo). O ensaio
de proliferacdo multiparamétrico foi realizado com trés técnicas consecutivas de
avaliacdo da viabilidade celular: XTT (atividade mitocondrial), vermelho neutro
(integridade lisossomal) e cristal violeta (inclusdo em DNA), nos periodos de 12 horas,
1, 3, 5 e 7 dias. Concluiu-se que o laser de baixa intensidade biomodula positivamente
a atividade mitocondrial de células derivadas de polpa dental decidua humana, porém
sem afetar a taxa de proliferacéo celular.

Nos diversos estudos com laser e cultura de células, o processo de subcultivo
envolve etapas que expdem as células a diversos estimulos e podem sensibiliza-las
de diferentes maneiras aos efeitos da irradiacdo (KARU, 1989). O LBI visa promover
biomodulacéo das atividades celulares a fim de normalizar funcbes em situacdes de
desequilibrio, como no estresse celular, diante disso, em condi¢cdes ideais a
fototerapia tende a ndo promover beneficios (AZEVEDO et al., 2006; DAMANTE et
al., 2009; VOLPATO et al., 2011). A sensibilidade celular aos efeitos estimulatorios do
laser sé@o inversamente proporcionais ao pH celular (KARU, 1989; KARU, 1999).
Segundo Karu (1989), as células devem encontrar-se fisiologicamente alteradas para
gue a luz seja absorvida de maneira satisfatéria. O mecanismo de estresse celular
ocorre devido a alteracdes desencadeadas por agentes oxidativos, temperatura e
deficiéncia nutricional do meio de cultura (TAGLIANI et al., 2010). A diminuicdo da
concentragéo de soro fetal bovino (SFB), déficit nutricional, no meio de cultivo celular

tem mostrado bastante eficacia para avaliar os efeitos da irradiagdo do LBI no
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metabolismo celular (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; EDUARDO et al., 2008;
DAMANTE et al. 2009; OLIVEIRA et al., 2011). E importante salientar que a linhagem
celular influencia na resposta ao déficit nutricional e, consequentemente, a acdo do
LBl (FERREIRA et al., 2006). Assim, é necessario investigar antecipadamente o
método mais adequado de se atingir o estado de estresse celular previamente a
irradiacao LBI, com o intuito de garantir o melhor efeito da fototerapia nas células.

Na atualidade, as modernas técnicas de laserterapia tem auxiliado na reposta
reparadora apos procedimentos odontoldgicos e, consequentemente, proporcionado
maior conforto aos pacientes. Algumas tecnologias desenvolvidas com o auxilio da
Optica sdo utilizadas em diversas aplicacfes, enquanto que outras ainda se encontram
em estagio de testes e experimentacdo (PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010;
PEPLOW et al., 2011; ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012; PEPLOW,; BAXTER,
2012; BECKMANN; MEYER-HAMME; SCHRODER, 2014; GINANI et al., 2015). Para
torna-las seguras e acessiveis aos pacientes e profissionais, previamente as
indicacdes clinicas, sdo necessarios incentivos as pesquisas que almejam determinar

protocolos de irradiacéo.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo analisar in vitro a influéncia de diferentes
protocolos de indugdo de estresse celular (déficit nutricional) previamente a utilizacdo
do LBI com diferentes parametros de irradiacao para a biomodulagéo de SHED.

Os objetivos especificos foram:

a) guantificar a enzima desidrogenase latica no meio de cultura de SHED
mantidas sob déficit nutricional por 1 ou 24 horas previamente a
irradiacéo LBI,

b) avaliar a viabilidade de SHED mantidas sob déficit nutricional por 1 ou
24 horas previamente a irradiagéo LBI.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SHED UTILIZADAS NOS ESTUDOS

