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Resumo

Introducgdo: A fotobiomodulagdo (PBM) ou terapia com luz de baixo nivel (LLLT) sdo terapias ndo
invasivas que usam luz de baixa energia (600-1000 nm) para diminuir a dore, inflamacdo e
estimular células como fibroblastos e osteoblastos, permitindo acelerar o movimento dentario

durante o tratamento ortoddntico.

Objetivos: Este estudo in vitro visa avaliar diferentes parametros de LLLT e determinar os mais

adequados para estimular os fibroblastos do ligamento periodontal.

Material e métodos: Uma linha celular primaria de fibroblastos humanos do ligamento

periodontal (hPLFs) foi cultivada. As células foram divididas em grupos controlo e experimentais

2
(655 nm, 850 nm e 940 nm) e a densidade de poténcia (5 e 10 mW/cm ) aplicadas. Todos os
grupos foram estimulados uma vez, 3 minutos. A viabilidade celular foi analisada através do

ensaio com MTS apés 1 h,24he72h.

Resultados: Apds 1 h, o grupo experimental 940 nm 5 mW/cm?® apresentou os melhores
resultados, enquanto as condi¢cdes 810 nm e 940 nm promoveram atividade aumentada apds
24 h. Apds 72 h, verificou-se uma atividade celular aumentada no 655 nm 10 mW/cm® em
comparacgao ao grupo controlo. Os grupos 655 nm 10 mW/cm?, 810 nm 5 mW/cm? e 940 nm 10

mW/cm? apresentaram melhores resultados.

Conclusdes: A estimulacao dos hPLFs permitiu aumentar a atividade metabdlica de quase todos
0s grupos para uma duracdo de 24 h, mas ndo induziu um efeito celular prolongado, exceto para

0 grupo 655 nm 10 mW/cm®.
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Abstract

Introduction: Photobiomodulation (PBM) or low-level light therapy (LLLT) are non-invasive
therapies that use low-energy light (600-1000 nm) to decrease pain, inflammation and stimulate
cells such as fibroblasts and osteoblasts, allowing accelerated tooth movement during

orthodontic treatment.

Objectives: This in vitro study aims to evaluate different LLLT parameters and determine the

most suitable ones to stimulate periodontal ligament fibroblasts.

Material and methods: A primary human periodontal ligament fibroblast cell line (hPLFs) was
cultured. The cells were divided into control and experimental groups (655 nm, 850 nm and 940
nm) and power density (5 and 10 mW/cm?) applied. All groups were stimulated once, 3 minutes.

Cell viability was analysed by MTS assay after 1 h, 24 h and 72 h.

Results: After 1 h, the 940 nm 5 mW/cm? experimental group showed the best results, while the
810 nm and 940 nm conditions promoted increased activity after 24 h. After 72 h, increased
cellular activity was seen in the 655 nm 10 mW/cm? compared to the control group. The 655 nm

10 mW/cm?, 810 nm 5 mW/cm? and 940 nm 10 mW/cm? groups showed better results.

Conclusions: Stimulation of hPLFs allowed increased metabolic activity of almost all groups for
a duration of 24 h, but did not induce a prolonged cellular effect, except for the 655 nm 10

mW/cm? group.

Keywords: photobiomodulation; LLLT; fibroblasts; periodontal ligament; orthodontic tooth

movement; OTM
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1- Introdugao

O tratamento ortoddntico é essencial para a reabilitagao estética e funcional do
sistema estomatognatico.' Embora tenha havido uma evolug3o significativa em varios
campos da Ortodontia nas ultimas décadas, o tempo prolongado de tratamento tem
sido uma preocupacgdo constante para os profissionais e pacientes dado este tipo de

tratamento.’

Ao longo dos anos tem havido uma busca continua por métodos para acelerar a
movimentacdo dentdria e reduzir o tempo de tratamento. De facto, a reducao no tempo
de tratamento é vantajosa, pois tratamentos mais longos podem resultar em maior
probabilidade de reabsorg¢do dssea alveolar, reabsorg¢do radicular, alteragdes gengivais

e maior probabilidade de caries.??

