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Resumo

Pereira, L.B. Avaliac&o in vitro da biomodulacdo de células de linhagem
odontoblastica (MDPC-23) de camundongos com laser de baixa poténcia.
Ribeirdo Preto, 2009. 76 p. Dissertagdo (Mestrado em Odontologia) — Departamento
de Morfologia, Estomatologia e Fisiologia, Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo.

O laser de baixa intensidade ou terapéutico promove a biomodulacdo das
respostas reparadoras naturais de células pulpares como os odontoblastos, sendo
uma estratégia de tratamento a ser utilizada na terapia pulpar. O objetivo deste
estudo foi avaliar in vitro o efeito da irradiagao do laser terapéutico de arseniato de
galio e aluminio (GaAlAs) no comportamento da linhagem odontoblastica (MDPC-23)
de camundongos. Células odontoblasticas foram plaqueadas na concentragdo de
10* células/pogo (n=5) e submetidas as irradiacdes nos dias 0, 1, 2 e 3 apds o
plaqueamento. Foram avaliadas as doses de 0,2 e 1,0 J/cm? e comparadas ao grupo
controle nao irradiado. Os parametros analisados foram proliferacdo e viabilidade
celular, quantidade de proteina total, atividade de fosfatase alcalina apds 3, 7, 10 e
14 dias; deteccdo e quantificacdo de matriz mineralizada apdés 14 dias e
quantificacao do fator de crescimento VEGF no sobrenadante das culturas apos 7 e
10 dias. Imunofluorescéncia para proteinas colagenas e nao-colagenas apos 3, 7 e
10 dias foi realizada para verificar sua expressao qualitativa nos grupos propostos.
Os resultados mostraram que o laser nao afetou a viabilidade celular que ficou
acima dos 90% em todos os grupos e periodos experimentais. De modo geral, os
grupos irradiados apresentaram reducao na proliferagdo, maior conteudo de proteina
total e maior atividade de ALP em relagdo ao observado no grupo controle. A

marcagao com vermelho de alizarina mostrou maior quantidade de areas nodulares
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de matriz calcificada no grupo irradiado com 0,2 J/cm?, dados comprovados pela
analise quantitativa. Uma maior concentracdo de VEGF no sobrenadante da cultura
foi observada no grupo irradiado com a menor dose. A imunofluorescéncia revelou
que a menor dose favoreceu a secregcao de proteinas colagenas e nao colagenas
Portanto, o laser de baixa poténcia, dentro dos parametros empregados, favoreceu a

expressao do fendétipo odontoblastico.
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Abstract

Low-level laser therapy (LLLT) has been studied as a strategy to be used in
pulp therapy through biomodulation of its cells, like odontoblasts. The purpose of this
investigation was to evaluate the effect of biomodulation on odontoblastic cells using
low-level GaAlAs laser. Odontoblastic cells were cultured in a concentration of 10*
cells/well (n=5) and submitted to the energy fluencies of 0,2 and 1,0 J/cm? and
compared to control group. There were evaluated cell proliferation and viability, total
protein content and alkaline phosphatase activity ( 3, 7, 10 and 14 days), as well as
detection and quantification of mineralized nodules after 14 days and VEGF
quantification after 7 and 10 days. Immunofluorescence for collagen and non-
collagen proteins was performed to verify their qualitative expression in the proposed
groups after 3, 7 and 10 days. The results showed that LLLT did not affect cell
viability in all the experimental groups. The irradiated cultures presented reduction in
the proliferation, higher total protein content and ALP activity compared to the control
group. Staining with red alizarin showed greater amount of nodular areas of calcified
matrix in the group irradiated with 0,2 J/cm?, data confirmed by quantitative analysis.
It was also observed a higher concentration of VEGF in the culture of the cells
irradiated with the lowest energy fluence as well as an enhancement of the secretion
of collagen and non-collagen proteins revealed through immunofluorescence. It was

concluded that therapy with LLLT favors the expression of odontoblastic phenotype.
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1 INTRODUCAO

A dentinogénese é um processo continuo e dinamico regulado pelos
odontoblastos. A matriz dentinaria, constituida por componentes organicos e
inorganicos, € secretada por estas células e pode ser reparada através da formagao
de dentina terciaria como resposta a varios estimulos externos, tais como caries,
atricdo ou trauma. Algumas intervengdes beneficiam este reparo, como o laser de
baixa poténcia que pode promover efeitos biomodulatérios nos processos
inflamatdrios e reparativo do tecido pulpar.

Desde que o laser de rubi foi desenvolvido por Maiman em 1960,
pesquisadores tém investigado aplicagdes do laser na Odontologia. O laser,
acrbnimo em inglés de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, ou
seja, amplificacdo da luz por emissao estimulada de radiagdo, € um equipamento
que transforma a luz de varias frequéncias em uma radiagao cromatica com ondas
capazes de mobilizar grande quantidade de energia e for¢a quando focalizadas a
uma distancia pequena.

O laser vem sendo cada vez mais empregado na Odontologia, mostrando-se
eficaz e benéfico quando bem utilizado. Sabe-se que o laser apresenta uma grande
diversidade de indicagcdes como em osteotomias, tratamento de lesdes pré-
malignas, espectroscopia de fluorescéncia e terapia fotodindmica (Deppe e Horch,
2007).

Os efeitos bioestimuladores da terapia com laser de baixa intensidade,
atualmente descritos como biomoduladores, foram primeiramente demonstrados por
Mester et al. (1971), na reparacao tecidual de feridas induzidas em ratos. Esta
terapia envolve a interacido do laser com o tecido com a intencdo de estimular e

melhorar a regeneracgao e cicatrizagao através da absorg¢ao de energia pelas células



Introducéo 15

e sua conversdo em adenosina trifosfato (ATP), consequentemente estimulando a
atividade celular (Parker, 2007b).

Estudos in vitro com varios tipos celulares foram realizados para analisar o
efeito da irradiacao a laser. Renno et al. (2007) observaram que a irradiagéo de luz
laser com comprimento de onda de 830-nm aumentou significativamente a
proliferacdo de osteoblastos in vitro, assim como a atividade de fosfatase alcalina.
Mirzaei et al. (2007) demonstraram um aumento significante na proliferagcdo de
fibroblastos de ratos apds a irradiagcdo com laser de baixa poténcia. Saygun et al.
(2007) observaram que a terapia com laser de baixa poténcia aumentou a
proliferacdo e a viabilidade celular de fibroblastos gengivais além da liberagao de
fatores de crescimento como fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de
crescimento insulin-like (IGF-1), e receptor de IGF-1 (IGFBP3). Gulsoy et al. (2006)
observaram que a aplicagdo de laser He-Ne aumentou significativamente a
proliferacdo de células mononucleares do sangue in vitro. Skinner et al. (1996)
utilizaram laser de baixa intensidade (GaAlAs) para estimular fibroblastos humanos
embrionarios em cultura com diferentes doses em um periodo de 4 dias, observando
que doses mais baixas podem favorecer a sintese protéica. Segundo Abergel et al.
(1987), este efeito poderia ocorrer provavelmente através de uma estimulagao
metabdlica, incluindo a aceleragdo da taxa de transcricdo de RNAm de genes ou

mudancas enzimaticas apds a biomodulagcdo com laser.

A utilizagcao do laser como biomodulador do tecido pulpar € uma realidade,
podendo afetar a expressdo de componentes da matriz na dentinogénese nas
reacoes inflamatdrias e de defesa da polpa dentaria, que normalmente ocorrem
extracelularmente (Linde, 1985). A matriz extracelular representa uma complexa

rede de macromoléculas composta por varias proteinas versateis e polissacarideos,
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que sao secretados localmente e montados em uma organizada rede associada a
superficie celular que os produz e que atua no comportamento das células com as
quais faz contato, influenciando seu desenvolvimento, migragao, proliferagao, forma
e funcdo. E através da matriz que as células sdo fisicamente conectadas e que
sinais quimiotaticos podem ser transmitidos entre estas células (Chiquet-Ehrismann
et al. 1988).

Como a dentina é um tecido andlogo ao osso, sua matriz extracelular
compartilha muitas similaridades com a matriz 6ssea (Lu et al, 2007). Assim, na
dentina, o colageno tipo | representa 97% da matriz organica secretada pelos
odontoblastos; os restantes 3% da matriz da dentina sido constituidos pelas
proteinas nao-colagenas, como a sialofosfoproteina (DSPP), proteinas da matriz
dentinaria (DMP1, DMP-2 e DMP-3) e pequenas quantidades de osteopontina,
osteonectina e osteocalcina, que sdo abundantes no osso (Mjor et al. 2001).
Acredita-se também que as proteinas ndo colagenas exergam um papel na
formacdo dos tecidos mineralizados, por promover e controlar o processo de
mineralizagdo e a fungdo celular (Butler et al. 1992). Mattuella et al. (2007)
observaram que a dentina possui fatores de crescimento com capacidade de
influenciar eventos celulares no complexo dentino-pulpar quando liberadas durante a
desmineralizacdo, podendo contribuir para o processo reparativo. Entre eles, o
VEGF produzido por células estromais de polpas saudaveis (Artese et al. 2001) e
em células odontoblasticas (Botero et al. 2003) pode ter uma agao autdcrina e
promover quimiotaxia e proliferacao/diferenciagao celular (Mattuella et al. 2007).