As SHED foram fornecidas pela Faculdade de Odontologia de Sao Jose dos
Campos - UNESP, SP, Brasil), pelo Prof. Dr. Bruno das Neves Cavalcanti apés
aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) daquela instituicdo (protocolo
namero 46420 — anexo 1), foram mantidas em meio de cultura MEMa (Minimum
Essential Medium, Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), suplementado com soro
fetal bovino 10% (SFB) (Fetal Bovine Serum, Certified, Heat- Inactivated, Gibco,
Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) e solucdo de penicilina e estreptomicina 1%
(Penicillin-Streptomycin, Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA). As células foram
mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO», sendo o0 meio trocado a cada dois dias.
Foi seguida a metodologia para a cultura de células conforme estabelecida por Sakai
et al. (2010). Para todos os experimentos, as SHED foram utilizadas entre a 102 e 152

passagem.

4.2 DETERMINACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

As doses da irradiacdo e energia foram baseadas em estudos prévios
(DAMANTE et al., 2009; VOLPATO et al., 2011; FERNANDES et al., 2016). Os grupos
foram divididos de acordo com os parametros de irradiacdo LBI e a concentracdo de
SFB utilizada no momento da irradiacéo das SHED e para a manutencao das culturas
ao longo do tempo experimental, conforme pode ser observado na tabela 1.

Adicionalmente, foram estabelecidos dois protocolos distintos de déficit
nutricional. No protocolo A, as SHED foram mantidas por uma hora em meio de cultura
suplementado com SFB 1% previamente a irradiacédo LBI, enquanto que no protocolo
B, as SHED foram mantidas por 24 horas em meio de cultura suplementado com SFB
1% previamente a irradiacédo LBI.

Para os grupos | a |V, ap0s o periodo de déficit nutricional, novo meio de cultura
suplementado com SFB 1% foi adicionado, enquanto que para os grupos V a VIllI, foi
adicionado meio de cultura suplementado com SFB 10% imediatamente antes da

irradiacéo LBI.
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Os grupos que ndo receberam irradiacdo (IV e VIII) constituiram os controles

negativo e positivo, respectivamente.

SFB (%) no meio

Grupo de cultura durante Tempo [s] Energia

Densidade de Poténcia [mW]

a irradiaggo Energia [J/cm?] total [J]
2,5 Jlcm? 10 mW 10 0,10J
I 5,0 J/lcm? 20 mw 10 0,20J
1l 1% 7,5 Jlcm? 30 mw 10 0,30J
v N&o irradiadas _
\% 2,5 Jlcm? 10 mW 10 0,10J
Vi 5,0 J/lcm? 20 mw 10 0,20J
vii 10% 7,5 Jlem? 30 mw 10 0,30J
Vil N&o irradiadas _
Tabelal-  Grupos experimentais divididos de acordo com os parametros de irradiacdo do laser

de baixa intensidade e a concentracdo de soro fetal bovino (SFB) utilizada no
momento da irradiacdo de SHED e ao longo do tempo experimental.

(Fonte: Da autora)

4.3 IRRADIACAO COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE

Apbés o plagueamento com meio MEMa suplementado com SFB 10% e
penicilina e estreptomicina 1%, as células foram incubadas a 37°C com 5% de COg,
por 24h, para se aderirem e se multiplicarem.

Sabendo-se que a distancia entre a fonte de laser e o caminho percorrido até a
superficie de aplicacdo é critica, nos experimentos propostos o LBI foi aplicado
através do fundo da placa de 96 pocos transparentes. Desta forma, o feixe de laser
nao transpde o meio de cultura, sendo aplicado diretamente sobre as células,
seguindo a metodologia adotada por estudos prévios (AZEVEDO et al., 2006;
EDUARDO et al., 2008; MARQUES et al., 2004; PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010;
PEREIRA et al., 2002; VOLPATO et al., 2011). Foram utilizadas placas fabricadas em
poliestireno transparente (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA). A distancia entre

o feixe de laser e a monocamada celular foi mantida constante a 1 mm (DAMANTE et
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al., 2009; EDUARDO et al., 2008; VOLPATO et al., 2011). As placas de cultura foram
posicionadas de modo que a ponta ativa do laser ficou totalmente em contato com o
fundo do poco a ser irradiado. As placas de cultura transparentes foram envolvidas
por uma mascara confeccionada em cartolina negra com orificios localizados na
posicao dos pocos dos grupos experimentais. Cada orificio foi vedado individualmente
por uma portinhola, também em cartolina negra que permitiu que apenas o orificio do
poco que fosse irradiado permanecesse aberto. Os orificios da mascara possuiam o
didmetro compativel com a ponta ativa do dispositivo do Laser (VOLPATO, 2009).