A fotobiomodulacdo (PBM) ou terapia com luz de baixo nivel (LLLT) sdo
modalidades terapéuticas ndo invasivas que tém sido exploradas para acelerar o
movimento dentario através da estimula¢do direta das células.” Estas terapias usam luz
de baixa energia com comprimentos de onda compreendidos entre 600-1000 nm que
correspondem ao espetro visivel vermelho até ao quase infravermelho.”> O mecanismo
de funcionamento envolve absorc¢ao dos fétons pelo citocromo-coxidase (CCO) que se
encontra nas mitocéndrias das células, levando a estimulacdo da producdo de adenosina
trifosfato (ATP), diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e dxido nitrico (NO),
e aumento da sintese de acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA).
Estes efeitos induzem a proliferacdo e diferenciacdo de diferentes linhagens celulares
como osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos e células do ligamento periodontal (PDL),

que est3o implicadas na remodelacgdo dssea, sintese de coldgeno e revascularizago.”

Atualmente, apesar do reconhecimento da eficacia do LLLT na aceleragdo do
movimento dentario, os protocolos de estimulacdo e parametros do laser ou light-
emitting diodes (LEDs) ainda sdao mal compreendidos. Estudos futuros sao necessarios

para encontrar o mais adequado para obter resultados benéficos em relacao a influéncia
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na remodelacdo éssea e no movimento dentdrio para implementar essa terapia na

rotina ortodéntica diaria.®

2- Objetivo

O objetivo deste estudo in vitro foi estimular hPLFs com LEDs e comparar o efeito de
diferentes comprimentos de onda (655nm, 810nm e 940nm) e densidades de poténcia

(5 ou 10mW/cm?) na viabilidade celular.

3- Material e métodos

2.1- Cultura Celular

A linha celular primdria de hPLFs foi adquirida na empresa Innoprot® (Spain). As
células foram colocadas em cultura em dois frascos com meio de cultura composto por
DMEM:F12 com glutamina estavel e 1,2 g/L NaHCOs; (PanBiotech®, Germany)
suplementado com 1 % de penicilina/streptomicina e 10 % de soro bovino fetal (FBS).
As células foram mantidas numa incubadora a 37°C, 5 % de diéxido de carbono (CO;) e

100 % de humidade. O meio foi trocado duas vezes por semana.

2.1.1- Protocolo Laboratorial

Essa etapa é essencial para ver se temos células suficientes para realizar o nosso estudo.

a) Retirar as células da incubadora que foram cultivadas durante 72 h.

b) Observar a confluéncia das células ao microscépio (Figura 1). Confluéncia é a
percentagem da area do frasco de cultura coberto pelas células aderentes.

Quando a confluéncia atinge 80-90 %, as células devem ser tripsinizadas.
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Figura 1 - Imagem microscdpica (10x) da cultura celular de fibroblastos.
c) Descongelar 0,5 % tripsina-EDTA (Biowest, France) e aquecer solugdo tampao

d)

e)

f)

g)

h)

(PBS) e meio de cultura a 37°C.

Remover o meio de cultura do frasco.

Lavar as células com 10 mL de PBS duas vezes para remover totalmente os
restos de meio de cultura antes de se colocar a solugdo de tripsina/EDTA,

uma vez que o FBS do meio de cultura inibe a agdo da tripsina/EDTA.

Colocar a solugdo de tripsina/EDTA (2 mL) nos frascos de cultura e incubar
durante 5 min na incubadora a 37°C, 5 % de CO; e 100 % de humidade para

destacar as células da superficie onde foram cultivadas.
Adicionar meio de cultura (4x o volume da tripsina/EDTA) para neutralizar a
acdo da tripsina/EDTA. Aqui 2 mL de tripsina/EDTA > 8 mL de meio de

cultura.

Aspirar o meio dos dois frascos e colocar num tubo falcon de 50 mL.
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i) Centrifugar o falcon com a suspensao celular a 300 G durante 5 min.

j) Retirar o falcon da centrifugadora (Figura 2).