Linhagens celulares estabelecidas, oriundas de linhagem odontoblastica ou
que mimetizam odontoblastos, podem ter utilidade para uma variedade de objetivos

como a sintese de moléculas especificas incluindo proteinas, RNAm e DNA para
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estudo do processo da dentinogénese, estudo de uma variedade de moléculas como
hormonios, fatores de crescimento e citocinas para verificar possiveis efeitos na
funcdo celular e testes com biomateriais ou situacbes ambientais com possiveis
efeitos na funcéo celular com potencial para alterar a odontogénese (Hanks et al.
1998). A linhagem MDPC-23 foi desenvolvida como uma linhagem celular
espontaneamente imortalizada derivada de células da papila dentaria do primeiro
molar de fetos de camundongos e clonadas para especificamente desenvolverem
uma alta atividade de fosfatase alcalina (ALP) e a habilidade de formar nddulos
calcificados com multicamadas e um tempo de duplicagdo de 24 horas (Hanks et al.
1998). Ainda segundo estes autores, esta linhagem celular € Unica por sintetizar
proteinas como a sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), que é clivada em
sialoproteina dentinaria (DSP) e fosfoproteina dentinaria (DPP), sintetizadas
principalmente por odontoblastos, além de também sintetizar outras proteinas
comuns a outros tecidos mineralizados como a ALP, colageno tipo |, osteopontina,
osteocalcina e fatores de crescimento como o VEGF (Botero et al. 2003).

Nossa hipotese de trabalho foi verificar se este tratamento aumenta a
atividade funcional dos odontoblastos aumentando a secrecdo de fatores de

crescimento e proteinas essenciais para a formacao de nova dentina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dentinogénese

A dentina € um tecido conjuntivo avascular e mineralizado que constitui a
maior parte da estrutura do dente, sendo responsavel pela sustentagcdo do esmalte e
protecdo da polpa dentaria. Apesar da sua estrutura ndo apresentar células em seu
interior, nos tubulos que percorrem toda sua extensdo, sao observados
prolongamentos de células da periferia da polpa, denominadas odontoblastos.

Os odontoblastos sao células altamente especializadas, de origem
mesenquimal, diferenciadas a partir da papila dentaria e responsaveis pela sintese e
formacgado da dentina (Sasaki e Garant, 1996). Suas caracteristicas ultra-estruturais
sao tipicas de células sintetizadoras e secretoras de proteinas, com complexo de
golgi e reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvidos, além de inumeros
microtubulos e microfilamentos responsaveis pelo transporte dos produtos
sintetizados para a periferia dos processos odontoblasticos (Sasaki e Garant , 1996;
Yu e Abbott, 2007).

Durante a formacao e reparo do elemento dental, os odontoblastos secretam
constituintes fibrilares e né&o fibrilares envolvidos na sintese do tecido dentinario.
Uma vez que a formacgao da raiz estda completa e o dente se apresenta em sua
posicdo funcional, os odontoblastos reduzem de forma marcante sua atividade
secretéria e passam a sintetizar e depositar dentina secundaria em um processo
fisiolégico, lento e continuo (Linde et al. 1993).

A atividade dos odontoblastos é dependente de uma interrelacao estrutural e
funcional entre a polpa e a dentina, como na presenca de lesdes cariosas onde

ocorre o estimulo desse complexo, de modo que a formagdo de dentina seja



Revisao de Literatura 20

intensificada na tentativa de criar uma barreira protetora, dificultando a chegada do
agente irritante a polpa. A dentina formada nessa ocasido é denominada dentina
terciaria (Goldberg e Smith, 2004). Portanto, mesmo apd6s a formagao da dentina
primaria os odontoblastos permanecem com capacidade para responder aos
estimulos ambientais e locais, sendo suas atividades secretérias ativadas durante a
dentinogénese terciaria (Mitsiadis e Rahiotis, 2004).

A dentina terciaria, resultante do comportamento secretério apdés uma
estimulacao focal, tem sido subdividida nas variantes reacionaria e reparativa para
diferenciar os processos envolvidos em cada ocasidao. A dentina reacionaria é
secretada pelas células odontoblasticas pds-mitdticas sobreviventes, responsaveis
pela secre¢cao da dentina primaria, em resposta a um estimulo de baixa ou média
intensidade (Arana-Chaves e Massa, 2004). Ja a dentina reparativa € secretada por
uma nova geragdo de odontoblastos em reflexo as injurias de forte intensidade
capazes de provocar a morte das células secretoras da dentina primaria (Goldberg e
Smith, 2004).

A dentina é composta de 10% de agua e aproximadamente 70% de material
inorganico, sendo o principal componente a hidroxiapatita. A parte orgéanica, que
equivale a 20% da dentina, é constituida principalmente pelo colageno tipo I. Em
menor quantidade, também estdo presentes o colageno tipo lll, colageno tipo V e
proteinas nao colagenas, como: fosforinas, fosfoproteinas, sialoproteinas dentinarias
(DSPs), proteinas morfogenéticas dentinarias (DMPs), Gla-proteinas (osteocalcinas),
proteoglicanas, glicoproteinas acidas (osteonectinas) e proteinas séricas (Mjor et al.
2001; Papagerakis et al. 2002).

O colageno ¢é sintetizado intracelularmente em pequenas porgdes e

exportado para fora da célula, onde, através da atuacdo de enzimas polimerizantes,
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€ definida a estrutura propria de colageno em alfa-hélice-tripla. Nos tecidos
mineralizados, os 40 nm de lacunas entre as extremidades das subunidades do
tropocolageno provavelmente servem como area nucleadora para deposi¢édo dos
componentes minerais dos cristais (Hillmann et al. 1997). O colageno da a dentina
sua elasticidade e contribui para sua resisténcia a fratura (Wiesmann et al. 2005).

Porém, somente a presencga do colageno néao é suficiente para desencadear
0 processo de deposigao dos ions para o inicio da mineralizagao (Saito et al. 2001).
Vaérias outras proteinas ndo colagenas, secretadas pelos odontoblastos, tem sido
relatadas como importantes precursoras deste processo (Saito et al. 2001). Acredita-
se que a mineralizagdo seja iniciada pelas proteinas fosforiladas da matriz
extracelular, localizadas préximas as zonas de abertura dos colagenos, que se ligam
aos ions calcio e fosfato numa conformacao apropriada para nuclear a formacgao dos
cristais de apatita (Lu et al. 2007).

A DMP1, uma fosfoproteina acida nao colagena, € um membro da familia
das SIBLING (small integri-binding ligand, N-linked glycoprotein), na qual estédo
inclusas a osteopontina, sialoproteina 6ssea, DSPP, enamelina e fosfoglicoproteina
da matriz extracelular (MEPE) (Fisher et al. 2003; Qin et al. 2004). Essas proteinas
exercem papel importante na mineralizagdo de tecidos e mostram algumas
caracteristicas em comum, tais como: localizagdo no cromossomo humano 4q21,
multiplos locais de fosforilagao, elevada natureza acida e a presenga de um dominio
celular ligante de arginine-glycine-aspartate (RGD) (Ling et al. 2005). A DMP1 é
expressa no cemento, nas células indiferenciadas da polpa, nos odontoblastos, na
pré-dentina e dentina e os seus niveis sao controlados por fatores chaves como a
concentracéo de ions fosforos (Qin et al. 2007). Defeitos no seu processamento do

DMP1 podem levar a mudangas morfolégicas na dentina (Qin et al. 2007), uma vez
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que, além de atuar nos processos de mineralizacdo e diferenciacdo dos
odontoblastos, a DMP1 também estd envolvida na ativacdo da matriz
metaloproteinase-9 e na formagao e manutengao do sistema tubular (Ye et al. 2005;
Ogbureke et al. 2007).

A DSPP, outro membro das SIBLING, € uma proteina da matriz extracelular
e € clivada em sialoproteina dentinaria (DSP), glicoproteina dentinaria e
fosfoproteina dentinaria (DPP) (Qin et al. 2004). Entre as proteinas ndo colagenas,
as DSP e as DPP sdo as mais especificas da dentina e acredita-se que elas
exercam um papel crucial na conversdo da pré-dentina em dentina mineralizada
(Sreenath et al. 2003; Chen et al. 2004).