A irradiagéo foi realizada com Laser de Baixa Poténcia (Twin Flex Evolution,
MMOptics®, S&o Carlos, SP, Brasil), meio ativo indio galio aluminio fésforo (InGaAlP),
no comprimento de onda de 660 nm (laser vermelho), area do feixe de saida 0,04 cm?
e densidade de energia de 2,5, 5,0 e 7,5 J/cm?, conforme os grupos estabelecidos
previamente (Tabela 1). Antes e ap0s as irradiagdes, a poténcia da emissao Laser foi
aferida por um medidor de poténcia (Laser Check, MMOptics®, Sao Carlos, SP,
Brasil). As células nao irradiadas permaneceram fora da incubadora 0 mesmo tempo
gue as células irradiadas com diferentes densidades de energia, sendo que para estes
pocos o dispositivo laser foi mantido desligado durante o experimento. Sendo assim,
todas as amostras foram submetidas as mesmas condicbes ambientais como em
estudos prévios (DAMANTE et al. 2009; PACHECO et al., 2013; VOLPATO et al.
2011). Os grupos foram plagueados em triplicata (Figura 1) e o0s experimentos
repetidos trés vezes (DAMANTE et al., 2009; FRESHNEY, 2000; VOLPATO et al.,
2011).

Protocolo A - Déficit nutricional 1 hora antes da irradiacdo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al GIV | GIV | GIV | GIV | GIV GVIII | GVIII | GVIII | GVIII | GVIII

B | Blank | Blank | Blank | Blank Blank | Blank | Blank | Blank
C

D| Gl Gli Glli GV GVI GV
E

F Gl Gli Glli GV GVI GV
G

H| Gl Glli Glli GV GVI GVl
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Protocolo B - Déficit nutricional 24 horas antes da irradiagéo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al GIV GlvV GlvV Glv Glv GVIII | GVIII | GVIII | GVIII | GVIII

B | Blank | Blank | Blank | Blank Blank | Blank | Blank | Blank
C

D Gl GllI Glli GV GVI GVII
E

F Gl GllI Glli GV GVI GVII
G

H Gl Glli Glli GV GVI GVl

Figural- Layout do plagueamento das células em placas de 96 pocos para os protocolos A e B
de acordo com os grupos experimentais (Gl a GVIII). Pogcos marcados como Blank,
continham apenas meio de cultura sem células para normalizagéo dos resultados.

(Fonte: Da autora)

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA DESIDROGENASE LATICA (LDH)

Os niveis da enzima da Desidrogenase Latica (LDH) liberada no meio de
cultura foram avaliados imediatamente apés a irradiacdo em células mantidas em
déficit nutricional por 1 ou 24 horas previamente a irradiacdo. Esta enzima € utilizada
na avaliacdo de processos que resultam em intensa destruicdo celular em um o6rgao
ou tecido, visto que nestes casos ha aumento dos niveis séricos da enzima
(HALLIWELL B, WHITEMAN M, 2004). Paraisso, foi utilizado o kit Desidrogenase
Latica LDH UV Bioclin ® e os valores foram obtidos em U/L.