Figura 2 - Falcon depois centrifugagdo.

k) Aspirar o sobrenadante que é constituido essencialmente por meio de
cultura e células mortas e ressuspender o pellet composto por células

depositadas no fundo do tubo com 5 mL de meio de cultura.

[) Colocar 20 pL de solugdo de 0,4 % azul tripano num eppendorf.

m) Colocar 20 pL da suspensdo celular anteriormente ressuspendida no
eppendorf com azul tripano e homogeneizar de forma as células estarem

bem dispersas no volume.

n) Contabilizar as células ao microscépio invertido com a lente de magnitude
x10. O azul tripano cora as células mortas de azul, uma vez que ele consegue
penetrar a membrana celular. Nas células vivas, como tém a membrana
celular intacta, o azul tripano ndao consegue penetrar e, por isso, as células

vivas ndo ficam coradas com azul.
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o) Pipetar 10 pL da suspensdo celular com o azul tripano e colocar no

hemocitometro (cdmara de Neubauer).

p) Contagem de células: contar os 4 quadrantes de cada camara (Figura 3).

.

ol

O

Figura 3 - Esquema de uma cdmara do hemocitémetro com células nos 4 quadrantes.

Resultados da contagem:

- 12 camara: 556 células x 2 = 1112 (Multiplica-se por 2 devido ao fator de diluicdo).
- 22 camara: 316 células x 2 = 632.

- Média das duas camaras: 872 células.

- Para obter a concentracgdo celular, multiplica-se por 10.000 (volume de solugdo que

estd em cada quadrado) e divide-se por 4 quadrados:

872 x 10000 /4 = 2,18 x 10° células/mL
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- Para o ensaio precisamos de 21 placas (sete placas com os seis grupos experimentais e
um de controlo para cada timepoint com 3 réplicas de cada). Cada pogo devera conter

1 mL de suspensado celular.
Assim temos:

21 placas x 3 réplicas x 1 mL = 63 po¢os o que equivale a 63 mL com uma concentracao
de 20 000 células/mL em cada pogo. Para evitar erros de pipetagem, o volume final foi

ajustado pata 70 mL.

70 mL x 20 000 células/mL =1,4x10° células/mL v (quantidade
suficiente)
Ci: concentracao de células que foi anteriormente calculada através do hemocitémetro
Cf : concentracdo de células que cada pogo terd
Vi: volume que devemos retirar da solugao inicial

Vf: volume total necessario para preencher todos os pocos do estudo com a

concentragao final

C= 2,18x10° células/mL

vV =?

Cf= 2x10* células/mL
Vf= 70 mL

A equacdo da diluicdo permite obter Vi:
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CixVi=Cex V

2.18x10° x Vi = 2x10* x 70

Vi=1,6 mL

g) Colocar num frasco T75 1,6 mL da suspensdo celular.

r) Adicionar 68,4 mL de meio de cultura para perfazer o volume final de 70 mL.

s) Realizar up and down da suspensao celular para homogeneizar a solugao.

4
t) Colocar 1 mL da suspensado celular com concentragdo 2x10 células/mLem 3

pocos em cada placa para evitar a interferéncia da luz entre condigGes

(Figura 4):

O
9
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Figura 4 - Esquema das placas de 12 pogos preenchidas com a solugdo celular para cada timepoint (1 h, 24 h e 72 h).
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u) Incubar as placas com as células cultivadas na incubadora a 37°C, 5 % de CO;
e a 100 % de humidade durante 72 h antes da estimulagao para permitir que

as células adiram completamente aos pocos.

v) Colocar as células que ndo foram utilizadas neste estudo em cultura.

2.2- Protocolo de irradiacao

As células foram estimuladas (Figuras 5 e 6) apenas uma vez com LEDs de comprimentos
de onda 655 nm, 810 nm e 940 nm e com duas densidades de poténcia 5 mW/cm2 e

10mW/cm? durante 3 minutos em modo continuo.

O grupo controlo ndo foi estimulado. No entanto, o sistema de estimulacdo esteve
colocado na placa de pogos normalmente, como aconteceu com os grupos irradiados,

mas esteva desligado durante 3 min.

