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RESUMO

A terapia de irradiacdo com laser de baixa intensidade (LBl) pode ser capaz de
induzir a proliferagdo e a diferenciagdo de diversos tipos celulares, com efeitos
consideraveis no processo de reparo tecidual, diminui¢cdo da inflamacao e analgesia.
Para o reparo pulpar apos procedimentos conservadores, as células-tronco pulpares
apresentam potencial de diferenciacdo em odontoblastos e de producdo de dentina,
necessitando de um estimulo especifico para iniciar este processo. O presente
estudo teve como objetivo avaliar in vitro se o LBI aplicado com energia total
fracionada (mdultiplas irradiacdes) ou com irradiagcdo Unica estimula eventos
associados a regeneracao (viabilidade e proliferacdo) em células-tronco de dentes
deciduos esfoliados humanos (SHED). As células foram irradiadas com LBI
(InGaAIP — 660 nm) de acordo com o0s seguintes grupos experimentais: Gl
(irradiacado unica: 2,5 J/icmz?, 10 s, 0,10 J), GlI (irradiacéo unica: 5,0 J/cm?, 20 s, 0,20
J), Glll (irradiacéo unica: 7,5 J/cm?, 30 s, 0,30 J), GIV (2 irradiacdes: 2,5 J/cm?, 10 s,
0,20 J), GV (3 irradiagbes: 2,5 Jicm?, 10 s, 0,30 J) e GVI (n&do irradiado). A
viabilidade celular foi analisada pelos métodos MTT e de exclusdo do azul de tripan
(EAT), enquanto que a proliferagao celular foi avaliada pelos ensaios cristal violeta
(CV) e sulforrodamina B (SRB) apés 24, 48 e 72 horas da primeira irradiacdo. Pelo
ensaio MTT, ndo houve diferenca entre os grupos as 24 e 72 horas. As 48 horas, 0s
grupos de multiplas irradiacbes (GIV e GV) apresentaram maiores taxas de
viabilidade celular. As porcentagens médias de células viaveis para todos os grupos
pelo método EAT foram de 91,04%, 96,63% e 97,48% as 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. Pelo ensaio CV, as 24 e 48 horas ndo houve diferencga significativa
entre 0s grupos; ja as 72 horas, Gll, Glll e GV obtiveram maior proliferacéo celular.
Pelo SRB, Gl e GIV apresentaram menores indices de proliferacdo celular em todos
os periodos. Quando comparados os grupos de mesma energia total, Gll (0,20 J)
apresentou menores taxas de viabilidade celular e maiores niveis de proliferacéo
celular em relacdo a GIV; ja GllI (0,30 J) demonstrou resultados semelhantes aos de
GV, com maior viabilidade e proliferacéo celular. Conclui-se que a aplicacéao do laser
com energia total fracionada (2 ou 3 aplicagdes de 2,5 J/cm?) induziu maior
viabilidade celular as 48 horas, enquanto que a irradiacao Unica de 2,5 J/cm? reduziu

a viabilidade celular neste periodo e a proliferacdo celular ao longo do tempo. Ja as



doses unicas de 5,0 e 7,5 Jcm? e 2,5 Jlcm? em 3 aplicagbes mantiveram a
viabilidade e estimularam a proliferagdo das SHED as 72 horas.

Palavras-chave: Células-Tronco. Proliferacdo celular. Terapia a Laser de Baixa

Intensidade.



ABSTRACT

Low-level laser irradiation (LLL) therapy may be able to induce proliferation and
differentiation into several cellular types, with remarkable effects in the process of
tissue repair, inflammation decrease and analgesia. For pulp repair after
conservative procedures, pulp stem cells have the potential to differentiate into
odontoblasts and to produce dentine, requiring a specific stimulus to trigger this
process. The present study aimed to evaluate in vitro whether the LLL delivering
fractionated total energy (multiple irradiation) or single irradiation stimulates
regeneration-associated events (viability and proliferation) in stem cells from human
exfoliated deciduous teeth (SHED). Cells received LLL irradiation (InGaAlP — 660
nm), according to the following experimental groups: Gl (single irradiation: 2.5 J/cm?,
10 s, 0.10 J), Gl (single irradiation: 5.0 J/cm?, 20 s, 0.20 J), GllI (single irradiation:
7.5 Jlecm?, 30 s, 0.30 J), GIV (2 irradiations: 2.5 J/cm?, 10 s, 0.20 J), GV (3
irradiations: 2.5 J/cm?, 10 s, 0.30 J) and GVI (non-irradiated). Cell viability was
assessed by MTT and trypan blue exclusion (TBE) methods, while cell proliferation
was evaluated by crystal violet (CV) and sulforhodamine B (SRB) assays after 24, 48
and 72 hours after the first irradiation. By MTT, there was no difference between
groups at 24 and 72 hours. At 48 hours, the groups with multiple irradiation (GIV and
GV) presented higher cell viability rates. The mean percentages of viable cells for all
groups by TBE method were 91.04%, 96.63% and 97.48% at 24, 48 and 72 hours,
respectively. By CV, there was no significant difference between groups at 24 and 48
hours; at 72 hours, Gll, Glll and GIV presented higher cell proliferation. By SRB, Gl
and GIV presented lower proliferation rates in all the periods. When the groups
presenting the same total energy were compared, Gll (0.20 J) presented lower cell
viability rates and higher cell proliferation rates in comparison to GIV; GlIl (0.30 J)
presented similar results to those of GV, with higher cell viability and proliferation. In
conclusion, the application of laser delivering fractionated total energy (2 or 3
applications of 2,5 J/cm?) induced higher cell viability at 48 hours, while the 2.5 J/cm?
single irradiation decreased cell viability in such period and proliferation over time.
The 5.0 and 7.5 J/cm? single doses and the 3 applications of 2.5 J/cm? maintained cell
viability and stimulated proliferation of SHED at 72 hours.
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1 INTRODUCAO E SINTESE BIBLIOGRAFICA

A odontologia moderna busca restaurar ou regenerar os tecidos dentarios
para o restabelecimento da vitalidade, funcdo e estética de estruturas dentérias
perdidas ou danificadas, minimizando a utilizacdo de materiais odontoldgicos, que
apresentam resisténcia e durabilidade restrita, necessitando de reparo ou troca.
Além disso, grande parte dos dentes restaurados podem apresentar inflamacéo e
necrose, requerendo tratamento endodéntico radical, restauracdo protética ou
extracdo (MARQUES et al., 2018; SANTANA et al., 2017; SILVA et al., 2018).

A engenharia tecidual, neste contexto, tem como objetivo promover a
regeneracao de varios tecidos e 6érgaos in vitro, sendo que para que ela ocorra é
necessaria a escolha do tipo celular apropriado, da matriz para suporte e dos fatores
de crescimento para sinalizagcéo celular (AMORIN et al., 2017; FAREA et al., 2014).
Este avanco baseia-se em principios de que as células-tronco, também
denominadas células indiferenciadas, respondem a uma especifica sinalizacdo que
induzem a migragdo, proliferacdo e diferenciagdo em linhagens celulares
especializadas. As células-tronco apresentam graus variados de poténcia e
plasticidade, bem como capacidade de autorrenovacdo e diferenciacao
multipotencial em diversas linhagens celulares (AMORIN et al., 2017; DING; LIU;
NIU, 2015; FERNANDES et al., 2016; HONG et al., 2017; MOREIRA et al., 2017,
MOSTAFAVINIA et al., 2017; SOARES et al., 2007; VOLPONI et al., 2010).