Para este teste, 1x10*células foram plagueadas em 200 uL de meio de cultura
por poco em placas de 96 pocos, como previamente descrito (Tabela 1) e seguindo
os protocolos A e B de inducéo de estresse celular. Em seguida, foram retirados de
cada poco 20 uL de meio de cultura sobrenadante, correspondente a 60 uL de cada
grupo (3 pocos/grupo) e adicionados em um microtubo Eppendorf (J Prolab, Sdo José
dos Pinhais, Brasil) juntamente com 1,0 mL do reagente de trabalho. O microtubo foi
mantido em cubeta a 37°C por 1 min. Em seguida, foram realizadas leituras do nivel
de atividade LDH em 1, 2 e 3 minutos em espectrofotdbmetro com comprimento de
onda ajustado para 340 nm e caminho éptico de 1 cm. Através da somatoria das

leituras nos diferentes tempos, foram calculadas as médias das absorbancias por
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minuto (AA/min.) e realizado o célculo determinado pelo fabricante do kit [AA/min. x
8016 = LDH (U/L)] para resultado final do nivel de atividade LDH.

4.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO METODO MTT

No intuito de avaliar a viabilidade das SHED irradiadas com diferentes
densidades de energia do LBI e submetidas aos protocolos A e B de inducdo de
estresse celular, realizou-se o ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio). As SHED plaqueadas em densidade de 1x10* células por pogo de
placas de 96 pocos e, apoés as irradiacdes, foram incubadas a 37°C com 5% de CO2
por 24, 48 ou 72 horas, de acordo com o periodo experimental. Para o ensaio MTT,
ao final da incubacgéo nos respectivos tempos, os sobrenadantes foram descartados
e uma solucao de MTT, responsavel por corar a clivagem da atividade mitocondrial
(MOSMANN, 1983), foi adicionada as células. A solu¢cdo de MTT foi dissolvida em
MEMa na proporgcéo de 0,5 mg/mL, filtrada e esterilizada utilizando filtro Millipore
0,22um. A solucédo foi adicionada em cada poco (110 ulL/poco) onde as células
permaneceram incubadas por 4h a 37°C em 5% de CO.. Posteriormente, a solucao
de MTT foi retirada dos pocos e descartada. Em seguida, dimetil sulféxido (DMSO -
FISHER SCIENTIFIC, HAMPTON, VA, EUA) foi adicionado aos pogos (200 uL/pogo)
e mantido por 30 minutos, em temperatura ambiente, para dissolver os cristais azuis
gue coram as mitocondrias. A leitura da absorbancia foi determinada em aparelho de
espectrofotometro (ANTHOS ZENYTH 200 RT, BIOCHROM LTD, CAMBRIDGE,
REINO UNIDO) com comprimento de onda ajustado em 570 nm.

4.6 ANALISE ESTATISTICA
Apébs a coleta e tabulacdo dos dados em planilha Excel, os resultados foram

submetidos a anadlise estatistica pelo programa R utilizando-se o teste ANOVA a 2

critérios, seguido pelo teste de Tukey. Foi adotado nivel de significancia de 5%.



26

5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA DESIDROGENASE LATICA (LDH)

Os niveis de LDH no meio de cultura em que as SHED eram mantidas foram
semelhantes quando comparados os protocolos A e B para a mesma densidade de
energia e mesma concentracdo de SFB no momento da irradiagdo (Graficos 1 e 2).

No protocolo A, observaram-se menores niveis de LDH em todos os grupos
irradiados e mantidos com SFB 1% no momento da irradiagcdo (grupos | a Ill) em
comparacao ao grupo néo irradiado e mantido sob a mesma condi¢cdo durante a
irradiacdo (grupo IV — controle negativo), sendo esta diferenca significante apenas
guando os grupos | e lll foram comparados ao grupo IV. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos mantidos com SFB 10% no momento da irradiagéo
(grupos V a VIl) e o grupo VIII (controle positivo). Quando comparados 0s grupos
irradiados com a mesma densidade de energia, observou-se uma atividade de LDH
significativamente maior em GVII do que em GllI (Grafico 1).