Figura 5 - Sistema de estimulagdo. Figura 6 - Esquema do procedimento de estimulagdo.
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2.3- Viabilidade celular

O 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazdlio, comumente conhecido por MTS, é um método colorimétrico utilizado para
avaliar a atividade metabdlica e, consequentemente, a viabilidade celular.” O MTS é um
composto de tetrazélio que é reduzido por nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH)
e enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) presentes nas células
metabolicamente ativas. Esta reducdo resulta na producdo de um composto
denominado formazan com cor acastanhada, que é solivel no meio de cultura. A
quantidade de formazan produzida pode ser analisada colorimetricamente através da
absorbancia a 490 nm e é diretamente proporcional a quantidade de células

metabolicamente ativas em cultura.®

A viabilidade celular dos hPLFs foi analisada pelo ensaio MTS (BioVision®, USA)
apés 1 h, 24 h e 72 h da estimulagdo. O reagente MTS foi adicionado a cada pogo (100
kL) onde as células estavam cultivadas com meio de cultura. A um pogo sem células foi
adicionado apenas meio de cultura e, de seguida, o reagente MTS para servir de branco
do ensaio. Desta forma, é assegurado que a absorbancia detetada é proveniente da
atividade metabdlica das células e ndo de algum composto presente no meio de cultura.

As células e o branco foram incubados durante4 ha 37°C, 5 % de CO; e 100 % humidade.

Apds a incubacdo, o volume de cada pogo (200 pl) foi pipetado em triplicado
para uma placa de 96 pocos que foi, posteriormente, colocada num leitor de microplacas
(BioTek, USA) onde a absorbancia foi medida a 490 nm. Para os calculos, a absorbancia

do branco foi subtraida a absorbancia de cada condi¢do experimental.
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2.3.1- Protocolo Laboratorial

a) Desligar a luz da camara de fluxo laminar, porque o MTS é fotossensivel.

Segundo o protocolo do fabricante do kit, é recomendado usar 10 uL de MTS para
uma proporcdo de 100 pL de meio de cultura. Como cada pogo contém 1 mL de meio

de cultura:

b) Adicionar 100 uL de MTS a cada poco.

c) Cobrir a placa de pogos com uma folha de aluminio e incubar durante 4 h a

37°C, 5% CO2 e 100 % humidade.
d) Apds 4 h de incubacgdo, retirar as placas da incubadora com a luz desligada.

e) Transferir para uma placa de 96 pocos o volume dos pocos e medir a

absorbancia no leitor de microplacas, previamente identificada (Figura 7).

(| X1
00
00
L LD
( LY
o0

Figura 7 - Esquema de 96 pogos com MTS apds 4 h de incubagdo.

10



=
»

CESPU

INSTITUTO UNIVERSITARIO
DE CIENCIAS DA SAUDE

-Transferir em triplicado o volume de cada poco (200 pL).
- Realizar up and down para homogeneizar e pipetar o volume.

-Ler a placa no leitor de microplacas a uma absorbancia de 490 nm (Figura 8).

Matriz  Statistics ﬁ
2 m <~ |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 7] 12

A 1,508 1,538 1,474 1.879 1,917 1.931 1.942 1.946 1,938 1.860 1.862 1.850

B 1.750 1903 | 1898 | 2,055 | 2,041 2,061 1,987 | 2,022 | 2,011 2127 | 2,096 | 2,051

[ 1.059 1114 1,103 1.025 1.084 1,085 1,183 1.210 1.220 1125 1.151 1171

D 0956 | 0,991 1,002 | 0,953 | 0,920 0,931 0.984 1.036 1,032 1.020 1.074 1.082

E 0986 | 0953 | 0975 1.002 1.048 1.085 1.071 1.127 1.138 1.071 1.16 1.148

F 0,906 | 0,959 1,014 1,008 | 1,072 1,093 | 1,128 1,142 | 1137 1094 | 1,107 | 1,105

G 0,984 1,016 1,024 1,030 1,072 1,107 1,010 1,150 1,167 1,201 1,160 1,181

H 0546 | 0,530 | 0,554 | 0,049 | 0,046 | 0,048 | 0,047 | 0,047 | 0,048 | 0,048 | 0047 | 0,047

| Hep |

V4

Mask

Figura 8 - Exemplo de resultados obtidos no leitor de microplacas com software informdtico.
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4- Resultados

