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Resumo 

 

Introdução: A fotobiomodulação (PBM) ou terapia com luz de baixo nível (LLLT) são terapias não 

invasivas que usam luz de baixa energia (600-1000 nm) para diminuir a dore, inflamação e 

estimular células como fibroblastos e osteoblastos, permitindo acelerar o movimento dentário 

durante o tratamento ortodôntico. 

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

adequados para estimular os fibroblastos do ligamento periodontal. 

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

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

(655 nm, 850 nm e 940 nm) e a densidade de potência (5 e 10 mW/cm
2

) aplicadas. Todos os 

grupos foram estimulados uma vez, 3 minutos. A viabilidade celular foi analisada através do 

ensaio com MTS após 1 h, 24 h e 72 h. 

Resultados: Após 1 h, o grupo experimental 940 nm 5 mW/cm2 apresentou os melhores 

resultados, enquanto as condições 810 nm e 940 nm promoveram atividade aumentada após 

24 h. Após 72 h, verificou-se uma atividade celular aumentada no 655 nm  10 mW/cm2 em 

comparação ao grupo controlo. Os grupos 655 nm 10 mW/cm2, 810 nm 5 mW/cm2 e 940 nm 10 

mW/cm2 apresentaram melhores resultados. 

Conclusões: A estimulação dos hPLFs permitiu aumentar a atividade metabólica de quase todos 

os grupos para uma duração de 24 h, mas não induziu um efeito celular prolongado, exceto para 

o grupo 655 nm 10 mW/cm2.  
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Palavras-chave: fotobiomodulação; LLLT; fibroblastos; ligamento periodontal; movimento 

dentário ortodôntico; OTM. 
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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/cm2) 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/cm2 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/cm2 compared to the control group. The 655 nm 

10 mW/cm2, 810 nm 5 mW/cm2 and 940 nm 10 mW/cm2 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/cm2 group.  

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

movement; OTM 
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ATP- adenosine triphosphate 

CCO- cytochrome C oxidase 

CO2- carbon dioxide 

DMEM- dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA- desoxyribonucleic acid 

EDTA- ethylenediaminetetraacetic acid 

hPLF- human periodontal ligament fibroblast 

LED- light-emitting diode 
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PBS- sulfate buffered saline 

PDL- periodontal ligament 

RNA- ribonucleic acid



 
 

1 

 

1- Introdução  

O tratamento ortodôntico é essencial para a reabilitação estética e funcional do 

sistema estomatognático.1 Embora tenha havido uma evolução significativa em vários 

campos da Ortodontia nas últimas décadas, o tempo prolongado de tratamento tem 

sido uma preocupação constante para os profissionais e pacientes dado este tipo de 

tratamento.2 

Ao longo dos anos tem havido uma busca contínua por métodos para acelerar a 

movimentação dentária e reduzir o tempo de tratamento. De facto, a redução no tempo 

de tratamento é vantajosa, pois tratamentos mais longos podem resultar em maior 

probabilidade de reabsorção óssea alveolar, reabsorção radicular, alterações gengivais 

e maior probabilidade de cáries.2 3 

A fotobiomodulação (PBM) ou terapia com luz de baixo nível (LLLT) são 

modalidades terapêuticas não invasivas que têm sido exploradas para acelerar o 

movimento dentário através da estimulação direta das células.4 Estas terapias usam luz 

de baixa energia com comprimentos de onda compreendidos entre 600-1000 nm que 

correspondem ao espetro visível vermelho até ao quase infravermelho.5 O mecanismo 

de funcionamento envolve absorção dos fótons pelo citocromo-coxidase (CCO) que se 

encontra nas mitocôndrias das células, levando à estimulação da produção de adenosina 

trifosfato (ATP), diminuição de espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO), 

e aumento da síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA) e ácido ribonucleico (RNA). 