No protocolo B, observaram-se menores niveis de LDH em todos os grupos
irradiados e mantidos com SFB 1% no momento da irradiacao (grupos | a lll) em
comparacdo ao grupo nédo irradiado e mantido sob a mesma condicdo durante a
irradiacdo (grupo IV — controle negativo), sendo essas diferencas estatisticamente
significativas. Quando comparados os grupos mantidos com SFB 10% durante a
irradiacdo, o nivel de LDH no grupo VII foi significativamente maior que nos demais
(grupos V, VI e VIII). Na comparacao dos grupos irradiados com a mesma densidade
de energia, observou-se que a atividade LDH foi significativamente menor nos grupos

mantidos com SFB 1% do que SFB 10% durante a irradiacdo (Grafico 2).



60

50

NiVEL LDH

0

Gréfico 1 -

(Fonte: Da autora)

60

50

40

NiVEL LDH

0

Gréfico 2 -

(Fonte: Da autora)

5.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO METODO MTT
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m1-1%-2,5)/cm?
®1l-1%-5,0)/cm?
=l-1%-7,5)/cm?

IV - 1% - ndo irradiadas
BV-10%- 2,5 J/em?
®mVI-10%-5,0 J/cm?

B VIl - 10% - 7,5 )/cm?

I VIl -10% - Ndo
irradiadas

Niveis de desidrogenase latica (LDH) no meio de cultura de SHED cultivadas por 1
hora sob déficit nutricional previamente a irradiacédo laser com diferentes dosimetrias
(protocolo A).

m1-1%-2,5)/cm?

®11-1%- 5,0 J/cm?

mlll-1%-7,51/em?

IV - 1% - ndo irradiadas

BV-10%- 2,5 J/cm?

mVI-10%-5,0)/cm?

VIl - 10% - 7,5 J/em?

VIII - 10% - Nao
irradiadas

Niveis de desidrogenase latica (LDH) no meio de cultura de SHED cultivadas por 24
horas sob déficit nutricional previamente a irradiacéo laser com diferentes dosimetrias
(protocolo A).
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ApOs 24 horas da irradiagéo, o valor de absorbancia do grupo VIl foi semelhante
ao controle positivo (grupo VIII) e estatisticamente maior do que do grupo Il no
protocolo A. Para o protocolo B, ndo houve diferengas estatisticas entre os valores de
absorbancia de todos os grupos. Contudo, os valores de absorbéancia dos grupos IV
(controle negativo), V, VI, VIl e VIII (controle positivo) no protocolo A foram
estatisticamente maiores quando comparados aos respectivos grupos do protocolo B
para a mesma densidade de energia.

Ap6s 48 horas de irradiagdo, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes entre os diferentes grupos tanto no protocolo A quanto no protocolo B.
Também ndo houve diferenca quando comparados os grupos irradiados com 0s
mesmos parametros nos dois protocolos.

Apoés 72 horas de irradiacdo, o valor de absorbancia do grupo VIl (controle
positivo) foi estatisticamente maior que os valores do grupo Il e lll, e o valor do grupo
VI foi estatisticamente maior que o do grupo Il no protocolo A. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas para os diferentes grupos no protocolo B.

Para o protocolo A, quando os valores de absorbancia foram comparados ao
longo do tempo, observou-se que as células estavam significativamente mais viaveis
as 24 horas do que as 48 e 72 horas em todos 0s grupos, com excec¢ao do grupo Il,
no qual as células estavam significativamente mais viaveis as 24 horas quando
comparadas as 72 horas.

Para o protocolo B, observou-se que as células estavam significativamente
mais viaveis as 24 horas do que as 72 horas no grupo | e lll, enquanto que para o
grupo Il houve diferenca estatisticamente significativamente as 48 horas em
comparacao as 72 horas, sendo a viabilidade maior as 48 horas. Nos demais grupos
(v, V, VI, VII, VIII) ndo houve diferencas estatisticamente significativas da viabilidade