Os resultados do primeiro timepoint (Figura 9 e Tabela 1) mostraram uma atividade
metabdlica ligeiramente aumentada para os grupos experimentais 940 nm em
comparagdao com os outros grupos experimentais 655 nm e 810 nm, uma vez que estes
apresentaram uma atividade metabdlica ligeiramente inferior a do controlo. O grupo
940 nm a 10 mW/cm? apresentou uma atividade metabdlica semelhante ao grupo de
controlo, enquanto o grupo 940 nm a 5 mW/cm? induziu uma atividade metabdlica
superior a do controlo. No entanto, considerando todos os grupos experimentais e de

controlo, ndo parece haver diferencas significativas entre condic¢des.

Photobiomodultion, Timepoint-Th

Figura 9 - Resultados para o primeiro timpepoint-1 h.

Timepoint-1h Average

APP, PBM, B10, SmW 2,222 2,234 2,227 2,226 2,229 2,241 2,376 2,445 2,434 2,292666667
APP, PBM, 810, 10mW 2,276 2,31 2,336 2,422 2,441 2,395 2,271 2,297 2,292 2,337777778
APP, PBM, 655, SmW 2,41 2,56 2,599 2,179 2,229 2,286 2,256 2,217 2,186 2,324666667
APP, PBM, 655, 10mW 2,289 2,407 2,446 2,231 224 2,303 2,277 2,382 2,408 2,33144bibb
APP, PBM, 940, 5mW 2,282 2,365 2,394 2,456 2,473 2,511 2,397 2,396 2,464 2,415333333
APP, PBM, 940, 10mW 2,369 2,39 2,398 2,281 2,284 2,29 2,448 2,469 2,445 2,374888889

App, PBM, CON 2,262 2,326 2,344 2392 2,371 2,378 2,404 2,433 2,516 2380666667
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Tabela 1 - Medidas de absorbéncia para o primeiro timepoint-1 h.

Apds 24 h (Figura 11 e Tabela 2), a atividade metabdlica dos hPLFs aumentou
guando estimulados com os comprimentos de onda 810 nm e 940 nm para ambas as
densidades de poténcia em comparacdo com o de 655 nm e grupo de controlo. No
entanto, apesar de mais elevada, a atividade metabdlica das células estimuladas com
810 nm ou 940 nm foi semelhante entre estas condig¢Bes. Por outro lado, condi¢ao 655

nm a 10 mW/cm? foi a que demonstrou uma atividade metabdlica mais baixa.

Photobiomodultion, Timepoint-24h

Figura 10 - Resultados para o segundo timpepoint-24 h.

Timepoint-24h Average
APP, PBM, 810, SmW 2,638333333 | 2,802333333 | 2,844333333 | 2,866333333 | 2,864333333 | 2,823333333 | 2,800333333 | 2,799333333 | 2,816333333 2,806111111
APP, PBM, 810, 10mW 2,665333333 | 2745333333 | 2,801333333 | 2778333333 | 2777333333 | 2,835333333 | 2840333333 | 2,861333333 | 2,888333333 | 2799222222
APP, PBM, 655, 5mW 2,864333333 | 2744333333 | 2724333333 | 2664333333 | 2651333333 | 2.677333333 | 2707333333 | 2,694333333 | 2726333333 27171

APP, PBM, 655, 10mW 2,819333333 2,743333333 2,732333333 2,812333333 2,721333333 1,728333333 2,683333333 2,699333333 2,679333333 2,624333333

APP, PBM, 940, 5SmW 2,885333333 2,889333333 2,873333333 2,692333333 2,725333333 2,723333333 2,818333333 2,778333333 2,817333333 2,800333333

APP, PBM, 940, 10mW 2,842333333 2,885333333 2,888333333 2,843333333 2,814333333 2,817333333 2,664333333 2,662333333 2,706333333 2,791555556