1.1 CELULAS-TRONCO

As células-tronco podem ser de origem embrionarias (ESC) ou mesenquimais
(MSC). A grande vantagem das ESC é a sua capacidade de proliferacdo e
diferenciacdo em qualquer tipo celular do organismo. Porém, sua utilizagdo é
limitada por questdes éticas. JA as células-tronco mesenquimais (MSC) estao
presentes na maioria dos 6rgaos e tecidos do corpo humano, como por exemplo,
medula éssea, pele, cérebro, tecido adiposo, tecido sinovial, foliculo capilar, masculo

esquelético, tecido 0sseo, tonsila palatina, polpa dentéaria, entre outros (AMORIN et
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al., 2017; DING; LIU; NIU, 2015; FERNANDES et al., 2016; GINANI et al., 2017b;
HONG et al., 2017; KWACK et al., 2016; MOREIRA et al., 2017; MOSTAFAVINIA et
al., 2017; SOARES et al., 2007; VOLPONI et al., 2010; ZACCARA et al., 2015). As
MSC constituem a linhagem celular mais favoravel para engenharia tecidual.

As células-tronco derivadas da polpa dentaria sdo altamente promissoras
para a engenharia tecidual devido a facilidade de isolamento e acessibilidade, sem
promover desconforto ou lesdo aos pacientes doadores (XU et al., 2017; XU et al.,
2018). Quando isoladas dos tecidos dentarios ou adjacentes, as MSC sé&o
denominadas de: células-tronco de dentes permanentes imaturos (IDPSC); células-
tronco do ligamento periodontal dentario (PDLSC); células-tronco da papila apical
dentaria (SCAP); e células-tronco de foliculo dentario (DFSC). E quando séo
isoladas do tecido pulpar dentario se denomina: células-tronco da polpa dentaria de
dentes permanentes (DPSC), células-tronco de dentes deciduos esfoliados
humanos (SHED) (AMORIN et al., 2017; CASAGRANDE et al., 2010; CORDEIRO et
al., 2008; DEMARCO et al., 2011; GRONTHOS et al., 2000; KWACK et al., 2016;
MARQUES et al.,, 2016; MIURA et al., 2003; MOURA-NETTO et al., 2016;
ROMBOUTS et al., 2016; SAKAI et al., 2010; TELLES et al., 2011).

As DPSC apresentam altas taxas de proliferacédo celular e de formacao de
tecidos mineralizados, além de serem capazes de se diferenciarem em osteoblastos,
células musculares lisas, adipécito, células neurais, odontoblastos e células
endoteliais (AMORIN et al., 2017; HE et al., 2008; KWACK et al., 2016; XU et al.,
2018). Todavia, as DPSC em condicfes fisiolégicas sdo geralmente quiescentes
para manter a homeostasia, e apenas algumas destas células participam do
processo de diferenciacdo e apoptose (HE et al., 2008). As SHED, quando
comparadas as DPSC, revelam maiores indices de proliferacdo celular,
diferenciacéo, secrecéo de fatores de crescimento e integridade celular (AMORIN et
al., 2017; CASAGRANDE et al., 2010; CORDEIRO et al., 2008; DEMARCO et al.,
2011; GINANI et al.,, 2017%; GRONTHOS et al.,, 2000; MARQUES et al., 2016;
MIURA et al., 2003; MOURA-NETTO et al., 2016; ROMBOUTS et al., 2016; SAKAI
et al., 2010; TELLES et al., 2011). As SHED também possuem maior capacidade
proliferativa em relacdo as MSC derivadas da medula ¢ssea (BMMSC) (XU et al.,
2017). Outra vantagem é que as SHED podem ser obtidas de maneira mais simples
e conveniente, ocasionando pouco ou nenhum trauma, visto que o0 processo de

esfoliacdo dentaria natural € comum em todas as criancas (ARORA; ARORA,;
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MUNSHI, 2009; CORDEIRO et al., 2008; FAREA et al., 2014; GINANI et al., 2017a).
Estudos sugerem a possivel utilidade do uso de células-troncos pulpares
diferenciadas para o reparo 6sseo, cartilaginoso, de células neurais, adipdcitos e até
mesmo do proprio tecido pulpar (FAREA et al., 2014; GINANI et al., 20172; HARA et
al., 2011; SOARES et al., 2007). A procura de evidéncias para que esta estratégia
possa ser utilizada rotineiramente na prética clinica é significante no avanco da
odontologia (DEMARCO et al., 2011; NOR, 2006).

1.2 POLPA DENTARIA

O dente é formado por diversas estruturas organicas e inorganicas, como
esmalte, dentina, cemento e polpa. O esmalte, dentina e cemento sao formados por
tecido mineralizado, que promovem um suporte mecanico e protecao pulpar contra
agentes microbianos presentes na cavidade oral (GOLDBERG; HIRATA, 2017; YU;
ABBOTT, 2007). A polpa dentaria deriva de células da crista neural, cuja proliferagédo
e condensacao levam a formacdo de uma papila dentaria. A polpa dentaria
desempenha funcbes como nutricdo, defesa e sensorial; é rica em inervacbes e
vascularizacdo, sendo um tecido altamente especializado e caracterizado pela
presenca de odontoblastos periféricos e células subodontoblasticas, presentes nas
laterais da polpa. Na regido central, além de fibroblastos, macréfagos e linfocitos T,
a polpa dentéaria possui alta quantidade de nervos sensoriais e rede capilar (BIDAR
et al., 2016; DEMARCO et al., 2011; GOLDBERG; HIRATA, 2017; LIN et al., 2017,
MARQUES et al.,, 2017; MOREIRA et al.,, 2017; YU; ABBOTT, 2007;). Sua
sensibilidade térmica a estimulos externos € bem reconhecida. Independente do
meio que seja o0 agressor (trauma, carie, mudancas de temperatura ou mecanica), a
polpa registra uma sensagao comum, a dor (YU; ABBOTT, 2007).

Os odontoblastos regulam a formacdo da dentinogénese. Contudo, podem
morrer caso haja uma lesdo grave ao tecido dentario. Assim, € necessario que as
células-tronco da polpa dentéaria participem do processo de reparo, de tal forma que
estas células migrem para o local da lesdo e se diferenciem em odontoblastos, para
induzir a dentinogénese (SERITA et al., 2017; SHAO et al., 2011).
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Os fibroblastos presentes na polpa sintetizam colageno tipo I, fibronectina,
osteonectina e também estdo envolvidos na mineralizacdo de tecidos duros. Em
cultura, os fibroblastos da polpa sintetizam o coldgeno tipo Ill. In vitro, os
proteoglicanos sao sintetizados e degradados por fibroblastos adultos. Identificados
como sulfato de condroitina (CS), sulfato de dermatan (DS) e sulfato de heparano
(HS), DS e CS sdo os principais glicosaminoglicanos associados as camadas
celulares. Apés 15 dias, os fibroblastos cultivados produzem nodulos mineralizados.
O FGF-2 e o VEGF sao expressos em fibroblastos de polpa dentaria humana. A
expressdo é aumentada apos a lesdo. Fatores de angiogénese sao necessarios
para a cicatrizacdo da polpa, especialmente no local da lesé&o pulpar (GOLDBERG,;
HIRATA, 2017).

A polpa dentaria € composta por um material semelhante a gelatina
(proteoglicanos e outras glicoproteinas), reforcado por fibras de colageno
entrelacadas e irregularmente dispostas. A principal funcdo dos capilares pulpares é
fornecer oxigénio e nutrientes as células constituintes da polpa dentaria. Eles
também fornecem uma rota de saida para os residuos metabdlicos do tecido. Os
produtos residuais sdo removidos da polpa por vénulas, recolhendo a linfa nos
ganglios e o sangue circulante em grandes vasos (GOLDBERG; HIRATA, 2017; YU;
ABBOTT, 2007).