celular ao longo do tempo.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos tém sido realizados para avaliar os efeitos de terapias
fotobiomoduladoras sobre tipos celulares distintos e em diferentes processos de
reparo celular, analgesia, epitelizacdo e sintese de proteinas, por meio de ensaios in
vitro (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; BASSO, 2012; EDUARDO et al., 2008; PEREIRA
et al., 2002), in vivo (SAITO et al., 1997; WAGNER et al., 2013) e casos clinicos
(MARQUES et al., 2015). Neste trabalho, foi proposto o uso LBI, meio ativo indio galio
aluminio fésforo (InGaAIP), no comprimento de onda de 660 nm (laser vermelho), area
do feixe de saida 0,04 cm?, densidade de energia de 2,5, 5,0 e 7,5 J/cm? a fim de
comparar seu efeito na liberacéo de LDH extracelular e na viabilidade celular de SHED
cultivadas sob estresse celular (SFB 1%) durante 1 hora ou 24 horas previamente a
irradiacdo bem como mantidas em meio suplementado com SFB 1% ou 10% no
momento da irradiacéo e ao longo do periodo experimental.

A diminuic&o da concentracdo de SFB no meio de cultura, como empregado no
presente estudo, tem sido efetivamente utilizada para induzir o estresse celular e
posteriormente avaliar os efeitos do LBl no metabolismo das células (ALMEIDA-
LOPES et al., 2001; DAMANTE et al., 2009; EDUARDO et al., 2008; OLIVEIRA et al.,
2011; SILVA et al., in press). Meio de cultura suplementado com SFB 1% ja vem sendo
utilizado rotineiramente por nosso grupo de pesquisa para alterar a homeostasia de
SHED (FERNANDES et al., 2016; SILVA et al., in press). Outros estudos empregaram
meio de cultura suplementado com SFB a 0,5% (POURZARANDIAN et al., 2005),
2,5% (PEREIRA et al., 2002); 5% (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; FERREIRA et al.,
2006; MARQUES et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2016; TAGLIANI et al., 2010; VOPATO
etal., 2011) e até mesmo 10% (EDUARDO et al., 2008) para a mesma finalidade, mas
em diferentes tipos celulares.

LDH é uma enzima citoplasmatica encontrada extensivamente em tecidos do
corpo humano e esta relacionada a injuria celular (YU et al., 2016), sendo a sua
guantificacdo uma forma de se avaliar a citotoxicidade/integridada da membrana
celular (SUMANASEKERA et al., 2014). A fim de investigar se o déficit nutricional por
1 ou 24 horas seguido da irradiacdo LBI sob diferentes dosimetrias causaria efeitos
deletérios a membrana celular das SHED, foi realizada a avaliacdo da liberacdo de

LDH no meio de cultura.
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Observou-se que, na auséncia de irradiacdo LBI (grupos IV e VIIl), as SHED
liberaram quantidades semelhantes de LDH quer estivessem submetidas a estresse
celular de 1 ou 24 horas (protocolos A e B, respectivamente), quer estivessem em
meio de cultura suplementado com SFB 1% ou 10% no momento da irradiagdo. Tal
fato sugere que a concentracdo de SFB, na auséncia da irradiacdo, ndo altera a
guantidade de LDH liberado pelas SHED no meio de cultura. Contudo, quando as
SHED foram submetidas a irradiacao laser, em comparacdo com as células nao
irradiadas, houve uma reducéo nos niveis de LDH liberado pelas células que estavam
em meio suplementado com SFB 1%, mas ndo em meio suplementado a 10%, no
momento da irradiacdo independente do periodo de estresse celular (protocolo A ou
B). Interessante notar que, na comparacdo dos grupos irradiados com a mesma
densidade de energia, a liberacdo de LDH no meio de cultura foi significativamente
maior quando as SHED foram irradiadas com densidade de energia de 7,5 J/cm? em
meio contendo SFB 10% do que SFB 1% para o protocolo A. Ja para o protocolo B,
os niveis de LDH foram significativamente maiores quando as SHED foram irradiadas
com as trés densidades de energia estudadas em meio contendo SFB 10% do que
SFB 1%. Assim, parece ocorrer um efeito protetor para a manutencao da integridade
da membrana celular causado pela irradiacéo laser em SHED mantidas em meio de
cultura suplementado com SFB 1% no momento da irradiacdo. Silva et al. (2016)
observaram que tanto o laser vermelho (685 nm) como o infravermelho (830 nm)
causaram inibicdo da liberacdo de LDH por mioblastos (C2C12) expostos a veneno
de cobra, sugerindo que o laser apresenta um efeito protetor contra a citotoxicidade
causada pelo veneno de cobra.