App, PBM, CON 2,643333333 2,646333333 2,694333333 2,678333333 2,544333333 2,654333333 2,763333333 2,675333333 2,684333333 2,666

Tabela 2 - Medidas de absorbéncia para o segundo timepoint-24 h

13



CESPU

INSTITUTO UNIVERSITARIO

DE CIENCIAS DA SAUDE

A atividade metabdlica dos hLPFs as 72 h (Figura 13 e Tabela 3) foi superior a do

controlo apenas para o grupo experimental 655 nm a 10 mW/cm?. A condicdao 810 nm a

5 mW/cm? também apresentou uma atividade metabdlica crescente, mas semelhante

ao do grupo de controlo. Os restantes grupos experimentais revelaram atividades

metabdlica ligeiramente inferiores ao grupo de controlo.

De uma maneira geral, a atividade metabdlica de todos os grupos experimentais

e controlo aumentou ao longo do tempo.

Figura 11 - Resultados para o terceiro timpepoint-72 h.

Photobiomodultion, Timepoint-72h

Timepoint-72h Average
APP, PBM, 810, 5mW 3,151 2,972 2,891 2,943 3,104 3,149 3,247 3,065285714
APP, PBM, 810, 10mW 2,788 2,947 2,919 2,697 2.7 2,674 2,827 2,864 2,893 2,8121111M
APP, PBM, 655, 5mW 3,002 3,036 3,031 2,806 2,788 277 2,695 2,667 2,667 2829111

APP, PBM, 655, 10mwW

2,732

2,922

2,91

3,671

3,448

33N

3,366

3,202857143

APP, PBM, 940, SmW

2,499

2,628

2,635

3195

3,243

3,186

2,659

2,649

2,61

2811666667

APP, PBM, 940, 10mW

2,842

2,846

2,869

2,963

2,999

2,783

2,769

2,874555556

App, PBM, CON

2,892

2,867

2,824

2,973

3102

3,104

3,032

3,066

3,067

2,991888889

Tabela 3 - Medidas de absorbdncia para o terceiro timepoint-72 h.

Considerando estes resultados experimentais, podemos concluir que as

condicdes 655 nm a 10 mW/cm?, 810 nm a 5 mW/cm? e 940 nm a 10 mW/cm? obtiveram
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os melhores resultados em termos de atividade metabdlica e, consequentemente, de

viabilidade celular.

5- Discussao

A fotobiomodulagdo ou LLLT é utilizada atualmente no campo da medicina
dentaria e medicina, particularmente, devido aos seus efeitos anti-inflamatérios,
analgésicos e bioestimulatorios. Esta terapia tem sido utilizada para estimular dois tipos
celulares essenciais a remodelacdo 6ssea e ao movimento dentario: os hPLFs e

osteoblastos.

O nosso estudo focou-se no efeito da PBM na viabilidade dos hPLFs. Estas células
sdo responsaveis por induzir uma cascata de reagdes inflamatdrias que promovem a
ativacdo de osteoclastos e, consequentemente, a remodelacdo éssea. Esta estimulacao
dos hPLFs permitiria, assim, a reducdao do tratamento ortodontico. No entanto, existe
um vasto numero de parametros a serem estudados e definidos tais como o
comprimento de onda, densidade de poténcia, energia, tempo de estimulagdo, nimero
de estimulacgGes, entre outros, para permitir a aplicacdo otimizada desta técnica. Pela
analise da literatura, PBM ¢é essencialmente aplicada com comprimentos de onda

compreendidos entre 600 nm e 1000 nm.