Devido a limitagcéo estrutural da polpa, danos por irritantes quimicos, térmicos,
mecanicos ou microbianos ativam varios tipos de resposta inflamatéria envolvendo o
complexo vascular, linfatico e reacdes locais. O sistema imune da polpa dentaria é
mediado por linfécitos B e linfécitos T. Os linfocitos B produzem anticorpos contra
antigenos especificos apos a formacdo, proliferacdo e maturacdo de plasmacitos.
Os linfocitos T sdo divididos em células T auxiliares (CD4 +) e células T citotoxicas
(CD8 +). Apo6s a ativacao, eles secretam varias citocinas, um grupo de moléculas
biologicamente ativas que regulam a intensidade e/ou a duracdo da resposta
imunoldgica (BIDAR et al.,, 2016; DEMARCO et al., 2011; GOLDBERG; HIRATA,
2017; MARQUES et al., 2017; MOREIRA et al., 2017; YU; ABBOTT, 2007;).

A procura por solu¢des e materiais ideais para serem utilizados no tratamento
pulpar de dentes deciduos deve ser direcionada para a indicacdo de medicamentos
e terapias biocompativeis, visando a ocorréncia do processo de reparo e
proporcionando a regeneragdo do tecido pulpar (GONCALVES et al., 2016;
MARQUES et al., 2015; MARQUES et al., 2017; MORETTI et al., 2008).
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1.3 LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LBI)

Recentemente, uma alternativa para terapia pulpar convencional, no
restabelecimento da vitalidade tecidual € o uso do LBI, devido a acdo adjuvante
desta terapia na estimulagédo da epitelizacao, vascularizacéo e sintese de colageno,
como consequéncia do aumento do metabolismo celular (BASSO et al., 2012;
MOURA-NETTO et al.,, 2016; SANTANA et al., 2017; SOUZA et al.,, 2018).
Clinicamente, o LBI possui a capacidade de promover o reparo tecidual acelerado,
analgesia e regressdo de edema devido a sua acao anti-inflamatéria (FARIVAR;
MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014; SOUZA et al., 2018).

A palavra LASER é o acrénimo para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation (COLUZZI, 2004; FARIVAR; MALEKSHAHABI; SHIARI,
2014). A radiacdo sao ondas de luz produzidas pelo laser em forma especifica de
energia eletromagnética. O espectro eletromagnético é toda a colecdo de energia
das ondas (COLUZZI, 2004). A luz laser € uma radiacdo eletromagnética nao
ionizante com caracteristicas especificas, tais como monocromaticidade, coeréncia e
unidirecionalidade, as quais Ihe conferem propriedades terapéuticas importantes
(MARTENS, 2011; PANDESHWAR et al., 2016). Existem algumas teorias referente
ao mecanismo de acao do laser com as células, o LBl ndo causa aguecimento nos
tecidos, o que significa, que a energia do laser é absorvida e utilizada para produzir
efeitos fotofisicos, fotoquimicos e fotobioldgicos. (RIBEIRO et al., 2011). Segundo
Karu (1999), luz visivel é absorvida produzindo mudancas fotoquimicas e
fotoabsorvedoras das mitocdndrias, alterando o metabolismo celular, transportando
a energia de um local para o outro (transduc¢do), incluindo as membranas, que
produzem uma biomodulacdo. Iniciando uma cascata de eventos na cadeia
respiratoria, das mitocondrias provavelmente sendo por fotoativacdo de enzimas.
Smith (1991), sugere que a interacdo do laser, devido suas propriedades fotofisicas
e fotoquimicas, inicie a alteracdo do metabolismo celular através da liberacdo dos
canais de calcio, aumentando os niveis de calcio no interior das células.

Alguns autores citam que os efeitos ocasionados da luz monocromatica, tanto
vermelho como infravermelho, € devido a absor¢édo da luz pela enzima citocromo ¢
oxidase. E que pode existir cinco mecanismos primarios para fotoexcitacdo celular:

mudancas nas propriedades redox da cadeia respiratoria apds a excitacao, liberacao
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de oxido nitrico do centro catalitico do citocromo ¢ oxidase, formacdo de oxigénio
singleto, aquecimento transitorio local de cromoéforos absorvedores e aumento na
producdo do anion de superoxido (GROSSMAN et al.,, 1998; KARU, 1999;
MARQUES et al., 2018; SMITH, 1991; PARSONS; PARSONS 2004; POLO et al.,
1999; RIBEIRO et al., 2011).

Os comprimentos de onda inferiores a 300 nm sdo denominados ionizantes.
Entretanto, comprimentos de onda maiores que 300 nm tém menos fotons de
energia e podem causar excitacdo e aquecimento do tecido com o qual o laser
interage (COLUZZI, 2004; FARIVAR; MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014).

Os lasers séo classificados de acordo com a interacdo do tecido-alvo e
possuem quatro diferentes maneiras de interacdo, dependendo das propriedades
Opticas do tecido. A primeira e mais consideravel interacdo € a absorcdo da energia
do laser pelo tecido-alvo, que depende de algumas caracteristicas como,
pigmentacdo, quantidade de liquido, comprimento de onda do laser e modo de
emissdo. O LBI oferece baixa densidade de energia, favorecendo a absor¢cdo em
tecidos pigmentados e elementos do sangue, para que a célula-alvo a utilize de
maneira a estimular membranas ou organelas, induzindo a biomodulacéo, ou seja,
estado em que a célula procura restabelecer a normalidade da regido afetada
(CAPRIOGLIO; GENOVESE; OLIVI, 2009; COLUZZI, 2004; THEOCHARIDOU et al.,
2017). A segunda interacdo € a transmissao da energia do laser diretamente atraves
do tecido sem causar efeitos. A terceira € a reflexdo, em que o feixe se redireciona
para fora da superficie, ndo tendo efeito sobre o tecido-alvo. Finalmente, a quarta é
o espalhamento do laser, enfraquecendo a energia pretendida e possivelmente nao
produzindo nenhum efeito bioldgico atil (COLUZZI, 2004).

O meio ativo do LBI pode ser sdlido semi-condutores (diodos de arseneto de
galio-aluminio, arseneto de galio, indio-galio-aluminio-fésforo) ou gasosos (hélio-
neodnio) (CAPRIOGLIO; GENOVESE; OLIVI, 2011; COLUZzZI, 2003; COLUZzZI,
2004).

A amplificacdo é uma parte do processo que ocorre no interior do laser,
identificando os componentes do instrumento do laser que é Util para o entendimento
de como a luz é produzida. O termo “emissdo estimulada” é a base da teoria
guantica de fisica, introduzido em 1900 pelo fisico alemdo Max Planck (COLUZZI,
2004).
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A bioestimulagdo conseguida pelo LBl € dependente dos parédmetros de
irradiacédo do laser utilizados como: comprimento de onda, poténcia (capacidade de
concluir o trabalho ao longo do tempo, medido em watts), energia (capacidade de
executar o trabalho, expressado em Joule ou Milijoule), densidade de energia (ou
fluéncia, definida em J/cm?), densidade de poténcia (ou irradiancia, expressa em
W/cmz2, sendo que as duas densidades expressam a concentracdo dos fétons em
uma Unica area), tempo de aplicacdo e diametro do feixe que interage com o ponto
alvo no tecido (ALMEIDA-LOPES et al., 2001; BASSO et al., 2012; MARQUES et al.,
2016; PEREIRA et al., 2002; SOUZA et al., 2018). Contudo, ndo ha consenso na
literatura sobre a dose de energia e a irradiancia ideais para produzir algum estimulo
benéfico em determinados tipos celulares (ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012,
ALMEIDA-LOPES et al., 2001; COLUZZI, 2004; GINANI et al., 2015; MARQUES et
al., 2017).