A DSP, a parte amino-terminal da DSPP, é uma proteina glicosilada com
altos niveis de acido sialico e apresenta similaridades com outras sialoproteinas,
incluindo sialoproteina 6ssea, DMP1 e osteopontina (Chen et al. 2004). A DPP, uma
proteina altamente fosforilada, representa 50% da matriz extracelular, sendo a
principal proteina ndo colagena (Chen et al. 2004). Acredita-se que a DPP ¢é o
arquétipo de macromoléculas que podem regular o processo de mineralizagao se
ligando as proteinas estruturais da matriz, nucleando a mineralizagéo e controlando
o crescimento dos cristais (Linde e Goldberg, 1993). Estudos correlacionam a
glicoproteina dentinaria e a DPP ao enrijecimento normal do colageno, a proteina
mais abundante da dentina (van den Bos et al. 1993). Embora também seja
encontrada no tecido ésseo, os niveis de expressdo de DSPP nos ossos longos de
ratos € 1:400 em relagdo ao encontrado na dentina, sugerindo que a DSPP esta
essencialmente envolvida na formagéo e mineralizagao da dentina (Qin et al. 2003).

Mutagbes no gene DSPP humano estao associadas com a dentinogénese

imperfeita tipo Il, tipo Ill e com a displasia dentinaria tipo Il (Hu et al. 2007; Barron et
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al, 2008). Pacientes com essas doengas apresentam descoloragdo dental,
alargamento da camara pulpar, espessamento da pré-dentina, com consequente
reducdo na espessura da dentina, hipomineralizagdo e prevaléncia de exposicao
pulpar (Barron et al, 2008).

A osteopontina (OPN), uma proteina ndo colagena abundante na matriz
O0ssea, mas usualmente nio detectada na dentina primaria e terciaria, foi observada
em grandes quantidades na dentina reparativa (Aguiar e Arana-Chaves, 2007). A
OPN ¢é uma glicoproteina acida fosforilada presente tanto nos fluidos corporais, na
forma de citocina, como nos tecidos mineralizados, onde atua como proteina de
adesao celular (Sodek et al. 2000). A idéia de a OPN estar envolvida na regulagéo
da matriz mineralizada e no controle da adesao celular surgiu com base na sua
distribuicao tecidual, particularmente nas regides interfibrilares, e no fato de conter
regides de ligagao a matriz e a célula (Nanci, 1999). Em acréscimo, a OPN exibe alta
afinidade para o calcio e para os cristais de calcio e fosfato, provavelmente devido a
quantidade de locais de fosforilagdo (Qin et al. 2004) e da presencga de regides acido
aspartica nessa molécula (Giachelli e Steitz, 2000).

Desde a década de 20, quando os estudos de Robson em ratos e coelhos
mostraram uma consideravel atividade de fosfatase envolvida na formagao do osso,
a fosfatase alcalina (ALP) é relacionada ao processo de mineralizagao (Robson et al.
1923). Nos tecidos mineralizados, niveis elevados de fosfatase alcalina enriquecem
0 meio com fosfato inorganico e viabilizam a nucleacao dos cristais de hidroxiapatita
dando inicio a mineralizagdo (Bellows et al. 1991; Balcerzak et al. 2003), Em
acréscimo, tem sido sugerido que a ALP atua na degradacédo de pirofosfato, um
inibidor da mineralizagao (Whyte, 1994). As melhores evidéncias do envolvimento da

ALP na mineralizagdo sao as caracteristicas clinicas de pessoas portadoras da
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hipofosfatasia hereditaria, as quais apresentam defeitos na mineralizacdo 6ssea
além da perda prematura de dentes deciduos e permanentes (Macfarlane e Swart,
1989).

Além das proteinas colagenas e nao colagenas, o odontoblastos também
secretam fatores de crescimento que influenciam na sua cinética durante o reparo
da dentina (Grando et al. 2007). O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
aumenta a neovascularizagao induzindo a migracdo e a proliferagdo das células
endoteliais (Mastrangelo et al. 2005), além de elevar a sobrevivéncia dessas células
através da sinalizagcao do VEGFR-2 e da indugao da proteinas anti-apoptética Bcl-2
(Nor et al. 1999). Assim, considerando a capacidade do VEGF em induzir a
angiogénese, sua liberagdo para a matriz pode contribuir para um reparo pulpar
apos uma injuria (Derringer et al. 1996).

Diversos estudos tém utilizado linhagens celulares para aumentar o
conhecimento sobre os eventos celulares envolvidos na dentinogénese, como Pang
et al (2006) que estabeleceu uma nova ligagdo molecular entre o metabolismo e o
transporte de ions calcio com a proteina DMP1, importante regulador de
mineralizagao da dentina, utilizando células da linhagem odontoblasticas MDPC-23
como modelo de estudo. He et al. (2004) avaliou a via Smad na linhagem MDPC-23
e notou que a Smad3 parece estar envolvida na repressao da proteina DSPP por
meio do fator TGF-beta1, fato que aumenta a possibilidade da sinalizacdo de Smad
estar envolvida na dentinogénese. Outros estudos avaliaram a reagao dessas
células frente a exposi¢cao a agentes utilizados em tratamentos odontoldgicos. de
Lima et al. (2009) avaliaram o efeito do peréxido de carbamida (CP) nas células
odontoblasticas e observaram que, mesmo em baixas concentracdes, o extrato do

gel de CP é citotdxico. O mesmo efeito foi observado quando essas células foram
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expostas a adesivos self-etching (Lanza et al. 2008), hidréxido de calcio (de SOUZA

Costa et al. 2008) e clorexidina (de SOUZA et al. 2007).

2.2 LASER

Os principios fisicos do laser, acrénimo de Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, ou seja, amplificacdo da luz por emissao estimulada de
radiacao foram descritos pelo fisico Albert Einstein no trabalho intitulado “Zur
Theorie der Strahlung” em 1917 (Parker, 2007b).

O laser é uma luz eletromagnética ndo ionizante, fruto da emissao de fétons
a partir do bombeamento de uma matéria (Knappe et al. 2004). A fonte dos fétons é
denominada meio ativo e os seus componentes dao o nome ao laser que pode ter
composicao:solida (rubi, titdnio-safira), liquida (corantes de Rodaminas), gasosa
(Hélio e Nebnio, gas carbdnico Argdnio) ou semicondutora (Arseniato de Galio,
Arseniato de Galio- Aluminio, Indio-Galio-Aluminio-Fésforo) (Sun et al. 2004). Os
ions que compdem o meio ativo encontram-se no estado de baixa energia, chamado
estado fundamental (Parker, 2007b). Quando expostos a uma fonte de energia
externa, seja ela elétrica, luminosa ou até mesmo outro laser, os elétrons saltam
para uma camada mais externa, permanecendo em um estado de maior energia,
porém transitério. (Knappe et al. 2004). Logo apds a maioria dos atomos atingirem a
excitacdo no fendmeno de inversdo da populagao, inicia-se a emissao espontanea
em que os elétrons retornam a camada inferior emitindo um féton. Os fotons
emitidos ao se chocarem com os outros atomos excitados estimulam o decaimento
num processo que passa a ocorrer em cascata, resultando na emissao estimulada
de radiagao (Parker, 2007b). A radiagao produzida € amplificada graga a presenca

de espelhos na cavidade Optica, onde esta alojado o meio ativo. Os espelhos
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refletem a radiagdo e a mantém confinada dentro da cavidade. Quando a energia
acumulada atinge um limiar, parte dos fétons atravessa o semi-espelho e é entéo
gerado um feixe de luz colimado, coerente e monocromatico, denominado laser

(Knappe et al. 2004).

2.2.1 Laser de baixa poténcia

O laser pode ser classificado como de alta (Hight Intensity Laser Therapy —
HILT) ou de baixa poténcia (Low Intensity Laser Therapy — LILT ou Low Level Laser
Therapy - LLLT) de acordo com a intensidade de emissao da radiagdo ou segundo o
modo de atuacdo sobre o tecido, sendo entdo denominados cirurgicos ou nao
cirargicos (Parker, 2007c). Os LLLT, também conhecidos como laser terapéutico,
laser mole, laser frio ou soft-laser, emitem radiagdes de baixa intensidade, sem
potencial destrutivo, porém com capacidade de regular processos fisioldgicos como
dor e inflamagao (Sun et al. 2004). As primeiras aplicagbes com o laser de baixa
poténcia foram realizadas por Ender Mester no final da década de 60 em um estudo
sobre possiveis efeitos carcinogénicos do laser de rubi e de HeNe. Além de néao
terem sido observadas alteragbes carcinogénicas, o laser acelerou o crescimento
dos pelos dos camundongos no grupo experimental quando comparado ao grupo
controle (Mester et al. 1971).