Estes efeitos induzem a proliferação e diferenciação de diferentes linhagens celulares 

como osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos e células do ligamento periodontal (PDL), 

que estão implicadas na remodelação óssea, síntese de colágeno e revascularização.5   

     Atualmente, apesar do reconhecimento da eficácia do LLLT na aceleração do 

movimento dentário, os protocolos de estimulação e parâmetros do laser ou light-

emitting diodes (LEDs) ainda são mal compreendidos. Estudos futuros são necessários 

para encontrar o mais adequado para obter resultados benéficos em relação à influência 
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na remodelação óssea e no movimento dentário para implementar essa terapia na 

rotina ortodôntica diária.6   

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 potência 

(5 ou 10mW/cm2) na viabilidade celular. 

 

3- Material e métodos 

2.1- Cultura Celular 

 

A linha celular primária 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 estável e 1,2 g/L NaHCO3 (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 dióxido de carbono (CO2) 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 confluência das células ao microscópio (Figura 1). Confluência é a 

percentagem da área do frasco de cultura coberto pelas células aderentes. 

Quando a confluência atinge 80-90 %, as células devem ser tripsinizadas.  
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Figura 1 - Imagem microscópica (10x) da cultura celular de fibroblastos. 

 

 

c) Descongelar 0,5 % tripsina-EDTA (Biowest, France) e aquecer solução tampão 

(PBS) e meio de cultura a 37°C. 

 

d) Remover o meio de cultura do frasco. 

 

e) Lavar as células com 10 mL de PBS duas vezes para remover totalmente os 

restos de meio de cultura antes de se colocar a solução de tripsina/EDTA, 

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

 

f) Colocar a solução de tripsina/EDTA (2 mL) nos frascos de cultura e incubar 

durante 5 min na incubadora a 37°C, 5 % de CO2 e 100 % de humidade para 

destacar as células da superfície onde foram cultivadas. 

 

g) Adicionar meio de cultura (4x o volume da tripsina/EDTA) para neutralizar a 

ação da tripsina/EDTA. Aqui 2 mL de tripsina/EDTA → 8 mL de meio de 

cultura. 

 

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

 

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

 

 

Figura 2 - Falcon depois centrifugação. 

 

k) Aspirar o sobrenadante que é constituído 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. 

 

l) Colocar 20 μL de solução de 0,4 % azul tripano num eppendorf. 

 

m)  Colocar 20 μL da suspensão celular anteriormente ressuspendida no 

eppendorf com azul tripano e homogeneizar de forma as células estarem 

bem dispersas no volume. 

 

n) Contabilizar as células ao microscópio 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 têm a membrana 

celular intacta, o azul tripano não consegue penetrar e, por isso, as células 

vivas não ficam coradas com azul. 
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o) Pipetar 10 μL da suspensão celular com o azul tripano e colocar no 

hemocitómetro (câmara de Neubauer). 

 

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

 

 

Figura 3 - Esquema de uma câmara do hemocitómetro com células nos 4 quadrantes. 

 

 

Resultados da contagem: 

- 1º câmara: 556 células x 2 = 1112 (Multiplica-se por 2 devido ao fator de diluição). 

- 2º câmara: 316 células x 2 = 632. 

- Média das duas câmaras: 872 células.  

- Para obter a concentração celular, multiplica-se por 10.000 (volume de solução que 

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

872 × 10000 /4 =
 
2,18 x 106 

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 poço deverá conter 

1 mL de suspensão celular.  

Assim temos: 

21 placas × 3 réplicas × 1 mL = 63 poços o que equivale a 63 mL com uma concentração 

de 20 000 células/mL em cada poço. Para evitar erros de pipetagem, o volume final foi 

ajustado pata 70 mL. 

70 mL × 20 000 células/mL =1,4x106 
células/mL    (quantidade 

suficiente) 

 

C
i
: concentração de células que foi anteriormente calculada através do hemocitómetro 

C
f
 : concentração de células que cada poço terá́ 

V
i
: volume que devemos retirar da solução inicial  

 V
f
: volume total necessário para preencher todos os poços do estudo com a 

concentração final  

 

C
i
= 2,18x106 

células/mL  

V
i 
=? 