Estudos comprovam que diferentes tipos de células sob estresse possuem
condicbes mais sensiveis para os efeitos biomoduladores da irradiacdo do LBI, e
gue o déficit nutricional causado pela diminuicdo da concentracdo do SFB no meio
de cultura pode ser eficaz para ocasionar o estresse celular (SILVA et al., 2018;
SOUZA et al., 2018; TAGLIANI et al., 2010). Além disso, € encontrado na literatura
que efeitos de multiplas irradiacbes demonstram melhores resultados de viabilidade
e proliferacdo celular devido ao efeito cumulativo do tecido irradiado. Esse efeito
pode ser explicado em relacdo ao ciclo celular (FERNANDES et al.,, 2018;
MENEGUZZO et al., 2008; NG et al., 2004). Durante a terapia do laser, a populagéao
celular que sofreu a primeira irradiacdo entra em divisdo celular e as células filhas
serdo submetidas a nova irradiacdo resultando um maior niumero de células em
comparacdo as culturas celulares que sofreram apenas Unica irradiacdo
(MENEGUZZO, et al, 2008; TUNER, HODER, 1999). Desta forma, varias
aplicacoes do laser podem resultar em crescimento celular a curto prazo quando
comparado com Uunica irradiacdo (FERNANDES et al, 2018; KARU, 1989;
MENEGUZZO, et al., 2008). A desvantagem das multiplas aplicacbes reside no
possivel efeito inibitério causado pela alta dose de energia. Ademais, o tempo de
aplicacado nao pode ser suficientemente longo pois o efeito acumulativo pode inibir a
proliferacdo celular ao invés de estimula-la (FERNANDES et al., 2018; HAWKINS,
ABRAHAMSE, 2006). Porém as irradiacbes também ndo podem ser muito préximas
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para que a dose acumulada ndo ultrapasse a faixa bioestimulatoria até a bioinibitoria
(HAWKINS, ABRAHAMSE, 2006).

Os aparelhos de laser odontologicos possuem comprimento de onda de 500
nm até 10.600 nm, podendo ser laser visivel vermelho ou invisivel ndo ionizante
infravermelho (COLUZZI, 2003; COLUZZI, 2004). Diferentes LBI, com diferentes
comprimentos de onda e dosimetrias, tém sido utilizados para a reparacdo de
tecidos comprometidos. Além disso, linhagens celulares variadas podem apresentar
respostas diferentes apods a irradiacdo com LBI, gerando resultados conflitantes na
literatura (GINANI et al., 2015; PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010). Por esta razao,
é fundamental que seja investigada a correta combinacdo dos parametros de
irradiacdo com os diferentes tipos celulares, a fim de que efeitos clinicos desejados
possam ser alcancados com seguranca (FERREIRA et al., 2009; MARQUES et al.,
2017). A bioestimulagéo induzida pelo LBI regula diferentes fatores relacionados ao
complexo processo de reparo, como hemostasia, inflamagdo, angiogénese,
migracédo, diferenciacéo, proliferacdo e remodelacéo celular (GORALCZYK et al.,
2015; SANTANA et al., 2017; TOMASZEWSKA, 2013). Estudos in vitro tém
mostrado a capacidade do LBI em estimular a sintese de proteinas estruturais
(MARQUES et al., 2004; PEREIRA et al., 2002) e induzir a producéo de fatores de
crescimento (DAMANTE et al., 2009).

1.4 IRRADIACAO DE CELULAS-TRONCO PULPARES

Na literatura, podemos encontrar alguns trabalhos relacionados a utilizacdo
do laser de baixa intensidade sobre as ceélulas-tronco presentes no tecido pulpar.
Conforme apresentado na Tabela 1, estudos utilizando a fototerapia com LBl em
DPSC e SHED, no periodo de 2008 a 2018, com diferentes densidades de energia e
alteragcbes do tempo de irradiagdo, demonstram uma variagdo nos resultados

encontrados e, por isto, a necessidade de mais pesquisas sobre o0 assunto.
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Visto que a cérie, trauma dentario ou procedimentos restauradores sem
refrigeracdo causam prejuizos a saude pulpar e risco de exposicdo da polpa
dentaria, bem como podem desencadear necrose do tecido pulpar e infeccéo, a
engenharia de tecidos pode ser uma alternativa ao tratamento endoddntico
convencional a fim de promover a regeneracdo de dentes desvitalizados
(CORDEIRO et al., 2008; DEMARCO et al., 2011; LIN et al., 2017; MARQUES et al.,
2017; MOREIRA et al., 2017; MOURA-NETTO et al.,, 2016; PAULY et al., 2011;
SAKAI et al., 2010; SAKAI et al., 2011; TELLES et al., 2011). Aliado a isto, o
esclarecimento dos efeitos da irradiacéo fracionada da energia laser em comparacao
a irradiacdo Unica visa alcancar os melhores efeitos da aplicacdo clinica desta
tecnologia. Portanto, a compreensdo destes processos € fundamental para que
estratégias clinicas guiadas de regeneracédo biolégica do complexo dentino-pulpar

possam ser estabelecidas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro os efeitos de multiplas
irradiacdes em comparacao a dose Unica do LBl em SHED.

Os objetivos especificos foram:

A) Analisar a viabilidade das SHED, ap0s uma unica irradiagcdo ou

multiplas irradiacdes;

B) Verificar a proliferagdo das SHED, apds uma Unica irradiacdo ou

multiplas irradiagdes.
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3 MATERIAL E METODOS

As Células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED),
fornecidas pela Prof.2 Dr.2 Thais Marchini Oliveira Valarelli (Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de Sao Paulo, SP, Brasil) apds aprovacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituicdo (protocolo nimero CAAE:
88330218.6.0000.5417), foram mantidas em meio de cultura Meio Essencial Minimo
Modificado Alfa (MEMa - Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), suplementado
com soro fetal bovino 10% (SFB) (Fetal Bovine Serum, Certified, Heat-Inactivated,
Gibco, Invitrogen) e solugcdo de penicilina e estreptomicina 1% (Penicillin-
Streptomycin, Gibco, Invitrogen). As células foram mantidas em incubadora a 37°C e
5% de CO,, sendo o meio trocado a cada dois dias. Foram seguidos os protocolos
para a cultura de células conforme estabelecido por Sakai et al., 2010. Para todos os

experimentos, as SHED foram utilizadas entre a 52 e 72 passagem.

3.1 DETERMINACAO DOS GRUPOS

Os grupos foram divididos de acordo com a variagdo da densidade de energia
em funcdo do tempo de irradiacdo, e da energia em funcdo da quantidade de
sessOes de aplicacao do LBI, empregadas para cada grupo experimental, conforme
descricéo a seqguir (TABELA 2):
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Tabela 2 — Grupos irradiados com laser vermelho (comprimento de onda: 660 nm) programado com
diferentes densidades de energia e o controle positivo.

