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Introdugao Objetivos

A fotobiomodulagdo (PBM) é um tratamento ndo-invasivo que utiliza irradiagdo de Propor um conjunto de pardmetros 6timos de PBM para estimular as células
luz de baixa intensidade para estimular células e tecidos em todo o corpo. Em osteoblasticas e, assim, a formagdo éssea no periodonto.

particular, varios estudos in vitro mostram que a PBM aumenta a viabilidade,

proliferagdo e diferenciagdo de osteoblastos. Por este motivo, esta técnica tem sido

utilizada em medicina dentdria para promover aceleragdo do movimento

ortoddntico.

Materiais e Métodos

Uma linha celular de bl fetais h (hFOB) foi cultivada em 14 placas, da seguinte forma: Esquema da estimulacdo com PBM em todas as condicdes:
OO OO s, |OO OO |smwer: [O O OO | smwer:
0000 0000 OO OO D — )
0000 0000 o000 R e
. CO,=5%
O O OO |lumint; |OO OO |&=m: . |OO OO Tomwlin; Humidade= 100%
...' 3min .... 3min ! OQOO 3min
O O Q O O O O O () . . . Placa de cultura celular
controlo

O O O O Realizaram-se os ensaios MTS para cada time point.

. . . ‘ . . O ensaio MTS é um método colorimétrico utilizado para avaliar a

O O O O X2Time Points: 1h e 24h atividade metabdlica e consequentemente a viabilidade celular.

Discussao e Resultados

De acordo com os resultados dos ensaios MTS para os time points 1h e 24h, foram elaborados os seguintes graficos de barras:

Photobiomodultion, Timepoint-1h Photobiomodultion, Timepoint-24h
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No primeiro time point (1h), todos os grupos com a exceg&o do grupo 655nm, 5mW/cm? obtiveram melhores resultados comparativamente ao grupo de controlo.
Os grupos com melhores resultados e consequente maior viabilidade celular sdo os grupos 810nm, SmW/cm? e 940nm, SmW/cm?.

Verificamos que a viabilidade celular no 22 time point aumentou em todos os grupos comparativamente ao 12 time point.

No 29 time point, o grupo 655nm, 10mW/cm2 e os grupos 810nm, 5 e 10mW/cm2 apresentaram maior viabilidade celular.
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E necessario realizar mais um
time point apés 72h, para
observar a viabilidade celular,
de forma a optimizar o
protocolo da PBM nas células
osteoblasticas, melhorando
assim a sua aplicabilidade
clinica.
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RESUMO

Introdug3o: A fotobiomodulagao (PBM) é um tratamento ndo-invasivo que utiliza irradiagao
de luz de baixa intensidade para estimular células e tecidos em todo o corpo. Em particular,
varios estudos /n wvitro mostram que a PBM aumenta a viabilidade, proliferagao e
diferenciacao de osteoblastos. Por este motivo, esta técnica tem sido utilizada em medicina

dentaria para promover aceleragao do movimento ortoddntico.

Objetivos: O objetivo deste estudo é propor um conjunto de parametros 6timos de PBM para
estimular as células osteoblasticas e assim, a formagao 6ssea no periodonto, acelerando o

movimento ortodéntico.

Material e Métodos: Uma linha celular de osteoblastos fetais humanos (hFOB) foi cultivada
em placas de 12 pogos. As células foram divididas em grupos experimentais de acordo com
o comprimento de onda (655 nm, 850 nm e 940 nm) e 3 densidade de poténcia (5 e 10
mW/cm?) aplicada. Todos os grupos foram estimulados uma vez, durante 3 minutos, em
modo continuo. Um ensaio MTS foi usado para determinar a viabilidade celular em todos os

grupos nos seguintes timepoints (1 h, 24 h e 72 h).

Resultados: Os grupos que apresentaram melhores resultados foram os grupos 655 nm (10
mW/cm?), 810 nm (5 mW/cm?) e 940 nm (5 mW/cm?).

Conclusdes: Os efeitos induzidos pela irradiagao nos osteoblastos sao rapidos e de curta
duracao e, para melhorar a otimizacao do protocolo, a estimulacao deveria ser efetuada
todos os dias durante alguns dias. Para perceber melhor os efeitos provocados pela
irradiagao, outras analises deveriam ser efetuadas como estudar o efeito da irradiagao na

proliferagao celular.

Palavras-Chave: fotobiomodulagao; terapia de luz de baixo nivel; osteoblastos; remodelagao

0ssea, movimento dentario ortodontico; ortodontia.
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ABSTRACT

Introduction: Photobiomodulation (PBM) is a non-invasive treatment that uses low-
intensity light irradiation to stimulate cells and tissues throughout the body. In particular,
several /n vitro studies shows that PBM increases the viability, proliferation, and
differentiation of osteoblasts. For this reason, this technique has been used in dentistry to

promote acceleration of orthodontic movement.

Objectives: The aim of this study is to propose a set of optimal PBM parameters to stimulate
osteoblastic cells and thus bone formation in the periodontium by accelerating orthodontic

movement.