C
f
= 2x104 

células/mL  

V
f
= 70 mL  

A equação da diluição permite obter Vi:  
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                            Ci x Vi = Cf x Vf     

    2.18x106 
x Vi = 2x104 

x 70  

    Vi = 1,6 mL 

q) Colocar num frasco T75 1,6 mL da suspensão celular.  

 

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

 
 

s) Realizar up and down da suspensão celular para homogeneizar a solução.  

 
 

t) Colocar 1 mL da suspensão celular com concentração 2x10
4 células/mL em 3 

poços em cada placa para evitar a interferência da luz entre condições 

(Figura 4): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Esquema das placas de 12 poços preenchidas com a solução celular para cada timepoint (1 h, 24 h e 72 h). 

 

 

810nm 

5mW/cm
2
 

3min 

810nm 

10mW/cm
2
 

3min
  
 

655nm 

5mW/cm
2
 

3min 

940nm 

5mW/cm
2
 

3min 

655nm 

10mW/cm
2
 

3min 

940nm 

10mW/cm
2
 

3min 

controlo 
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u) Incubar as placas com as células cultivadas na incubadora a 37°C, 5 % de CO2 

e a 100 % de humidade durante 72 h antes da estimulação para permitir que 

as células adiram completamente aos poços. 

 

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

2.2- Protocolo de irradiação  

 

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 potência 5 mW/cm2 e 

10mW/cm2 durante 3 minutos em modo contínuo. 

O grupo controlo não foi estimulado. No entanto, o sistema de estimulação esteve 

colocado na placa de poços normalmente, como aconteceu com os grupos irradiados, 

mas esteva desligado durante 3 min. 

 

 

 

  

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

 

O..3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazólio, comumente conhecido por MTS, é um método colorimétrico utilizado para 

avaliar a atividade metabólica e, consequentemente, a viabilidade celular.7 O MTS é um 

composto de tetrazólio que é reduzido por nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) 

e enzimas nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) presentes nas células 

metabolicamente ativas. Esta redução resulta na produção de um composto 

denominado formazan com cor acastanhada, que é solúvel no meio de cultura. A 

quantidade de formazan produzida pode ser analisada colorimetricamente através da 

absorbância a 490 nm e é diretamente proporcional à quantidade de células 

metabolicamente ativas em cultura.8 

A viabilidade celular dos hPLFs foi analisada pelo ensaio MTS (BioVision®, USA) 

após 1 h, 24 h e 72 h da estimulação. O reagente MTS foi adicionado a cada poço (100 

μL) onde as células estavam cultivadas com meio de cultura. A um poço 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 absorbância detetada é proveniente da 

atividade metabólica das células e não de algum composto presente no meio de cultura. 

As células e o branco foram incubados durante 4 h a 37 °C, 5 % de CO2 e 100 % humidade.  

Após a incubação, o volume de cada poço (200 μL) foi pipetado em triplicado 

para uma placa de 96 poços que foi, posteriormente, colocada num leitor de microplacas 

(BioTek, USA) onde a absorbância foi medida a 490 nm. Para os cálculos, a absorbância 

do branco foi subtraída à absorbância de cada condição experimental.  
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2.3.1- Protocolo Laboratorial  

 

a) Desligar a luz da câmara de fluxo laminar, porque o MTS é fotossensível. 

Segundo o protocolo do fabricante do kit, é recomendado usar 10 μL de MTS para 

uma proporção de 100 μL de meio de cultura. Como cada poço contém 1 mL de meio 

de cultura:  

b) Adicionar 100 μL de MTS a cada poço. 

 

c)  Cobrir a placa de poços com uma folha de alumínio e incubar durante 4 h a 

37°C, 5 % CO2 e 100 % humidade. 

 

d) Após 4 h de incubação, retirar as placas da incubadora com a luz desligada. 

 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Esquema de 96 poços com MTS após 4 h de incubação. 
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-Transferir em triplicado o volume de cada poc ̧o (200 μL). 

- Realizar up and down para homogeneizar e pipetar o volume. 