Grupo Densidade de  Poténcia  Aplicacdo  Tempo Tempo Energia

Energia (J/cm?) (mW) (s) Total (s) Total (J)

I 2,5 10 1x 10 10 0,10

Il 5,0 10 1x 20 20 0,20

I 7,5 10 1x 30 30 0,30

v 2,5 10 2x 10 20 0,20

\Y 2,5 10 3x 10 30 0,30
\ Controle

Fonte: Do Autor

3.2 IRRADIACAO COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos, num total de 4x10*
células por poco, para o experimento de exclusdo do azul de tripan (EAT) ou em
placas de 96 pocos, num total de 1x10* células por pogo, para os experimentos de
MTT, cristal violeta (CV) e sulforrodamina B (SRB). Considerando a caracteristica de
espalhamento do laser, para as placas de 96 pocos, o plagueamento foi realizado de
modo que nao fossem utilizados poc¢os adjacentes para 0S grupos em que seria
aplicado o laser, deixando sempre um poco livre entre 0os pocos contendo células
(FIGURA 1). Para as placas de 24 pocos, apenas néo foram utilizados pogos
adjacentes no sentido vertical e horizontal, mas sim no transversal (FIGURA 2), visto
gue a distancia entre 0s pocos neste sentido € semelhante ao diametro de um poco
da placa de 96 pocos (FIGURA 3). As células foram plaqueadas em triplicata nas
placas de 96 pocos (FIGURA 1) e em duplicata nas placas de 24 pocos (FIGURA 2),
e 0s experimentos descritos abaixo foram repetidos trés vezes (DAMANTE et al.,
2009; FERNANDES et al., 2018; FRESHNEY 2000; SOUZA et al., 2018; VOLPATO
et al., 2011).
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Figura 1 - Layout do plaqueamento das células em placas de 96 pocos de acordo com os
grupos experimentais | a VI. BK refere-se ao pogo contendo apenas meio de
cultura sem células para normalizacao dos resultados.

Fonte: Do autor.

Figura 2 -Layout do plagueamento celular na placa de 24 pogos de acordo com 0S grupos
experimentais | ao VI.
Fonte: Do autor.

Figura 3 — Demonstra(;ao dos cinco pontos de |rrad|a(;ao na placa
de 24 pogos em vermelho. Em azul, observa-se que o
espaco entre os pocos € semelhantes ao diametro do
poco da placa de 96 pocos.

Fonte: Do autor.
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Apés o plagueamento com meio de cultura convencional, as células foram
incubadas a 37°C com 5% de CO, durante a noite para se aderirem ao fundo do
poco. Depois deste periodo, para a primeira irradiacdo, todos os poc¢os receberam
meio suplementado com SFB a 1% durante 1 hora para que as células estivessem
em estado de quiescéncia no momento da irradiacéo (SILVA et al., 2018; SOUZA et
al., 2018). Apos a irradiagcdo, o meio de cultura de todos os grupos foi trocado para o
meio convencional, e 0s experimentos descritos a seguir foram realizados nos
periodos de 24, 48 e 72 horas.

Sabendo-se que a distancia entre a fonte do laser e o caminho percorrido até
a superficie de aplicacao é critica, nos experimentos propostos, o laser foi aplicado
através do fundo das placas de 24 e 96 pocos transparentes. Desta forma, o feixe de
laser ndo transpds o meio de cultura, sendo aplicado diretamente sobre as células,
seguindo a metodologia adotada em estudos prévios (EDUARDO et al.,, 2008;
MARQUES et al., 2004; MARQUES et al., 2017; PEREIRA et al., 2002; SILVA et al.,
2018; SOUZA et al.,, 2018; VOLPATO et al.,, 2011;). Foram utilizadas placas
fabricadas em poliestireno (Corning, Estados Unidos). A distancia entre o feixe de
laser e a monocamada celular foi mantida constante a 1 mm (DAMANTE et al., 2009;
EDUARDO et al., 2008; FERNANDES et al., 2018; MARQUES et al., 2017; SILVA et
al., 2018; SOUZA et al., 2018; VOLPATO et al., 2011). As placas de cultura foram
posicionadas de modo que a ponta ativa do laser ficasse totalmente em contato com
o fundo do poco irradiado (FIGURAS 4 e 5A). A irradiacdo na placa de 24 pocos foi
realizada de modo que o laser cobrisse toda a area de crescimento celular, com
cinco pontos determinados, um central e quatro nas extremidades (FIGURA 3).

Para evitar a influéncia de outras fontes de luz além do laser, as placas de
cultura foram envolvidas por uma mascara confeccionada em cartolina negra com
orificios localizados na posicdo dos pocos dos grupos experimentais. Cada orificio
foi vedado individualmente por uma portinhola também em cartolina negra que
permitiu que apenas o orificio do po¢o que estava sendo irradiado permanecesse
aberto, enquanto todos os outros foram mantidos ao abrigo da luz (FIGURA 5B). Os
orificios da mascara das placas de 96 poc¢os possuiam o diametro compativel com a
ponta ativa do dispositivo do laser (MARQUES et al., 2016; MARQUES et al., 2017,
VOLPATO etal., 2011).
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Figura 4 - Dispositivo preto posicionado
para irradiacdo da placa.
Fonte: Do autor.

A) B)

Figura 5 — A) Posicionamento da ponta ativa do dispositivo do laser no fundo
da placa para irradiacao das células.
B) Dispositivo preto confeccionado com cartolina negra, com
orificios localizados na posicdo dos pogos experimentais para
armazenamento da placa durante a irradiacao.

Fonte: Do autor.

Em todos os grupos, a irradiagao foi realizada com o LBl com meio ativo de
indio-galio-aluminio-fésforo (InGaAIP) (Twin Flex Evolution MMOptics® — S&o
Carlos, Brasil — FIGURA 6) no comprimento de onda (A) de 660 nm (vermelho);
poténcia de 10 mW; &rea do feixe de saida - 0,04 cm? variando a densidade de
energia em funcéo do tempo de irradiacdo e a energia em funcdo da quantidade de
sessf0es de aplicagdo do LBI empregada para cada grupo experimental.
Previamente as irradiacfes, a poténcia da emissdo do laser foi aferida por um
medidor de poténcia (Laser Check — MMOptics® — Sao Carlos). Nos grupos de
multiplas irradiacdes, estas foram realizadas a cada 6 horas (FERNANDES et al.,
2018; PEREIRA et al., 2002). As células do grupo controle permaneceram fora da

incubadora 0 mesmo tempo que 0S grupos experimentais, exceto que para estes
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pocos o dispositivo laser foi mantido desligado durante o experimento. Sendo assim
todas as amostras foram submetidas as mesmas condiges ambientais como em
estudos prévios (DAMANTE et al., 2009; MARQUES et al., 2017; SILVA et al., 2018;
SOUZA et al., 2018; VOLPATO et al., 2011).

Figura 6 — Aparelho laser Twin Flex
Evolution MMOptics®.
Fonte: Do autor.

3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DE MTT

Para o ensaio MTT, ao final da incubacdo nos periodos experimentais de 24,
48 e 72 horas, os sobrenadantes foram descartados e 0s poc¢os lavados com PBS
1x (200 pL), logo ap6s uma solucdo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazélio) foi adicionada, em que os sais de tetrazolio séo reduzidos pela
enzima oxidoreductase, marcadora da atividade mitocondrial (LI; SONG, 2007). A
solugdo de MTT foi dissolvida em MEMa na propor¢cao de 0,5 mg/mL, filtrada e
esterilizada utilizando filtro Millipore 0,22 pum. A solucéo foi adicionada em cada poco
(110 pL/pogo), sendo incubada por 4h a 37°C em 5% de CO,. Em seguida, foi
removido a solucdo de MTT, e acrescentado dimetil sulfoxido (DMSO - Fisher
Scientific, Hampton, VA, EUA; 200 pL/pogo) e mantido por 30 minutos, em
temperatura ambiente, para dissolver completamente os cristais de formazan (LI,
SONG., 2007; BARAL et al. 2015). A leitura da absorbancia foi determinada em

aparelho de espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado em 570 nm.
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3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DE EXCLUSAO DE AZUL
DE TRIPAN (EAT)

Para este ensaio, 0 meio de cultura foi removido de cada poco e reservado
para a posterior neutralizacdo da tripsina do poco correspondente. Em seguida,
realizou-se a lavagem com PBS 1X e a adi¢cdo 250 pl de tripsina-EDTA 0,25%, por 5
minutos, sendo posteriormente neutralizada com o sobrenadante reservado.
Realizou-se uma centrifugacdo por 5 minutos em 100 x g, descartou-se o
sobrenadante e o pellet formado foi ressuspendido com 100 pl de MEMa puro e 100
pl de azul de tripan 0,4% deixado 3 minutos em temperatura ambiente. As células
viaveis e nao viaveis foram contadas em hemocitbmetro (FIGURA 7). O célculo da
porcentagem de células viaveis foi realizado utilizando-se a férmula abaixo:

Células viaveis (%) = Numero de células viaveis por mL da aliguota
Numero de células por mL da aliquota x 100

Figura 7 — Fotografia tirada pelo programa ToupView durante o processo de
contagem das células no hemocitbmetro. Letra A indica células nao
viaveis, caracterizado pela marcagdo do azul de tripan no interior da
célula. Letra B demonstra células viaveis.