Com base numa andlise da literatura, para a estimulagao celular foram utilizados
LEDs de trés comprimentos de onda diferentes (655 nm, 810 nm, 955 nm) e duas
densidades de poténcia (5 mW/cm? e 10 mW/cm?) durante 3 min para compreender o
efeito destes parametros na viabilidade dos hPLFs. Apds 1 h de estimulagdo, o aumento
da atividade metabdlica foi semelhante para todos os grupos experimentais em
comparacdo com o de controlo, mas ligeiramente superior para o grupo 940 nm a 5
mW/cm?. Depois de 24 h de estimulacdo, a atividade metabdlica aumentou ligeiramente
e de forma similar para os grupos experimentais com LEDs 810nm e 940 nm,
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independente da densidade de poténcia utilizada. As 72 h, apenas os efeitos das
condi¢gbes 655 nm a 10mW/cm2 e 840 nm a 5 mW/cm2 permaneceram com maior
atividade metabdlica em relacdo ao grupo de controlo, sugerindo que estes parametros
de estimulacdo podem exercer um efeito na atividade metabdlica mais prolongado que
os restantes grupos. Uma menor atividade metabdlica foi registada para outras
condicGes o que podera indicar que a estimulacdo com estes parametros em especifico
pode ser insuficiente para exercer efeitos celulares semelhantes. Desta forma, mais
tempo de estimulacdo e/ou repeticdo das sessGes de estimulagdo ao longo do tempo

podem ser necessarias.

Barbara Sterczata et al.’ relatou que a atividade metabdlica dos fibroblastos
guando estimulados com comprimentos de onda 635 nm e 980 nm aumentou as 24 h.
As 48 h, apenas o grupo experimental de 635 nm demonstrou uma maior atividade
metabdlica do que o grupo de controlo. No entanto, as 72 h, a atividade celular dos dois
grupos experimentais diminuiu em relacdo ao grupo de controlo, o que esta de acordo
com os nossos resultados, confirmando uma perda de efeitos biolégicos ao longo do

tempo.

Um estudo de Mohammd Ayoub Rigi Ladiz et al.®® comparou a viabilidade dos
hPLFs com dois comprimentos de onda 810 nm e 940 nm e com trés densidades de
energia. As 24 h, como observado no nosso estudo, a atividade celular do grupo de 810
nm (0,5 J/cmz) aumentou em comparacao com o controlo. No entanto, a atividade
metabdlica das células estimuladas com o grupo de 810 nm pareceu significativamente

superior a do grupo de 940 nm também a 0,5 J/cm?.

Eun-Jeong Choi et al.'!

comparou o efeito de um diodo de 810 nm com trés
densidades de energia diferentes e verificou um aumento da atividade metabdlica até
48 h, quando comparado com o grupo de controlo. Apds 72 h, este aumento igualou o

grupo de controlo, ndo se observando nenhuma diferenga significativa.

Também é necessdrio comparar os resultados do nosso estudo com outros
estudos que submeteram os hPLFs a vdarios estimulos ao longo do tempo. No estudo

Jyun-Yi Wu et al.*? foi verificado um aumento significativo na atividade dos hPLFs para
16
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um comprimento de onda de 660 nm. A atividade metabdlica destas células apds 1, 2 e
5 dias de estimulagdo didria com laser permaneceu mais elevada do que no grupo de

controlo.

As diferencas encontradas entre os estudos com comprimentos de onda
semelhantes e com células semelhantes podem ser demonstradas por H H van Breugel
et al.”® Neste estudo, os efeitos da irradiacado por laser sdao dependentes do tempo de
exposicdo e da densidade de poténcia utilizados e, por isso, tanto a estimulacdo como a

inibicao dos efeitos celulares podem ocorrer com o0 mesmo laser nas mesmas células.

6- Conclusoes

A irradiacdo para quase todos os parametros permitiu aumentar a atividade
metabdlica dos hPLFs apds 24 h. No entanto, uma Unica estimulacdo com LEDs ndo
induziu um efeito celular prolongado no tempo, exceto para o grupo 655 nm a 10

mW/cm?.

Estudos futuros devem ser conduzidos para testar outros parametros de
irradiacdo com especial foco na aplicacdo de multiplas sessdes de estimulacdo ao longo
do tempo ou no aumento do tempo de exposicdo. Qutras analises poderiam também
ser realizadas para permitir a quantificacdao de outros fatores especificos envolvidos no
movimento dentario e remodelacdo dssea (por exemplo, expressdo de fosfatase alcalina
e dos marcadores RANKL e OPG). Além disso, a extrapolacdo dos parametros de
irradiacdo em estudos in vitro para fins clinicos pode ser desafiante e, por isso, estudos

in vivo deveriam também ser elaborados.
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