A verificacdo da viabilidade celular apos estimulacdo laser em diferentes
condicBes de cultura € essencial para determinar quao saudaveis as células estao
para realizar atividades importantes, tais como proliferacdo, diferenciacdo e sintese
protéica, e para responder as injurias (SILVA et al., in press). Em nosso trabalho, a
inducdo do estresse celular por 24 horas (protocolo B) pareceu comprometer a
viabilidade das SHED. Tal fato torna-se evidente quando comparados 0sS grupos nao
irradiados (grupo 1V e VIII) do protocolo A em relagédo aos do protocolo B, visto que os
valores de absorbancia por MTT foram maiores em A do que em B.

Analisando-se os resultados referentes apenas ao protocolo A, a viabilidade de
SHED foi maior as 24 horas, independente das condi¢fes da cultura e densidades de

energia empregadas. Ja para o protocolo B, a viabilidade de SHED foi maior as 24
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horas em comparagdo as 72 horas apenas para as células mantidas em meio
suplementado com SFB 1% apoés a irradiacdo, enquanto que néo foi observada, ao
longo do tempo experimental, alteracéo na viabilidade das SHED cultivadas em meio
suplementado com SFB 10% apés a irradiacao.

Na comparagao dos grupos irradiados com a mesma densidade de energia,
observou-se que as SHED estavam significativamente mais viaveis quando irradiadas
com densidade de energia de 7,5 J/cm? e mantidas em meio contendo SFB 10% do
gue SFB 1% as 24 horas de avaliacao para o protocolo A. Interessante notar que para
estes mesmos grupos (Il e VII) houve uma liberacao significativamente diferente de
LDH. Nossa hip6tese é de que, embora possa haver um efeito protetor para a
manutencado da integridade da membrana celular causado pela irradiacao laser em
SHED mantidas em meio de cultura suplementado com SFB 1% no momento da
irradiacdo, tais células tornam-se menos responsivas aos efeitos do laser quando
submetidas ao protocolo A. Assim, mesmo ocorrendo maior liberagdo de LDH no
grupo VIl do que no grupo lll, as células do grupo VII estariam metabolicamente mais
ativas apos 24 horas da irradiacao, enquanto que as do grupo Il estariam quiescentes.

Diferentemente do trabalho de Fernandes et al. (2016), ndo foram verificadas
diferencas significativas na viabilidade das células submetidas ao déficit nutricional de
1 hora e irradiadas em meio de cultura suplementado com SFB 10% com 5,0 J/cm?
em comparacgdo aquelas irradiadas com 2,5 J/cm? ou n&o irradiadas. Vale ressaltar
gue as variacdes nos parametros da terapia laser tem sido um dos maiores obstaculos
para a comparacao dos estudos sobre fotobiomodulacdo. Considerando o numero
limitado de experimentos e heterogeneidade dos métodos empregados, mais estudos
S&80 necessarios para estabelecer os parametros ideais de déficit nutricional e do LBI

para a biomodulacédo de SHED.
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7 CONCLUSAO

A inducédo de estresse celular por meio da suplementacdo do meio de cultura
com SFB 1%, uma hora antes da irradiacéo, foi mais favoravel para a manutencdo da
viabilidade de SHED ap0s a irradiagdo, sem alterar os niveis de LDH extracelular, em
comparacao com os resultados apés déficit nutricional por 24 horas. Além disso, as
células.

Além disso, parece haver um efeito protetor do laser para manutengcédo da
integridade da membrana celular em SHED mantidas sob déficit nutricional.
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa.