A teoria mais aceita que explica os efeitos e os mecanismos do laser
terapéutico é a teoria fotoquimica (Sun e Tuner, 2004). De acordo com esta teoria,
reacdes bioquimicas sdo moduladas quando a luz aplicada sobre o tecido é
absorvida por croméforos fotorreceptores localizados nas células (Renno et al.
2007). Zungu et al. (2009) relatou que o laser estimula o aumento do ions calcio

intracelular resultando no aumento de MMP, ATP e cAMP, e , por fim, promove a
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fotobiomodulacdo e a restauracdo da homeostase das células injuriadas. Ao
estimular a respiragdo mitocondrial, a producao de oxigénio molecular e de ATP
(Stein et al. 2005), o laser induz a sintese de DNA, RNA e de proteinas reguladoras
do ciclo celular, e desse modo induz a proliferagao celular (Dértbudak et al. 2000).

Tais caracteristicas peculiares do laser o fazem um instrumento de grande
interesse e importancia para aplicagdes nas areas da saude, tanto no diagnéstico como
na terapia de diversas enfermidades (Dederich e Bushick, 2004; Parker 2007a). Na
literatura cientifica, diversos trabalhos comprovam a eficacia da laserterapia no reparo
de feridas (Medrado et al. 2008; Viegas et al, 2008), alivio da dor (Emshoff et al. 2008;
Mazzeto et al. 2007), redugao de processos inflamatorios (Albertini et al. 2007; Gavish
et al, 2008) e normalizagao da circulagao sanguinea (Mennel et al. 2007).

Desde 1971, quando Mester et al. mostraram evidéncias de maior acumulo
de fibrilas colagenas e vesiculas intracitoplasmaticas eletrodensas nos fibroblastos
estimulados com laser, varios outros estudos foram realizados € comprovaram o
efeito benéfico do laser na cicatrizagdo. Segundo Dederich e Bushick 2004, o efeito
fotobiolégico dos lasers de hélio-nednio, arsénio-galio e de arseniato de galio e
aluminio, alteram o comportamento de fibroblastos regulando sua proliferacéo,
maturacao e locomocgao. Além disso, o laser é capaz de aumentar a proliferacéo e a
ativagcao dos linfécitos, bem como, elevar a capacidade fagocistica dos macréfagos,
a secrecao de fatores de crescimento de fibroblasto e intensificar a reabsor¢cao de
fibrina (Walsh, 1997). No estudo de Cressoni et al (2008), o tratamento com laser
proporcionou efeitos antiinflamatorios, reduziu o numero de leucdcitos na regido da
injuria e acelerou a regeneragao da ferida em ratos durante a fase inflamatdria
aguda. Ainda analisando o efeito do LLLT sobre as feridas, Maiya et al. (2005)

notaram por meio de analises bioquimicas e histopatoldégicas que, mesmo em
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animais diabéticos, as feridas irradiadas cicatrizaram melhor e mais rapidamente
quando comparadas ao grupo nao irradiado.

Estudos voltados a Odontologia demonstram a eficacia do laser de baixa
poténcia na recuperagao mais rapida nos casos de estomatite aftosa recorrente
(Pinheiro et al. 1997), ulceras traumaticas, gengivite, gengivoestomatite herpética
primaria, gengivoestomatite herpética secundaria - Herpes Simples (Navarro et al.
2007), queilite angular, pericementite (Yamaguchi et al. 2005), sindrome da ardéncia
bucal, alveolite e mucosite (Genot et al. 2007).

Pacientes portadores de Disfuncdo Temporo Mandibular apresentaram
melhora no quadro clinico doloroso apés exposicdo ao LLLT no trabalho realizado
por Mazzetto et al. 2007. Segundo os autores, a redugao da sintomatologia dolorosa
apos aplicagao do laser é possivel gragcas a agao antiinflamatéria e a mudanga de
potencial da membrana, dificultando a formagao de impulso nervoso (Mazzetto et al
2007). Outros estudos sugerem que o efeito analgésico do laser ocorre devido a
liberacdo de serotonina e acetilcolina centralmente, e histamina e prostaglandina na
periferia (Zarkovi¢ et al. 1989; Parker, 2007a). Além disso, a redug¢ao da dor também
tem sido relacionada a alteracao do limiar da dor e ao efeito do LLLT no aumento da
sintese de betaendorfina e bradicinina (Honmura et al. 1992; Hagiwara et al. 2007).

Na Ortodontia os efeitos biomoduladores do laser s&o utlizados na
realizagcdo da expansao rapida da maxila para diminuir a dor e o desconforto do
paciente, como também para acelerar a reparagao 6ssea (Saito e Shimizu, 1997).
Saito e Shimizu mostraram que o osso neoformado apresenta uma qualidade
superior em relagdo ao osso formado quando ndo se utiliza a luz laser. Alguns
autores sugerem que o LLLT pode acelerar a formagédo 6ssea pelo aumento da

atividade osteoblastica, vascularizagao e organizagao das fibras colagenas (Pinheiro
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et al. 2006). Dependendo da fase do reparo 6sseo, o LLLT pode acelerar atividade
de reabsorcdo ou de formacgdo. Khadra et al. 2005 observaram um aumento na
adesdo, proliferagcdo, diferenciacdo e producdo de TGF-beta em células
osteoblasticas apdés a irradiacdo com laser de baixa intensidade, indicando
modulacdo da atividade celular. Em acréscimo, a sintese de DNA e de RNA nos
osteoblastos, a formagcdo de nddulos Osseos e a expressdo dos genes da
osteocalcina e osteonectina aumentaram com a irradiagdo de laser (Hamajima S
2003; Khadra, 2005). Além disso, a atividade de ALP, um marcador da diferenciagéo
dos osteoblastos, parece aumentar apds exposi¢cao ao LLLT (Stein et al. 2005).

Em células da polpa, como os odontoblastos, estudos in vivo investigaram
em dentes humanos o efeito biomodulatério do laser GaAlAs na expressado de
colageno lll, tenascina e fibronectina, observando um aumento na expressao destas
proteinas nas células irradiadas (Ferreira et al. 2006). Godoy et al. (2007) também
observaram que dentes irradiados com laser apds preparo cavitario apresentaram
processos odontoblasticos em maior contato com a matriz extracelular. Matsui et al.
(2007) observaram mineralizagado de células da polpa estimuladas por irradiagao de
laser GaAlAs provavelmente devido a geragao de grupos hidroxilas.

Embora a maioria dos estudos tenha mostrado resultados satisfatorios da
terapia com laser, efeitos indesejados também foram observados. Tate et al (2006)
relataram que altas doses de energia podem levar a mudangas irreversiveis na
polpa, como a formagao de tecido dsseo intrapulpar. Segundo Knappe et al. (2004),
a associagao correta entre as propriedades de cada tecido e os parametros
empregados € necessaria para que sejam obtidos resultados satisfatérios, sendo
qgue o grau e a extensao do efeito sdo dependentes tanto da propriedades do tecido,

quanto dos parametros do laser empregados.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo foi proposto com o objetivo de avaliar o efeito da
biomodulagdo com laser de baixa intensidade (GaAlAs) na atividade funcional de
células de linhagem odontoblastica de camundongos (MDPC-23). Para este fim,
células controles e irradiadas foram avaliadas por meio das analises de proliferagao
e viabilidade celular, atividade de fosfatase alcalina (ALP) e quantidade de proteina
total, assim como, imunomarcacdo de proteinas e formacdo de nddulos de
calcificacdo. Além disso, também foi avaliada a concentracdo do fator de

crescimento endotelial vascular no sobrenadante das culturas.
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Protocolo de Biomodulacao Celular

A biomodulacéao celular foi realizada de acordo com protocolo de Skinner et
al. (1996), considerando a dose que sai da ponta, sendo as células divididas em trés
grupos: (D) biomodulacdo na dose de 0,2 J/cm?, (D) biomodulagdo na dose de 1
Jicm? e (3) células controles sem biomodulagdo. A aplicagdo do laser foi realizada
por 4 dias consecutivos com inicio imediato apés o plaqueamento. O aparelho
utilizado foi o modelo BioWave LLLT Dual (Kondortech, Sdo Carlos, Brasil) com
emissao nao pulsada, no comprimento de onda de 830 nm, na poténcia de 20 mW,
sendo o laser classificado como terapéutico (de baixa intensidade) do tipo GaAlAs.
As irradiagdes foram realizadas no centro do pogo a 3 cm de distancia, entre a ponta
ativa do laser e a cultura. O feixe do laser apresentava uma divergéncia de 20° graus
(dado oferecido pelo fabricante), e consequentemente a area atingida foi de 4,83
cm?. Portanto, ela foi maior que a do poco que equivale a 1,76 cm? Para que
durante a irradiagdo os pogos vizinhos nao fossem atingidos, as culturas foram
distribuidas pela placa a uma distancia maior que a da area irradiada. Além disso, os

experimentos foram realizados em placas diferentes para cada grupo experimental.