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

 

 

 

Figura 8 - Exemplo de resultados obtidos no leitor de microplacas com software informático. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

12 
 

 

4- Resultados  

 

Os resultados do primeiro timepoint (Figura 9 e Tabela 1) mostraram uma atividade 

metabólica ligeiramente aumentada para os grupos experimentais 940 nm em 

comparação com os outros grupos experimentais 655 nm e 810 nm, uma vez que estes 

apresentaram uma atividade metabólica ligeiramente inferior à do controlo. O grupo 

940 nm a 10 mW/cm2 apresentou uma atividade metabólica semelhante ao grupo de 

controlo, enquanto o grupo 940 nm a 5 mW/cm2 induziu uma atividade metabólica 

superior à do controlo. No entanto, considerando todos os grupos experimentais e de 

controlo, não parece haver diferenças significativas entre condições. 

 

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

 

 



 
 

13 
 

Tabela 1 - Medidas de absorbância para o primeiro timepoint-1 h. 

 

 

Após 24 h (Figura 11 e Tabela 2), a atividade metabólica dos hPLFs aumentou 

quando estimulados com os comprimentos de onda 810 nm e 940 nm para ambas as 

densidades de potência em comparação com o de 655 nm e grupo de controlo. No 

entanto, apesar de mais elevada, a atividade metabólica das células estimuladas com 

810 nm ou 940 nm foi semelhante entre estas condições. Por outro lado, condição 655 

nm a 10 mW/cm2 foi a que demonstrou uma atividade metabólica mais baixa. 

 

 

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

 

 

Tabela 2 - Medidas de absorbância para o segundo timepoint-24 h 
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A atividade metabólica dos hLPFs às 72 h (Figura 13 e Tabela 3) foi superior à do 

controlo apenas para o grupo experimental 655 nm a 10 mW/cm2. A condição 810 nm a 

5 mW/cm2 também apresentou uma atividade metabólica crescente, mas semelhante 

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

metabólica ligeiramente inferiores ao grupo de controlo. 

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

e controlo aumentou ao longo do tempo. 

 

 

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

 

 

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

 

Considerando estes resultados experimentais, podemos concluir que as 

condições 655 nm a 10 mW/cm2, 810 nm a 5 mW/cm2 e 940 nm a 10 mW/cm2 obtiveram 
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os melhores resultados em termos de atividade metabólica e, consequentemente, de 

viabilidade celular. 

 

5- Discussão 

 

A fotobiomodulação ou LLLT é utilizada atualmente no campo da medicina 

dentária e medicina, particularmente, devido aos seus efeitos anti-inflamatórios, 

analgésicos e bioestimulatórios. Esta terapia tem sido utilizada para estimular dois tipos 

celulares essenciais à remodelação óssea e ao movimento dentário: os hPLFs e 

osteoblastos. 

O nosso estudo focou-se no efeito da PBM na viabilidade dos hPLFs. Estas células 

são responsáveis por induzir uma cascata de reações inflamatórias que promovem a 

ativação de osteoclastos e, consequentemente, a remodelação óssea. Esta estimulação 

dos hPLFs permitiria, assim, a redução do tratamento ortodôntico. No entanto, existe 

um vasto número de parâmetros a serem estudados e definidos tais como o 

comprimento de onda, densidade de potência, energia, tempo de estimulação, número 

de estimulações, entre outros, para permitir a aplicação otimizada desta técnica. Pela 

análise da literatura, PBM é essencialmente aplicada com comprimentos de onda 

compreendidos entre 600 nm e 1000 nm. 

Com base numa análise da literatura, para a estimulação celular foram utilizados 

LEDs de três comprimentos de onda diferentes (655 nm, 810 nm, 955 nm) e duas 

densidades de potência (5 mW/cm2 e 10 mW/cm2) durante 3 min para compreender o 

efeito destes parâmetros na viabilidade dos hPLFs. Após 1 h de estimulação, o aumento 

da atividade metabólica foi semelhante para todos os grupos experimentais em 

comparação com o de controlo, mas ligeiramente superior para o grupo 940 nm a 5 

mW/cm2. Depois de 24 h de estimulação, a atividade metabólica aumentou ligeiramente 