Fonte: Do Autor.
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3.5 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR PELO METODO CRISTAL VIOLETA
(CV)

Para o ensaio de proliferacdo CV, nos respectivos periodos experimentais
apos as irradiacdes, os sobrenadantes foram descartados, lavados com solucdo
PBS 1x, e uma solucdo de CV, responsavel por corar o acido desoxirribonucléico
(DNA) celular, foi adicionada nos pocos. Para tanto, apdés o descarte dos
sobrenadantes e lavagem com PBS 1x, foi adicionado aos pogos 200 pL de metanol
100% (Vetec — Sigma-Aldrich, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 10 minutos. Passado
o tempo proposto, o metanol foi removido completamente e a solucdo de CV,
adicionada aos pocos (200 L) por 3 minutos. Apds a remocdao da solucao, 0s po¢os
foram novamente lavados com solucdo PBS 1x por 2 vezes. Entédo, apés lavagem,
200 pL de solucéo de citrato de sédio 0,05 mol.L foi adicionado em cada poco por 10
minutos para leitura da absorbéncia no espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 540 nm.

3.6 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR PELO METODO SULFORRODAMINA
B (SRB)

Para o ensaio SRB, apds cada periodo experimental, as células foram fixadas
por meio da adicdo de acido tricloroacético gelado (concentracdo final de 10%) e
incubadas por 1 hora a 4°C. Apés este periodo, as placas foram lavadas em agua
corrente por 5-6 vezes e mantidas em temperatura ambiente para secar. A proteina
celular foi corada por meio da adicdo de SRB a 4% em acido acético a 1% e
incubada em temperatura ambiente durante 30 minutos. O excesso de SRB foi
removido pela lavagem dos pocos com &cido acético a 1%, e as placas foram
deixadas para secar. Em seguida, o SRB remanescente foi solubilizado com Tris-
base 10 mM nao tamponado por 1 hora em temperatura ambiente e a absorbancia

determinada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 565 nm.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA ENTRE GRUPOS E VARIAVEIS

Apés a coleta dos dados, os resultados foram analisados através do
programa “R Statistical Software”. Os valores obtidos em duplicata e triplicata foram
analisados pelo método ANOVA a 2 critérios, seguido pelo teste de Scott Knott. Foi

adotado nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

A determinacdo dos grupos experimentais foi realizada de acordo com as
densidades de energia do laser vermelho (Gl, GllI, Glll, GIV, GV), sendo que para 0s
trés primeiros grupos foi realizada apenas uma aplicagéo do laser com energia total
de 0,10J, 0,20J e 0,30J, respectivamente, enquanto que para os dois ultimos grupos,
foram realizadas duas ou trés aplicacbes, com energia total de 0,20J e 0,30J,
respectivamente. Assim, as taxas de viabilidade e proliferagdo das SHED foram
comparadas em relacéo a irradiacdo com diferentes densidades de energia, assim
como em relacdo a irradiacdo do laser com energia total fracionada (multiplas
irradiacfes) ou em dose Unica. Todos 0s grupos experimentais também foram

comparados ao controle positivo (GVI) constituido de células néo irradiadas.

4.1 VIABILIDADE CELULAR PELO METODO MTT

No periodo de 24 horas ap6s a irradiacdo, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na viabilidade das células dos diferentes grupos. As 48
horas, GIV e GV obtiveram maior viabilidade celular quando comparados a GlI, GllI
e GVI (P<0,001). As células em GI estavam significativamente menos viaveis do que
as dos demais grupos (P<0,001). No periodo de 72 horas, ndo houve diferenca
estatisticas entre os grupos (GRAFICO 1). Quando comparados 0S grupos em
relacdo ao tempo, todos 0s grupos apresentaram um aumento significativo na
atividade metabdlica mitocondrial ao longo do tempo (P<0,001), ou seja, as 48 horas
houve maior viabilidade celular do que as 24 horas e 72 horas maior viabilidade do
que as 48 horas, com excecao de Gl em que ndo se observou diferenca significativa
entre os periodos de 24 e 48 horas (P>0,05), mas as 72 horas houve maior
viabilidade celular em comparac&o a 24 e 48 horas (P<0,001, GRAFICO 2).

Quando os resultados foram normalizados em relacdo ao grupo controle, no
periodo de 24 horas, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05). Ja as
48 horas, GIV e GV apresentaram inducéo da viabilidade celular em comparacéo
aos demais grupos (P<0,05) e Gl demonstrou maior inibicdo da viabilidade celular
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em comparacdo a Gll e Glll (P<0,05). As 72 horas, ndo houve diferenca estatistica,

sendo que todos 0s grupos apresentaram uma tendéncia de inibicdo da viabilidade
celular (P>0,05, GRAFICO 3).
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Gréfico 3— Avaliacdo da inducéo e inibicdo da viabilidade celular ap6s
0 ensaio MTT nos periodos de 24, 48 e 72 horas apés a
primeira irradiacéo.

Nota: Letras minusculas diferentes indicam que ha diferenca
estatistica entre 0s grupos para um mesmo periodo de
avaliacdo (P<0,05).

Fonte: Do Autor.

4.2 VIABILIDADE CELULAR PELO METODO EAT

As porcentagens médias de células viaveis nos grupos foram de 91,04%,
96,63% e 97,48% as 24, 48 e 72 horas, respectivamente, com diferenca significativa
entre 24 horas e os demais periodos (P<0,001). N&do houve diferenca significativa na
viabilidade das SHED entre os grupos para cada tempo experimental (P>0,05;
TABELA 3).

Tabela 3 - Porcentagem de células viaveis pelo método de exclusdo azul de tripan, nos periodos
24, 48 e 72 horas apo6s a primeira aplicagdo do laser de baixa intensidade com diferentes
parametros de irradiacdo (P<0,05).

(continua)
24 Horas 48 Horas 72 Horas
Grupo Viaveis Desvio Viaveis Desvio Viaveis Desvio
(%) Padrao (%) Padrao (%) Padrao
Gl 86,25 1,77 93,58 0,83 97,22 0,16
Gll 89,16 7,47 95,16 2,15 98,55 1,79
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Tabela 3- Porcentagem de células viaveis pelo método de exclusdo azul de tripan, nos periodos
24, 48 e 72 horas ap6s a primeira aplicagdo do laser de baixa intensidade com
diferentes parametros de irradiacao (P<0,05).

(concluséao)

24 Horas 48 Horas 72 Horas
Grupo Viaveis Desvio Viaveis Desvio Viaveis Desvio
(%) Padrao (%) Padrao (%) Padrao
Glli 92,82 3,41 97,17 0,58 97,16 0,18
GIvV 91,82 1,90 96,99 0,33 97,77 0,45
GV 90,14 6,77 96,92 0,52 97,19 0,52
GVI 91,26 1,89 96,93 0,23 96,71 0,23
Média 91,04b 96,632 97,48a

Nota: Letras minlUsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os periodos de avaliacdo para
0S grupos experimentais. A andlise de varidncia para essa variavel foi feita utilizando a
transformacéo do arco seno para atender as pressuposi¢fes da anélise.