4.2 Cultura da Linhagem Celular

Células de linhagem odontoblastica de camundongos (MDPC-23) foram
gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Jacques Eduardo Nor, Professor da

Faculdade de Odontologia da Universidade de Michigan, USA. As células foram
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mantidas em tubos criogénicos de 2 ml em tambores de nitrogénio liquido e
descongeladas para obtengao de culturas.

Apods o descongelamento, as células foram cultivadas em garrafas de cultura
de 75 cm® com 10 ml de meio de cultura D-MEM com 10% de soro fetal bovino
suplementado com gentamicina. Foram adicionados 50 pug/ml de &cido ascorbico
para promover a formagao de colageno e matriz extracelular (Franceschi et al. 1994)
e 2mM de beta-glicerofosfato para a formagdo e mineralizacdo de ndodulos em
multicamada (Tenenbaum, 1981). Durante todo o tempo de cultivo as células foram
mantidas a 37°C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO, e 95% de ar
atmosférico e os meios foram trocados a cada dois dias. Apds a confluéncia, as
células foram removidas dos frascos de cultura por meio de EDTA 1mM (Gibco) e
tripsina 0,25% (Gibco) e contadas utilizando um hemocitdmetro (Fisher Scientific).
Em seguida, as células foram passadas para placas de 24 pogos a uma densidade

de 10* células/poco e classificadas nos grupos descritos acima (n=5).

4.3 Meétodos de Avaliacdo do Estimulo Celular

4.3.1 Proliferacao celular

Apods 3, 7, 10 e 14 dias do plagueamento o meio das células odontoblasticas
foi removido, os pogos lavados trés vezes com salina tamponada com fosfato (PBS)
aquecida a 37°C para remover as células ndo aderidas. Em seguida, foram
preenchidos com 1,5ml de uma solugdo de EDTA 1mM e tripsina 0,25%, para

remover as células aderidas, etapa que foi monitorada pela observacdo em
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microscopio de fase invertido. Amostras dessa suspensao de células em solugao

enzimatica foram utilizadas para contagem do numero de células.

4.3.2 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada utilizando aliquotas das mesmas solugdes
utilizadas para calcular a proliferacdo celular. Estas aliquotas foram incubadas por 5
minutos com 0 mesmo volume de azul de tripan 1% (Sigma) e as células n&o-viaveis
foram contadas utilizando um hemocitdmetro. A viabilidade celular foi expressa

como porcentagem de células viaveis.

4.3.3 Conteldo de proteina total

O conteudo de proteina total foi determinado utilizando o método de Lowry
modificado (Lowry OH et al. 1951). As proteinas foram extraidas de cada pogo com
lauril sulfato de sédio a 0,1% (Sigma) por 30 minutos, adicionando-se a essa solugao
igual volume de solugao Lowry (Sigma) por 20 minutos a temperatura ambiente. O
extrato foi diluido em reagente de Folin-Ciocalteau (Sigma) por 30 minutos a
temperatura ambiente. A absorbancia foi avaliada a 680nm utilizando
espectrofotometro (Cecil CE3021, Cambridge, Inglaterra). O conteudo de proteina
total foi calculado através de curva padrao determinada a partir de albumina bovina

e expresso em ug/ml, para culturas nos tempos de 3,7,10 e 14 dias.

4.3.4 Medida da atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada nos mesmos lisados para a

avaliacdo de proteina total, por meio da liberagdo de timolftaleina por hidrolise do
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substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando kit comercial de acordo com as
instrugdes do fabricante (Labtest diagndstica, Belo Horizonte, MG, Brasil).
Inicialmente, 50 ul de timolftaleina monofosfato foram misturados com 0,5 ml de
tampao dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1, por 2 min a 37°C. A solucdo foi entdo
acrescentada aliquota de 50 pl de lisados obtidos de cada pogo, permanecendo por
10 minutos a 37°C. Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 m | de
Na;CO3 a 0,09 M e NaOH a 0,25 M. Em seguida a Absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro utilizando comprimento de 590 nm e a atividade de fosfatase
alcalina, calculada a partir da curva padrdo usando timolftaleina em uma escala de
0,012 a 0,4 umol de timolftaleina/h/mL. Os dados foram expressos como atividade
de fosfatase alcalina normalizada pelo numero de células, para as culturas nos

tempos de 3,7,10 e 14 dias.

4.3.5 Deteccio e quantificacio de matriz mineralizada

Para deteccdo macro de acumulos de calcio, ao final de 14 dias em cultura,
o0 meio foi removido, os pocgos lavados trés vezes com salina tamponada com fosfato
aquecida a 37°C e preenchidos com solugdo fixadora de glutaraldeido 3% em
tampao fosfato (pH 7,3). Em seguida, os pogos foram desidratados em série
crescente de alcodis e processados para coloragdo com Alizarin S a 2% (Sigma), pH
4,2, por 10 minutos que cora em vermelho os nodulos de mineralizag&o, ricos em
calcio, e entdo as placas foram fotografadas e em seguida estocadas a -20°C. Para
quantificacdo da coloragdo segundo método de Gregory et al. (2004), 150 ul de
acido aceético a 10% foram acrescentados a cada poco e as placas deixadas sob
agitacdo suave por 30 minutos. A camada de células foi entdo raspada com um

raspador de células e a solugdo transferida para tubos de 1,5 ml e agitadas em
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vortex por 30 segundos. Em seguida, 100 ul de 6leo mineral foram adicionados a
amostra para evitar evaporagao, que foi aquecida a 85° C por 10 minutos e
transferida para o gelo por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 20.000 g por
15 minutos, adicionados 40 ul de hidroxido de amoénia a 10% e os sobrenadantes
foram lidos em espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 405 nm. A curva
padrao foi realizada com dissolugdes sucessivas de alizarina de 0,5 a 3 mM em
acetato de aménia (10% de acido acético glacial e 5M de hidroxido de amdnia). A

média e a comparagao entre os grupos foram realizadas através de teste estatistico.

4.3.6 Ensaio de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

O Kit Quantikine Murine VEGF (R&D Systems, Inc. Minneapolis, MN, USA)
foi usado para quantificar a expressao de VEGF164 no sobrenadante das culturas
controles e biomoduladas. Apds o plagqueamento, as células foram cultivadas por 7 e
10 dias e centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos a 4° C. O meio condicionado
(100ul) foi coletado e colocado em placas de 96 pogos, que foram previamente
recobertos com anticorpo monoclonal para VEGF e incubados por 2 horas a
temperatura ambiente. Subsequentemente a lavagem de substancias nao ligantes,
um anticorpo secundario foi adicionado a cada poco e incubado por 2 horas
adicionais. Apo6s lavagem dos pogos, os poc¢os foram incubados por 30 minutos com
uma solugdo de substrato cromogénico e a reagao terminada com adigcdo de uma
stop solution. A absorc¢éao foi lida a um comprimento de onda de 450 nm em um

aparelho leitor de placa de ELISA (MicroQuant, Biotek).
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4.3.7 Imunolocalizacio

Para a imunolocalizagao de proteinas colagenas (colageno do tipo 1) e néo-
colagenas (DSPP, DMP1, ALP e OPN), as células nos periodos experimentais de 3,
7 e 10 dias cultivadas sobre laminulas de vidro foram fixadas em paraformaldeido a
4% em tampao fosfato a 0,1 M, pH 7,2 (PB), por 10 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, as células foram processadas rotineiramente para imunofluorescéncia
indireta (de Oliveira & Nanci, 2004). A permeabilizacao foi feita com solugado de
Triton X-100 a 0,5% em PB por 10 minutos, seguida de bloqueio com leite
desnatado a 5% em PB por 30 minutos. Os anticorpos primarios monoclonais e/ou
policlonais para ALP e OPN (Sigma-Aldrich, USA), COL1A1, DSPP e DMP1 (Larry
Fisher, USA) foram diluidos em concentragdes de trabalho e incubados por 1 hora,
seguidos de incubacédo de anticorpo secundario conjugado com Alexa Fluor 594
(Molecular Probes, EUA), 1:200, por 50 minutos. Para a visualizagdo dos limites
celulares e dos nucleos de células aderidas a laminula, foram utilizados,
respectivamente, faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 (1:200) e DAPI (4’, 6-
diamino-2-phenylindole, dihydrochloride/Molecular Probes-1:300). A substituicdo dos
anticorpos primarios por P.B. foi usada como controle negativo. Entre cada
incubacdo, as amostras eram lavadas 3 vezes com em P.B., % minutos cada. Apés
montagem de laminula de vidro sobre os discos, com meio de montagem anti-fade
(Prolong, Molecular Probes), as marcagdes foram analisadas por epiluminagdo em
microscopio de fluorescéncia Leica modelo DMLB (Alemanha). As imagens
adquiridas foram processadas com o programa Adobe Photoshop para ajustes em
dimensodes, brilho e contraste, sobreposi¢coes de fluorescéncias vermelha, verde e

azul (modo de mesclagem: clarear) e montagem de pranchas.
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4.4 Andlise estatistica

Os dados relativos aos parametros de analise de diferenciacéo celular acima
especificados foram apresentados como média + desvio padréo (n = 5). Os dados
foram submetidos ao Teste de Kruskall-Wallis, quando apropriado, para comparagao
de cada um dos parametros avaliados. Resultados com p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.