Platadorma Bmsl - Minksiddo da Sadde
Fuouldachy de Odonlologia de 5o Josh dos Campas-LINESP

PFROJETO DE PESGUISA
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Mimero do Parscer: 454
Data da Relatoria: 280652002

&presantacdo do Projeto:

Com o advanto da engenharia leodual e busos de novas afiteranivas no que diz respeiio 20 iaiamanio &

regeneragio de lecidos pesdidos, o w0 de
ofuls-ironco bem ganho espapo na ckncia em geal. Mais precismente na Odoniologi, =80 da inlerese os

etuios anvohndo odlulas-Emonoo

adulins abtkdes & partir de danles humanaos, seam esses deciducs ou permanentes. Messs contmdo, da foema
a garanti o avango das pescuises

ajuiparagio das condipies de compatitividade emine nosso grupo @ grupes de pesquisss imMemacionaks, o
abjetivo desie esiudo serd o de [solar e

carnciedzar odulas-fono da polpa denbirka de dendes permananies & decldueos, bem como o de cracledzaro
peoiencial da diferanciagio destas

cliulas. Parn im0, leckdo pulpar hurmano ablido a padic de um ferosie molr exdtrakio por razfes terapla iees
serflo peocessados pam oblenGio de

fibroblastos por axplane (grapo contrale]. Culres 3 lecidos pulpares obtides da mesma forma sarfio
procassados para ablanglio das obluas-tranco

(DFSC) por digestSo endmdtica. E finaimenia, 3 ecdos pulparms umanos seno obtidos o parin dy nspagem
dir mokanes deckiuos edoliados

reluraiments & processados Também por digesido enrimdbicn pam o solmento des olulas-tronoo (SHED). As
oflulies obtidas (fbmblesios, DFSC e

SHED) sardo submetidas o ensaios de difesenciaciio adipogénica, condrogdnica & asieoginica com o uso da
suplemanios especificos am sous

itk e cultive, bam como estimeisdss a difesnciacio dentincginkea com o uso da BMP-2, da moda o seem
carncieriradas como oblules-ronon.

Dy fpemma, espara-se oorestituir m banoo validado de célas-imnoo puipanes para 8 eesougio de fubunos
eoperimenios na d&rea de anganhariy

tmciciunl.

Objativo da Pesguisa:
o objeivoe desle estudo sark o da solar @ caracierizar obulas-ironoo da polpa dentirs de denies peomanaenies

a
deckduos, bem como o da caracierizar o polancial de derenciagio destas oélulas pam garanir o avanpo das
pssubss @ aguipEracso dis condipfes de compelithvdade Tranie os grupoes de pesquisss intemacionaks

&valiagSo dos Riscos o Beneficios:

Mo b isoos pam os paficipanies. Os denles sslecionados 80 denbes qua saniam edoladosindrakios, o
am vista o periodos da

troca denbirta [denies declduces) ou a neorssidade empduiica Berosinoes molanes incdussos).

O baneflicios podanio ser obsereados na indapendiincts da instiuiclio de Pesquin & qual o projato estl
winculado, de modo que de neoepiomn de doapfes de infagens, passanemos 8 dosdoens, ionic



dominads por

powcos centros no Beasil. Aldm disso, o potencial de pesquisas com estes tipos celulares ¢ altamente
promissor,

farando com gue a copansio e amguivamento das Inhagens permiia a gemglio de pesquisa de Ao mpacto no
Rsturo,

Comentdrios ¢ Consideragdes sobre 2 Pesquisa:
A pesquisa 6 relevanto ¢ esth adeguada para reakzagio

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio cbrigatdra:
Fol ntendido a solcBagho de mudanga do tde

Recomendagdes:
nada & declarar

Conclustes ou Pendénclas ¢ Usta de Inadequagdes:
Tendo atendido as consdernglies anlenions, 0 projto esti aprovedo

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

SAQ JOSE DOS CAMPOS, 28 de Jurho de 2012

Asdeno por.
JANETE DIAS ALMEIDA
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