Fonte: Do Autor.

4.3 PROLIFERACAO CELULAR PELO METODO CV

Para o ensaio CV, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos as 24 e 48
horas apés a irradiacao (P>0,05). Ja no periodo de 72 horas, Gl, GIV e GVI tiveram
menor proliferacdo celular em relacdo a Gll, Glll e GV (P<0,05, GRAFICO 4).
Observou-se um crescimento continuo das células de todos 0s grupos experimentais
ao longo do tempo, com diferencas significativas nas taxas de absorbancia de Gl,
GIV e GVI as 24 horas em relacdo aos demais periodos (P<0,001), de Gl as 72
horas em relagdo aos demais periodos (P<0,001) e de GlIl e GV entre todos os
periodos de avalia¢do (P<0,001, GRAFICO 5).

Quando os dados foram normalizados em relacdo ao grupo controle,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os grupos as 24 e 48 horas;
ja as 72 horas, Gll, Glll e GV apresentaram inducdo da proliferacdo celular,
enquanto Gl mostrou inibicdo da proliferagédo celular, em comparacdo a esses
grupos (P<0,05; GRAFICO 6).
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irradiacéo.

Nota: Letras minasculas diferentes indicam que hé diferenca
estatistica entre os grupos para um mesmo periodo de
avaliacdo (P<0,05).

Fonte: Do Autor

4.4 PROLIFERACAO CELULAR PELO METODO SRB

N&o houve interacdo entre grupo e tempo na andlise estatistica dos dados
referentes a proliferacdo celular pelo método SRB (P<0,05; GRAFICO 7). Nos trés
periodos, houve menor proliferacéo celular em Gl e GIV em comparacao a GllI, Glll,
GV e GVI (P<0,05, GRAFICO 8). Além disso, para todos 0s grupos, observou-se um
aumento na proliferacdo celular, sendo maior as 72 horas e menor as 24 horas
(P<0,001, GRAFICO 9).

Quando os valores de absorbancia de todos os grupos foram normalizados
em relagdo ao grupo controle, verificou-se que ndo houve diferenca estatistica entre
os grupos (P>0,05), embora haja uma tendéncia de inibicdo da proliferacdo no
periodo de 24 horas em todos os grupos, e de inducéao de proliferacdo as 72 horas
exceto no grupo Gl (GRAFICO 10).
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pressuposicbes da andlise. Letras mindsculas diferentes
indicam que ha diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).

Fonte: Do Autor.
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Gréfico 8 - Avaliacdo da proliferacdo celular na média dos grupos de
diferentes densidades de energia apdés o ensaio SRB apoés a

Nota:
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MEDIA DOS GRUPOS

primeira irradiacao.

A andlise de variancia para essa variavel foi feita utilizando a
transformacéo de raiz quadrada para atender as pressuposi¢cdes
da andlise. Letras minusculas diferentes indicam que ha diferenga

estatistica entre os grupos (P<0,05).

Fonte: Do Autor.
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Gréfico 9 — Avaliagdo da proliferacdo celular apdés o ensaio SRB em

Nota:

relagdo ao tempo 24, 48 e 72 horas apdés a primeira irradiacéo.
A analise de variancia para essa variavel foi feito utilizando a
transformacdo de raiz quadrada para atender as
pressuposicfes da andlise. Letras minusculas diferentes
indicam que ha diferengca entre os tempos para um mesmo
grupo experimental (P<0,001).

Fonte: Do Autor.
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Gréfico 10 — Avaliacdo da inducao e inibigdo da proliferacédo celular apés o

Nota:

ensaio SRB nos periodos de 24, 48 e 72 horas apos a
primeira irradiacao.

A andlise de variancia para esta variavel foi feito utilizando a
transformacdo de logl0 ao quadrado para atender as
pressuposi¢des da analise (P>0,05).

Fonte: Do Autor.
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5 DISCUSSAO

Na atualidade, a laserterapia tem emergido como uma ferramenta para
auxiliar na analgesia e na regressao de edema e para acelerar a reposta reparadora
de diversos tecidos apds procedimentos odontolégicos, proporcionando,
consequentemente, maior conforto aos pacientes (MOURA-NETTO et al.,, 2016;
SANTANA et al.,, 2017; SOUZA et al., 2018). Para torna-la efetiva e acessivel a
pacientes e profissionais, previamente as indicacdes clinicas, sdo necessarias
pesquisas para se determinar protocolos de irradiacéo para as diversas finalidades.

Considerando que a bioestimulacdo conseguida pelo LBl depende dos
parametros de irradiacao e que existem divergéncias na literatura quanto a dose de
energia capaz de produzir estimulos benéficos nas células (ALGHAMDI; KUMAR,;
MOUSSA, 2012; ALMEIDA-LOPES et al., 2001; COLUZZI, 2004; GINANI et al.,
2015; MARQUES et al., 2017), neste trabalho, o LBl de InGaAIP foi utilizado no
comprimento de onda de 660 nm (vermelho), poténcia de 10 mW e area do feixe de
saida de 0,04 cm?, variando a densidade de energia e quantidade de aplicacdes (Gl:
2,5 Jlcm?; GllI: 5,0 J/cm?; e GlII 7,5 J/cm2 em uma Unica irradiacédo; GIV: 2,5 J/cm?2
em duas irradiacdes; e GV: 2,5 J/cm2 em trés irradiacdes), o que resultou também
em energias totais distintas (Gl: 0,10 J; Gll e GIV: 0,20 J; Glll e GV: 0,30 J). A
utilizacdo desses parametros baseou-se em estudo prévio (FERNANDES et al.,
2018) e teve como principal objetivo, comparar os efeitos de densidades de energia
iguais com diferentes quantidades de aplicagcdes (comparagéao entre Gl, GIV e GV) e
de energias totais iguais, variando a densidade de energia e 0 niumero de aplicacbes
(comparacéo entre Gll e GIV e entre Glll e GV) em SHED. Diferentes densidades de
energia também foram comparadas entre si (comparacao entre Gl, Gll e GllI).

Para que o laser produza algum efeito bioldgico nas células é necessario que
haja absorcdo de Iluz, em um comprimento de onda especifico, pelos
fotorreceptores, causando alteragcdes metabdlicas em resposta a luz (KARU, 1999).
O principal fotorreceptor do LBI é o citocromo ¢ oxidase, uma enzima terminal da
mitocOndria que transporta elétrons para producdo de energia. A absor¢do dos
fétons pelo citocromo ¢ oxidase determina um processo de excitacdo, estimulando a
cadeia respiratoria por aumentar reacbes de transferéncias de elétrons nas
moléculas (GINANI et al. 20172; HUANG, 2009). Este processo desencadeia dois
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tipos de reacdes: priméarias e secundarias. A primaria ocorre durante o0 momento da
irradiacdo (na presenca de luz) e resulta em alteracées moleculares e da funcdo do
fotorreceptor. Reacdes secundarias ocorrem horas ou dias apés a irradiacao,
obtendo alteracdes na sinalizacdo e funcdes celulares (FARIVAR et al., 2014,
GINANI et al., 20172, KARU, 1999; SCHINDL et al., 2000). Sendo assim, neste
estudo, os periodos experimentais foram estabelecidos as 24, 48 e 72 horas,
permitindo a avaliacdo das reacdes secundarias do LBI nas SHED, importantes no
processo de reparo tecidual, como a viabilidade e a proliferacdo celular.