Resultados



Resultados

41

5 RESULTADOS

5.1 Proliferacao Celular

A proliferagédo celular (Figura 1) teve pico no 7° dia em todos os grupos,

havendo um decaimento apdés esse periodo. O grupo irradiado com 0,2 J/cm?

apresentou menor proliferagdo no 7° e 10° dias comparado aos demais grupos. Nao

houve diferenca significante somente entre os grupos irradiados e entre o grupo

controle e o irradiado com 1 J/cm? nos periodos de 3 e 7 dias, respectivamente.
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Dias 3 7 10 14
C x 0,2 J/cm? 1% 0,1% 0,1% 0,1%
Cx 1J/cm? 5% ns 1% 1%

0,2J/cm2x1J/cm? ns 1% 0,1% 0,1%
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—®—-02J

Peirodo (dias)

Figura 1. Proliferacdo de células odontoblasticas irradiadas com 0,2 J/cm 2, 1 J/cm?
e nao irradiadas (controle). Os dados representam média aritimética (n= 5). Teste

estatistico de Kruskall-Wallis, p<0,05.
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5.2 Viabilidade Celular

A viabilidade celular (Figura 2), expressa como porcentagem de células
viaveis, permaneceu acima de 90% em todos grupos e tempos, mostrando que as
doses empregadas nao interferiram na viabilidade das células de forma significativa.

Nao houve diferenga estatisticamente significante em nenhum periodo.
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Figura 2. Viabilidade celular das células odontoblasticas irradiadas com 0,2 J/cm 2,
1 J/cm? e ndo irradiadas (controle). Os dados representam média aritimética (n= 5).
Teste estatistico de Kruskall-Wallis, p<0,05.
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5.3 Conteudo de proteina total

Na quantificagdo da proteina total (Figura 3), o pico de sintese do grupo
irradiado com 0,2 J/cm? foi antecipado em relagao aos demais grupos. Enquanto no
grupo irradiado com a menor dose foi observada maior quantidade de proteina total
no 10° dia, nos demais grupos, este pico ocorreu no 14° dia. Houve diferenca
estatisticamente significante entre todos os grupos e em todos os tempos, exceto no

3° dia, entre o grupo controle e oirradiado com 0,2 J/cm?,

Dias 3 7 10 14
Cx 0,2 J/cm? ns 1% 01% 0,1%
Cx 1J/cm? ns 5% 01% 0,1%

0,2J/ecm2x1J/cm®> ns 0,1% 0,1% 0,1%
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Figura 3. Conteudo de proteina total de cultura de células odontoblasticas irradiadas
com 0,2 J/lcm 2, 1 Jicm? e ndo irradiadas (controle). Os dados representam média
aritimética (n=5). Teste estatistico de Kruskall-Wallis, p<0,05.
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5.4 Atividade de Fosfatase Alcalina

A maior producdo de fosfatase alcalina (Figura 4), enzima relacionada ao
processo de mineralizagao, foi observada no 10° dia nos grupos irradiados e no 14°
dia no grupo controle. Em todos os tempos, exceto no 14° dia, o grupo irradiado com
0,2 J/lcm? foi o que apresentou maior producado de ALP. Houve diferenga estatistica
entre os grupos irradiados e entre o grupo controle e irradiado com 1 J/cm? nos
periodos de 3, 7 e 10 dias, assim como entre o grupo controle e o irradiado com 0,2

J/icm? aos 10 e 14 dias.

Dias 3 7 10 14
C x0,2J/cm? ns ns 01% 5%
Cx 1J/cm? 1% 5% 0,1% 5%

0,2J/cm2x1J/ecm? 01% 1% 0,1% ns
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Figura 4. Atividade de fostase alcalina de cultura de células odontoblasticas

iradiadas com 0,2 Jlcm 2 1 Jlcm? e ndo irradiadas (controle). Os dados

representam meédia aritimética (n=5). Teste estatistico de Kruskall-Wallis, p<0,05.
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5.5 Mineralizacao

5.5.1 Analise qualitativa de depdsito de calcio

A analise qualitativa da formacdo de nddulos calcificados (Figura 5),
realizada no 14° dia, indicou diferenca na quantidade, na forma e na distribuicdo dos
nodulos, entre os grupos estudados. No grupo controle (A), foram observados
escassos pontos de mineralizacdo, concentrados principalmente nas bordas dos
pocos. No grupo irradiado com 0,2 J/cm? (B), os nddulos corados, distribuidos por
todo o pogo, apresentaram-se em tanto na forma de pontos, quanto na de pequenas
placas. Ja no grupo irradiado com 1 J/cm? (C), os pontos se concentraram
majoritariamente em uma porgao do pogo e se apresentaram na forma de pontos e,

visualmente, em maior quantidade quando comparado ao grupo controle.

Figura 5. Imagens macroscopicas de nddulos calcificados, corados em vermelho de
alizarina apés 14 dias, referentes a cultura de células odontoblasticas irradiadas com
0,2 J/cm 4(B), 1 J/cm? (C) e n&o irradiadas (A).
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5.5.2 Analise quantitativa de depdsito de calcio

A quantificagcao do vermelho de alizarina mostrou que houve diferenca na
quantidade de depdsito de calcio entre todos os grupos, sendo que o grupo irradiado
com 0,2 J/lcm? foi o que apresentou maior quantidade de calcio, seguido do grupo

irradiado com 1 J/cm? e do controle (Figura 6).

Dias 14
Cx0,2J/cm? 0,1%
C x 1J/cm? 0,1%

0,2J/cm2x 1 J/cm?2 0,1%
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Figura 6. Formagdo de nodulos calcificados apds 14 dias em cultura de células
odontobléasticas irradiadas com 0,2 J/cm 2, 1 J/cm? e n&o irradiadas (controle). Os
dados representam média aritimética (n= 5).Teste estatistico de Kruskall-Wallis,
p<0,05.
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5.6 VEGF

Apoés a normalizacdo dos dados pelo nimero de célula, foi observada maior
concentracéo de VEGF no grupo irradiado com a dose de 0,2 J/cm? aos 7 e 10 dias,
comparado aos demais grupos (Figura 7). Aos 10 dias, 0 aumento na concentracao
de VEGF, em relacédo aos niveis observados no sétimo dia, foi menos expressivo no
controle e no grupo irradiado com 1 J/cm? quando comparado ao aumento
observado no grupo irradiado com 0,2 J/cm? e no controle positivo no qual as células

foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS).
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Figura 7. Concentragdo de VEGF no sobrenadante de cultura de células
odontoblasticas controle (ndo irradiadas), irradiadas com 0,2 J/cm ? e 1 J/cm? Dados
normalizados pelo numero de células. Teste estatistico de Kruskall-Wallis, p<0,05.
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5.7 Imunomarcacao

5.7.1 Morfologia celular

As imagens obtidas através de imunofluorescéncia mostraram que os grupos
irradiados apresentaram similaridade na morfologia das células odontoblasticas MDPC-
23 quando comparados ao grupo controle. As células permaneceram com sua forma
poligonal e organizadas em grupos, apesar de haver uma redugao na quantidade celular
no grupo irradiado com a menor dose, confirmado pela contagem celular realizada
anteriormente. E freqiiente a presenca de algumas células isoladas maiores com o

formato alongado ou triangular, tendo sido observada nos trés grupos experimentais.