e de forma similar para os grupos experimentais com LEDs 810nm e 940 nm, 
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independente da densidade de potência utilizada. Às 72 h, apenas os efeitos das 

condições 655 nm a 10mW/cm2 e 840 nm a 5 mW/cm2 permaneceram com maior 

atividade metabólica em relação ao grupo de controlo, sugerindo que estes parâmetros 

de estimulação podem exercer um efeito na atividade metabólica mais prolongado que 

os restantes grupos. Uma menor atividade metabólica foi registada para outras 

condições o que poderá indicar que a estimulação com estes parâmetros em específico 

pode ser insuficiente para exercer efeitos celulares semelhantes. Desta forma, mais 

tempo de estimulação e/ou repetição das sessões de estimulação ao longo do tempo 

podem ser necessárias.  

Barbara Sterczała et al.9 relatou que a atividade metabólica dos fibroblastos 

quando estimulados com comprimentos de onda 635 nm e 980 nm aumentou às 24 h. 

Às 48 h, apenas o grupo experimental de 635 nm demonstrou uma maior atividade 

metabólica do que o grupo de controlo. No entanto, às 72 h, a atividade celular dos dois 

grupos experimentais diminuiu em relação ao grupo de controlo, o que está de acordo 

com os nossos resultados, confirmando uma perda de efeitos biológicos ao longo do 

tempo. 

Um estudo de Mohammd Ayoub Rigi Ladiz et al.10 comparou a viabilidade dos 

hPLFs com dois comprimentos de onda 810 nm e 940 nm e com três densidades de 

energia. Às 24 h, como observado no nosso estudo, a atividade celular do grupo de 810 

nm (0,5 J/cm2) aumentou em comparação com o controlo. No entanto, a atividade 

metabólica das células estimuladas com o grupo de 810 nm pareceu significativamente 

superior à do grupo de 940 nm também a 0,5 J/cm2. 

Eun-Jeong Choi et al.11 comparou o efeito de um díodo de 810 nm com três 

densidades de energia diferentes e verificou um aumento da atividade metabólica até 

48 h, quando comparado com o grupo de controlo. Após 72 h, este aumento igualou o 

grupo de controlo, não se observando nenhuma diferença significativa. 

Também é necessário comparar os resultados do nosso estudo com outros 

estudos que submeteram os hPLFs a vários estímulos ao longo do tempo. No estudo 

Jyun-Yi Wu et al.12 foi verificado um aumento significativo na atividade dos hPLFs para 
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um comprimento de onda de 660 nm. A atividade metabólica destas células após 1, 2 e 

5 dias de estimulação diária com laser permaneceu mais elevada do que no grupo de 

controlo. 

As diferenças encontradas entre os estudos com comprimentos de onda 

semelhantes e com células semelhantes podem ser demonstradas por H H van Breugel 

et al.13 Neste estudo, os efeitos da irradiação por laser são dependentes do tempo de 

exposição e da densidade de potência utilizados e, por isso, tanto a estimulação como a 

inibição dos efeitos celulares podem ocorrer com o mesmo laser nas mesmas células. 

 

6- Conclusões 

 

A irradiação para quase todos os parâmetros permitiu aumentar a atividade 

metabólica dos hPLFs após 24 h. No entanto, uma única estimulação com LEDs não 

induziu um efeito celular prolongado no tempo, exceto para o grupo 655 nm a 10 

mW/cm2. 

Estudos futuros devem ser conduzidos para testar outros parâmetros de 

irradiação com especial foco na aplicação de múltiplas sessões de estimulação ao longo 

do tempo ou no aumento do tempo de exposição. Outras análises poderiam também 

ser realizadas para permitir a quantificação de outros fatores específicos envolvidos no 

movimento dentário e remodelação óssea (por exemplo, expressão de fosfatase alcalina 

e dos marcadores RANKL e OPG). Além disso, a extrapolação dos parâmetros de 

irradiação em estudos in vitro para fins clínicos pode ser desafiante e, por isso, estudos 

in vivo deveriam também ser elaborados. 
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