Cada uma dessas reacfes foi avaliada por dois métodos distintos; a
viabilidade celular foi avaliada pelos ensaios MTT e EAT, enquanto que a
proliferacdo foi avaliada pelos ensaios CV e SRB. Estes métodos apresentam
principios distintos, mas a interpretacdo de seus resultados podem trazer
informacdes complementares ou confirmatérias. O ensaio MTT é usado para
determinar o nivel de atividade metabdlica em células eucaritticas; ele € dependente
da respiracdo mitocondrial e indiretamente serve para avaliar a capacidade de
energia de uma célula (FERNANDES et al., 2018; MOSMANN, 1983; SLIWKA et al.,
2016). O método de EAT é usado para determinar o nimero de células viaveis em
uma suspensao celular; ele se baseia no principio de que células vivas possuem
membrana celular intacta que excluem certos corantes, como o0 azul de tripan
(STROBER, 2015). O CV é um ensaio ndao enzimatico, cujo corante tem afinidade
pela superficie externa da dupla hélice do DNA. A quantidade de corante absorvido
depende do contetdo total de DNA na cultura, sendo diretamente proporcional a
biomassa celular (FERNANDES et al., 2018; SLIWKA et al., 2016; SOUZA et al.,
2018). Finalmente, o meétodo SRB se baseia na propriedade de ligacdo
estequiométrica do corante a proteinas sob condigBes levemente &cidas e posterior
extracdo sob condi¢cdes basicas; assim, a quantidade de corante ligado pode ser
usada como uma representante da biomassa celular e, entdo, extrapolada como
uma medida da proliferagédo celular (ORELLANA, KASINSKI, 2016; SAKAI et al.,
2010). Como a fototerapia pode estar associada ao processo de aumento de
viabilidade e proliferagdo celular (KARU, 1989), os ensaios realizados sé&o
considerados adequados para o objetivo proposto (FERNANDES et al., 2018; SILVA
et al., 2018; SOUZA et al., 2018).

Vale ressaltar que, no presente estudo, o0 intervalo de tempo entre as

irradiacbes multiplas foi de 6 horas, de acordo com o tempo estabelecido por
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Fernandes et al. (2018). Alguns autores citam que devido ao efeito acumulativo do
laser, se as irradiacdes acontecerem em intervalos muito proximos, pode ocorrer
efeitos danosos as células irradiadas; por outro lado, se ocorrerem em intervalos
muito longos, pode causar um efeito inibitorio indesejado (HAUKINS, ABRAHAMSE,
2006; MENEGUZZO et al., 2008). Com base nos resultados obtidos nos ensaios de
viabilidade e proliferacao celular, o intervalo de tempo entre as irradiacfes pareceu
adequado, visto que as SHED nos grupos de mdltiplas irradiacdes (GIV e GV)
apresentaram elevada atividade metabdlica as 48 horas, sendo que as células de
GV apresentaram também elevada taxa de proliferacdo as 72 horas. Os resultados
encontrados nesses periodos estdo diretamente associados ao tempo de duplicacao
das SHED, que ocorre, em média, as 41,3 horas (SUCHANEK et al., 2010).

Mester et al. (1985) afirmam que doses menores com periodos de tempo
adequados entre as irradiagdes sao mais eficazes do quando administradas de
Unica vez. Para fibroblastos pulpares, Meneguzzo et al. (2008) encontraram que a
viabilidade celular foi maior nos grupos que receberam mudltiplas irradiacbes em
comparacao aqueles que receberam uma Unica irradiacdo. Fernandes et al. (2018)
também demonstraram que tais células irradiadas com energia total de 0,30 J,
fracionada em trés aplicacdes de 2,5 J/cm?, apresentam maior viabilidade do que
aquelas que receberam uma Unica irradiacdo de 7,5 J/cm2. Tal fato também foi
observado em nosso estudo, visto que a energia total de 0,20 J foi mais efetiva para
a inducéo da atividade metabdlica das SHED quando realizadas duas aplicacdes do
laser com densidade de energia de 2,5 J/cm?2 do que apenas uma aplicagdo com 5,0
Jicm2. Da mesma maneira, a energia total de 0,30 J induziu maior atividade
metabdlica quando trés aplicacbes de 2,5 J/cm? foram realizadas em comparacéo a
apenas uma irradiacao de 7,5 J/cm?2.

Em relagcéo a proliferacéo celular avaliada pelo método CV, observou-se que
uma unica aplicacdo de 5,0 e 7,5 J/cm?, bem como trés aplicacbes de 2,5 J/cm?
induziram maiores taxas de proliferacdo do que aquelas observadas para as células
ndo irradiadas ou com uma ou duas aplicagbes de 2,5 J/cm? as 72 horas. Tais
resultados corroboram aqueles observados por Fernandes et al. (2018) no estudo
com fibroblastos pulpares, visto que os autores concluiram que uma Unica aplicacao
de 5,0 J/cm? induziu maior proliferacdo de fibroblastos pulpares do que duas
irradiacbes com 2,5 J/cm2.
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Importante considerar que a auséncia de diferengas significativas entre a
resposta das células em GIl e GlIl (uma unica irradiagdo com 5,0 e 7,5 J/lcmz,
respectivamente) em todos os experimentos realizados pode ser explicada pelo fato
de terem sido utilizadas densidades de energia muito proximas, causando reacdes
celulares similares. Isso porque, embora a fotobiomodulacdo seja dependente da
dose aplicada, existem diferentes janelas terapéuticas para a fotoestimulacéo
efetiva, em que cada tipo celular possui seu proprio pico de irradiacdo ideal
(BAXTER, 1997; LOW, REED, 2001; MENEGUZZO et al., 2008; TIPHLOVA, KARU,
1987). Assim, para que respostas celulares diferentes possam ser observadas
possivelmente sejam necessarias irradiacdes com densidades de energia mais
discrepantes, como realizado no estudo de Meneguzzo et al. (2008), que avaliaram
as densidades de 6,3, 12,6 e 18,9 J/cm>.

Além disso, a viabilidade média de SHED de 95% ao longo do periodo
experimental foi superior aquela encontrada por Suchanek et al. (2010) que isolou e
cultivou as SHED até a 192 passagem (sem qualquer estimulo), obtendo uma
viabilidade média de 90.6% (86.0-94.0%).

Devido a grande variabilidade dos parametros de irradiacdo nos diversos
estudos envolvendo a terapia do LBI, torna-se dificil a comparacdo de nossos
resultados com o de outros estudos (GINANI et al., 2015; PEPLOW; CHUNG;
BAXTER, 2010; SILVA et al., 2018). Ademais, resultados de estudos in vitro como
este devem ser interpretados com cautela, pois ndo podem ser extrapolados
diretamente para aplicacdes clinicas, uma vez que a interacdo do laser com o
tecido-alvo do organismo ndo pode ser reproduzida em cultura (FERNANDES et al.,
2018; MARQUES et al. 2017; MOURA-NETTO et al., 2016). Portanto, mais estudos
com diferentes parametros de irradiacdo tanto in vitro como in vivo deverao ser
realizados para que sejam obtidos efeitos clinicos de maneira previsivel apds a

utilizacao da terapia a laser em SHED.
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6 CONCLUSAO

A irradiacdo do laser de baixa intensidade com energia total fracionada induziu
uma maior taxa de viabilidade das SHED em comparacdo a de Unica irradiacao,
enquanto que 2,5 J/cm2 em Unica aplicacdo promoveu inibicdo da viabilidade celular
no periodo de 48 horas apoés a primeira irradiacdo. Ja a irradiacdo com doses Unicas
de 0,20 J e 0,30 J estimularam a proliferacdo celular, assim como a energia total

fracionada de 0,30 J em trés aplicacdes de 2,5 J/cmz2, as 72 horas.
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