5.7.2 Expressio de proteinas colagenas e ndo colagenas

A imunolocalizagdo da osteopontina foi realizada apés 3, 7 e 10 dias de
cultura. As imagens mostram que nos trés grupos experimentais a marcagao da
proteina foi mais intensa ao décimo dia no grupo irradiado com dose de 0,2 J/cm?,
passando do meio intracelular para o meio extracelular. Ja a imunolocalizacéo para
a proteina ALP foi menos intensa. Mesmo assim, similarmente ao observado na
OPN, sua expressao foi maior aos 10 dias no grupo irradiado com a menor dose
quando comparado aos demais grupos. A expressao de colageno do tipo 1 foi
intensa aos 7 dias de cultura principalmente nos grupos controle e irradiado com 0,2
Jicm?, podendo observar as pontes de colageno entre os grupos celulares. As
células apresentaram fraca marcacao para DSPP e DMP1, sendo ela mais intensa
aos 10 dias no grupo irradiado com a menor dose quando comparado aos outros

grupos experimentais.
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Controle -3 dias - 0,2 J/em?® - 3 dias 1 J/em? - 3 dias

Controle - 7 dias 0,2 J/em? - 7 dias 1 J/em? - 7 dias

Controle - 10 dias 0,2 J/em? - 10 _dias

5‘0 Hm

Figura 8. Epifluorescéncia de duplas marcacbes de cultura de células
odontoblasticas controle (A, D e G), irradiadas com 0,2 J/cm 2 (B, E e H) e 1 J/cm?
(C, F e 1), nos periodo de 3 (A, Be C), 7 (D, E e F) e 10 dias (G, H e ).
Fluorescéncia azul (marcacdo do DNA com DAPI) permite a identificacdo dos
nacleos celulares. O cito esqueleto de actina € detectado por marcacdo com
faloidina (verde) conjugada com Alexa Fluor 488.
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Controle - 3 dias 0,2 J/em? - 3 dias 1 J/em? - 3 dias

50 um 50 tm

Controle - 7 dias 1 J/em? - 7 dias

20 im ) o 20 um

Controle - 10 dias 0,2 J/em? - 10 dias 1 J/em? - 10 dias

50 pm 50 um 50 m

Figura 9. Epifluorescéncia de duplas e triplas marcacées de cultura de células
odontoblasticas controle (A, D e G), irradiadas com 0,2 J/cm 2 (B, E e H) e 1 J/cm?
(C, Fel), nos periodo de 3 (A,BeC), 7 (D, E e F) e 10 dias (G, H e I). Marcacao
para colageno do tipo 1 em fluorescéncia vermelha e para nucleos celulares em
fluorescéncia azul (DAPI). O cito esqueleto de actina € detectado por marcagdo com
faloidina (verde) conjugada com Alexa Fluor 488 (D,E e F).
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Controle - 3 dias 0,2 J/em® - 3 dias 1 J/em? - 3 dias

Controle - 7 dias 0,2 J/em? - 7 dias 1 J/em? - 7 dias

Controle - 10 dias 0,2 J/em? - 10 dias 1 J/em? - 10 dias

Figura 10. Epifluorescéncia de duplas marcacbes de cultura de células
odontoblasticas controle (A, D e G), irradiadas com 0,2 J/cm 2 (B, E e H) e 1 J/cm?
(C, Fel), nos periodo de 3 (A,BeC), 7 (D, E e F) e 10 dias (G, H e I). Marcacao
para proteina da matriz dentinaria 1 (DMP1) em fluorescéncia vermelha e para
nacleos celulares em fluorescéncia azul (DAPI).
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Controle - 3 dias 0,2 J/em? - 3 dias 1 J/em? - 3 dias

Controle - 7 dias 0,2 J/em? - 7 dias 1 J/em? - 7 dias

Controle - 10 dias 0,2 J/em? - 10 dias 1 J/em? - 10 dias

Figura 11. Epifluorescéncia de duplas marcacbes de cultura de células
odontobléasticas controle (A, D e G), irradiadas com 0,2 J/cm 2 (B, E e H) e 1 J/cm?
(C, F el), nos periodo de 3 (A,Be C), 7 (D, E e F) e 10 dias (G, H e I). Marcacgéo
para sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) em fluorescéncia vermelha e para nucleos
celulares em fluorescéncia azul (DAPI).
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Controle - 3 dias 0,2 J/em? - 3 dias 1 J/em? - 3 dias

Controle - 7 dias 0,2 J/em? - 7 dias 1 J/em? - 7 dias

Controle - 10 dias 0,2 J/em? - 10 dias 1 J/em? - 10 dias

50 um

Figura 12. Epifluorescéncia de duplas e triplas marcacfes de cultura de células
odontoblasticas controle (A, D e G), irradiadas com 0,2 J/cm % (B, E e H) e 1 J/cm?
(C, F el), nos periodo de 3 (A, Be C), 7 (D, E e F) e 10 dias (G, H e I). Marcagéo
para osteopontina (OPN) em fluorescéncia vermelha e para nucleos celulares em
fluorescéncia azul (DAPI). O cito esqueleto de actina é detectado por marcacao com
faloidina (verde) conjugada com Alexa Fluor 488 (G, H e I).
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Controle - 3 dias 0,2 J/em? - 3 dias 1 J/em? - 3 dias

Controle - 7 dias 0,2 J/em? - 7 dias 1 J/em? - 7 dias

Controle - 10 dias 0,2 J/em? - 10 dias 1 J/em?® - 10 dias

50 um
e —

Figura 13. Epifluorescéncia de duplas marcacbes de cultura de células
odontoblésticas controle (A, D e G), irradiadas com 0,2 J/cm 2 (B, E e H) e 1 J/cm?
(C, Fel), nos periodo de 3 (A,Be C), 7 (D, E e F) e 10 dias (G, H e I). Marcacgéo
para fosfatase alcalina (ALP) em fluorescéncia vermelha e para nucleos celulares
em fluorescéncia azul (DAPI).
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de linhagens celulares odontoblasticas tem sido amplamente
empregada para estudar os efeitos de substancias biolégicas e sintéticas nas
funcdes celulares envolvidas na dentinogénese (Lanza et al. 2008). No presente
estudo, foi avaliado o efeito biomodulador do laser terapéutico (GaAlAs) em células
de uma linhagem odontoblastica (MDPC-23) de camundongos na expressao de
marcadores do fendtipo odontoblastico. A avaliagdo in vitro permitiu estudar de
forma mais detalhada o efeito do laser sobre eventos celulares, de modo que fosse
possivel analisar qualitativa e quantitativamente a producédo de proteinas essenciais
para a formacdo da dentina. Os resultados mostraram que o laser é capaz de
estimular a dentinogénese, induzindo a expressdo de proteinas ndo colagenas e
colagenas, como também a formacgao de nddulos de calcificagao.

Considerando a ampla diversidade de equipamentos empregados nos
estudos de LLLT e possiveis diferencas na calibracdo destes aparelhos, a
veracidade dos valores especificados em cada aparelho deve ser conferida para
minimizar as contraversdées tdo comuns entre resultados obtidos neste tipo de
estudo. Para a mensuragao dos valores de energia que sai da caneta do aparelho
BioWave LLLT Dual da Kondortech, foi utilizado um potencidmetro, verificando-se
que a poténcia correta da luz emitida quando o aparelho marcava 10mW era de
20mW. Consequentemente, as doses de 0,1 e 0,5 mostradas no visor do
equipamento equivalem a 0,2 e 1 J/lcm? respectivamente. E importante destacar que
as doses relatadas nao se referem a energia final depositada no fundo dos pocos de
cultura, mas a quantidade de energia que sai da caneta (output). Estes valores
foram utilizados devido a inviabilidade do calculo da quantidade de energia perdida

pelo feixe de luz ao atravessar a tampa de acrilico e o meio de cultura.
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A magnitude do efeito biomodulador do LLLT depende do estado fisiolégico
da célula no momento da irradiagcédo, sendo o estagio inicial de proliferacdo o mais
responsivo a essa terapia (Pinheiro e Gerbi, 2006). Desta forma, foi adotado o
protocolo de Skinner et al. (1996) e as irradiagbes foram realizadas nos 4 primeiros
dias apds o plagueamento, periodo correspondente a fase proliferativa da cultura.

Foram avaliadas duas doses do laser infravermelho e os resultados
mostraram que variagdes na quantidade de energia fornecida interferem na resposta
celular. Fato este que corrobora com o trabalho de Marsilio et al. (2003), que relata
que diferentes densidade e intensidade de energia podem levar ao sucesso ou
fracasso da terapia de laser de baixa intensidade. No presente estudo, a menor dose
induziu a maior atividade celular enquanto a maior dose apresentou resultados
semelhantes ao controle.

A dentinogénese é resultado de inumeras etapas, caracterizada pela
diferenciagdo das células da papila dentaria em odontoblastos seguida pela
secrecao e mineralizagao da matriz extracelular (Linde e Goldberg, 1993). Segundo
Nakasone et al. (2006), no estudo sobre a relagao entre proliferagéo e expressao do
marcador de diferenciacdo odontoblastica HSP-25, o aumento fenotipico do
odontoblasto diferenciado, caracterizado pela secrecao de proteinas relacionadas a
formacao da dentina, é precedido pela reducdo da proliferagao celular. Portanto, a
reducao da proliferagao celular observada no grupo irradiado com 0,2 Jiecm? parece
estar relacionada ao aumento da sintese de proteinas e nao a morte celular, ja que o
laser ndo afetou a viabilidade das células odontoblasticas.

Ferreira et al. (2006) relataram que, in vivo, o LLLT influenciou positivamente
a atividade de sintese dos odontoblastos e antencipou o processo de reparo da

dentina. De maneira similar, os resultados do presente estudo indicam que o LLLT
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aumentou o conteudo de proteina total. Além disso, quando os dados foram
normalizados pelo numero de células, os resultados mostraram que a menor dose
de LLLT antecipou a atividade secretora das células odontoblasticas, com pico em
10 dias, enquanto o grupo controle e o grupo irradiado com a maior dose
apresentaram pico de secrecéo aos 14 dias.

No presente estudo, a exposicdo ao laser aumentou a atividade de fosfatase
alcalina das células odontoblasticas. Este resultado estd de acordo com outros
estudos, como o de Matsui et al, que mostrou aumento da atividade de ALP em
células humanas da polpa dentaria biomoduladas com laser de GaAlAs.
Considerando que a fosfatase alcalina esta relacionada ao processo de
mineralizagao (Balcerzak et al. 2003), a maior formagao de nédulos de calcificagao
foram observados nos grupos que apresentaram maiores niveis de ALP. A formacgéao
de ndédulos tem sido considerada um predecessor e um importante distintivo para a
mineralizagao (Pang et al, 2006). A coloragdo com vermelho de alizarina mostrou
que o tamanho e a quantidade dos ndédulos de calcio do grupo irradiado com 0,2
J/cm? foram maiores quando comparados aos demais grupos.

Neste estudo, o VEGF foi selecionado como biomarcador para estudar a
influéncia do LLLT na liberagdo de citocinas secretadas pelas células
odontoblasticas. O VEGF, um potente fator pré-angiogénico, é benéfico no processo
de reparagao da polpa dentaria, pois 0 acesso de anticorpos derivados do sangue e
de células de defesa para proteger o tecido pulpar contra agentes exdégenos nocivos
€ consequéncia do aumento do suprimento sanguineo (Mantelete MG, 2005). Os
resultados mostraram que os odontoblastos secretam VEGF in vitro e que a
producao por célula pode ser significativamente aumentada apds a exposigdo ao

laser de baixa poténcia com dose de 0,2 J/cm?. Esses resultados sédo consistentes
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com relatos anteriores nos quais a secregao de fatores de crescimento por diversos
tipos celulares aumentou apds a irradiagédo com LLLT (Hou et al. 2008).

No presente estudo, as analises por imunofluoréscencia indireta sugeriram
que a exposicdo das células odontoblasticas ao LLLT estimulou a sintese e
secrecado de colageno do tipo 1. De maneira similar, no trabalho de Godoy et al.
(2007), o grupo irradiado apresentou fibras mais agregadas e organizadas apds o
preparo cavitario (Godoy et al. 2007). O colageno, proteina mais abundante na
dentina, confere viscoelasticidade e também define compartimentos para o depdsito
ordenado dos minerais (He et al. 2004, Garcia JMQ 2003, Massa LF 2005). Sendo
assim, ao favorecer a formacéao de fibras colagenas, o LLLT pode induzir a formagéao
de dentina e acelerar a recuperacao da estrutura dentaria.

Na dentina, assim como ocorre no tecido ésseo, as proteinas ndao-colagenas
sao necessarias no processo de diferenciacdo celular e em periodos mais tardios,
na mineralizagdo. A irradiagdo com LLLT aumenta a secre¢ao de proteinas nao-
colagenas em células osteoblasticas humanas, tanto in vitro como in vivo
(referéncias). Este estudo evidenciou o efeito positivo do LLLT na sintese das
proteinas colagenas e nao colagenas, sugerindo o efeito benéfico da terapia na
formacao de novo tecido mineralizado.

Portanto, os resultados sugerem que a irradiagdes com laser de GaAlAs
promovem a biomodulagado dos odontoblastos da linhagem MDPC-23 in vitro e que a
variagdo da dose empregada interfere na resposta celular, sendo que menores
doses podem promover inducdes na expressao do fenétipo odontoblastico de forma
mais significativa.

Por fim, considerando a necessidade de se encontrar agentes que

estimulam a formacgao de dentina, para aumentar o isolamento da polpa dental do
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meio externo, apds preparo cavitario ou em casos de hipersensibilidade dentinaria,
os resultados deste trabalho sugerem que o laser de baixa poténcia pode ser uma
ferramenta util na clinica odontolégica pela sua capacidade em estimular a sintese
de proteinas e fatores de crescimento envolvidos no processo da dentinogénese.
No entanto, a inclusido desta terapia como procedimento rotineiro na clinica
odontologica ainda levara algum tempo, visto que a extrema sensibilidade da
resposta celular aos parametros empregados somada as possiveis variagées de cor
e espessura da dentina sobre a qual o laser sera irradiado dificultam a padronizagao

de protocolos de aplicagao de laser de baixa poténcia.
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7 CONCLUSOES

Podemos concluir neste trabalho que a terapia com laser de baixa poténcia
(LLLT) modulou a atividade funcional das células da linhagem odontoblastica de
camundongos (MDPC-23) e que a dose de 0,2 J/cm?:

-permitiu a viabilidade celular;

-reduziu a proliferacéo celular;

-aumentou a quantidade de proteina total e atividade de fosfatase alcalina;

-aumentou a quantidade de nédulos mineralizados;

-favoreceu a expressao de proteinas colagenas e nao colagenas;

-favoreceu a secrecao de VEGF.
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9 APENDICE

Tabela 1. Média aritmética + desvio padrdo referentes a
proliferacdo de células odontoblésticas irradiadas com 0,2 J/cm ?,
1 J/cm? e ndo irradiadas (controle).

Proliferacéo
Controle 0,2 J/lcm?2 1 J/cmz2
3 dias 1,4 +0,28 0,8 £ 0,51 1,1 +0,40
7 dias 12,4 + 1,08 51+1,01 11,0 £ 1,60
10 dias 6,0 +1,70 0,9+0,22 2,7+0,99
14 dias 0,4 +0,09 2,4+0,34 0,6 +0,15

Tabela 2. Média aritmética + desvio padrdo referentes a
porcentagem de células odontoblasticas viaveis irradiadas com
0,2 J/em 2, 1 J/cm? e n&o irradiadas (controle).
Viabilidade celular
Controle 0,2 J/cm? 1J/cm?
3dias 97,7+497 100,0+0,00 93,8+8,52
7 dias 97,3+1,39 98,1+ 2,71 97,8 + 1,46
10dias 98,2+1,75 97,7 +£4,97 98,6 + 2,98
14 dias 96+ 8,94 97,3 + 3,68 96,0 + 8,94

Tabela 3. Média aritmética + desvio padrdo referentes ao
conteudo de proteina total em cultura de células odontoblasticas
irradiadas com 0,2 J/cm 2, 1 J/cm? e n&o irradiadas (controle).
Conteudo de proteina total
Controle 0,2 J/cm? 1J/cm?
3dias 18,9+ 2,01 21,9+ 7,31 24,4 + 1,84
7 dias 10,0 £ 0,35 16,4 + 2,00 9,0 £ 0,91
10dias 9,8+1,54 150,9+11,81 46,9 +4,03
14 dias 124,6 £13,75 195+1,96 72,9+ 14,07
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Tabela 4. Média aritmética + desvio padrao referentes a atividade

de fosfatase alcalina de cultura de células odontoblasticas

irradiadas com 0,2 J/cm 2, 1 J/cm? e ndo irradiadas (controle).
Atividade de fosfatase alcalina

Controle 0,2 J/cm?2 1J/cm?2
3dias 0,19 +0,09 0,24 +0,12 0,02 £ 0,03
7 dias 0,36 + 0,07 0,42 £ 0,03 0,25 £ 0,09
10dias 0,27 £0,15 4,54 + 0,70 2,33 £ 0,56
14 dias 1,53 +£0,63 0,26 + 0,06 0,58 £ 0,24

Tabela 5. Meédia aritmética
deposicao de nodulos de calcificacdo em cultura de células
, 1 Jlcm?® e ndo

desvio padrao

odontoblasticas irradiadas com 0,2 J/cm
irradiadas (controle).

referentes a

Nodulos de calcificacdo
Controle 0,2 J/cm?
14 dias 0,20 +0,021 0,53+ 0,084

1 J/cmz2
0,29 + 0,036

Tabela 6. Média aritmética + desvio padrdo referentes a
concentracdo de VEGF, normalizada pelo nimero de células, no
sobrenadante da cultura de células odontoblasticas irradiadas
com 0,2 J/cm 2, 1 J/cm? e n&o irradiadas (controle).

VEGF
LPS Control 0,2 J/lcm? 1J/cm?
7 dias 1372,220617 1088,36369 1625,19633 657,5539483

10 dias 3924,48 1490,157913 6662,425263  1813,14383