Material and Methods: A human fetal osteoblast (hFOB) cell line was grown and further
seeded in 12-well plates. The cells were divided into different experimental groups
according to the wavelength (655 nm, 850 nm and 940 nm) and power density (5 and 10
mW/cm?) applied. All groups were stimulated once for 3 minutes in continuous mode. The
MTS assay was used to determine cell viability in all groups at the following timepoints (1
h, 24 h and 72 h).

Results: The groups that presented better results were the 655 nm (10 mW/cm?), 810 nm
(5 mW/cm?) e 940 nm (5 mW/cm?).

Conclusions: The effects induced by irradiation on osteoblasts are rapid and of short
duration and, to improve protocol optimization, stimulation should be performed every day
for a few days. To better understand the effects caused by irradiation, other analyzes should

be carried out, such as studying the effect of irradiation on cell proliferation.

Keywords: photobiomodulation; low level light therapy; osteoblasts; bone remodeling;

orthodontic tooth movement; orthodontics.
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Introdugao

Atualmente, inumeros pacientes procuram a felicidade num sorriso perfeito,
existindo para isso a necessidade de efetuar um tratamento ortoddntico, procedimento

dentario importante para restabelecer a estética, a estabilidade, a fungao e oclusao.

A duracao e a dor dentaria, sao as principais preocupagoes dos pacientes quando
ponderam efetuar um tratamento ortoddntico ou mesmo interrompé-lo'?, motivo pela qual
0s pacientes procuram um tratamento eficaz num curto periodo de tempo.? Para além disso,
o tratamento prolongado aumenta o risco de caries, doencgas periodontais’, reabsorgao

0ssea alveolar, reabsorcao radicular, etc.>

Para reduzir o tempo de tratamento é necessario a aceleragao do movimento
dentario ortoddntico (0TM), podendo ser alcancado através de métodos que aceleram os
fendmenos bioldgicos envolvidos no movimento ou melhorando a mecanica e as técnicas
ortoddnticas. 0 OTM ocorre na presenca de estimulos mecanicos envolvendo a remodelagao
do osso alveolar e do ligamento periodontal (LPD).! No tratamento ortodéntico, o
movimento dentario é controlado pela remodelagao 6ssea, processo que se baseia na
diferenciagdo de células-tronco mesenquimais e precursoras em osteoblastos (promovem
a reabsorcao 6ssea no local de pressao) e osteoclastos (promovem a formagao dssea no
local de tensdo).>’A resposta complexa de componentes celulares, incluindo LPD, 3 forga

aplicada, permite que o movimento dentario ocorra.’

Existem muitas técnicas para a aceleragao do OTM, podem ser cirlrgicas, sendo a
corticomia alveolar a técnica de eleigdo,® ou nao cirdrgicas, menos invasivas e mais
conservadoras. Nas nao cirlrgicas, os métodos recorrem a fatores fisicos como a terapia de

luz de baixo nivel (LLLT) ou fatores farmacoldgicos.>®

A LLLT também conhecida como fotobiomodulagdo (PBM) consiste na utilizagao de
lasers de baixa energia ou diodos emissores de luz (LED) para modificar a biologia celular
pela exposicdo 3 luz, dentro do espetro visivel e infravermelho (600-1200 nm)?39 e é uma
ferramenta clinica em constante crescimento para uma variedade de aplicagdes na
medicina regenerativa e dentaria, incluindo redugao de processos inflamatarios, alivio da
dor, aceleragao da cicatrizagao de feridas, proliferacao de fibroblastos, sintese de colagénio,

regeneragao nervosa.’®~™ Em particular, a aceleragao da regeneragao 6ssea tem sido alvo
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de estudos recentes, por trazer potenciais beneficios nas terapias clinicas da ortodontia,

periodontologia, implantologia, etc.>™

0 mecanismo de a¢ao da PBM ainda nao € totalmente compreendido; € baseado em
fotoquimica e reagdes fotobioldgicas em células e tecidos devido a estimulagao apenas da
luz sem qualquer aumento térmico.>" Este é descrito pela absor¢ao da luz no infravermelho
pelo recetor mitocondrial predominante, o Citocromo C Oxidase (CCO), aumentando assim,
a produgdo de adenosina trifosfato (ATP). Presume-se que o aumento da producao de ATP
aumenta a atividade metabdlica intracelular, a sintese de DNA e RNA e a remodelacao do
tecido periodontal 3> O aumento da quantidade de ATP em células dsseas bem
vascularizadas, promove a proliferacao e diferenciacao celular, criando um ambiente

favoravel ao movimento dentario.?

Apesar dos resultados favoraveis, alguns estudos mostram-se contraditérios. Tais
discrepancias podem ser atribuidas as variacoes nos protocolos de irradiagao e/ou nos
modelos experimentais utilizados, utilizando diferentes parametros de laser, condigdes de
exposicao, protocolos /n vitro e sistemas de culturas celulares diferentes ou reportando-os

erroneamente, o que torna dificil interpretar e aplicar os resultados a pratica clinica.

0 OrthoPulse®, é um dispositivo ja existente no mercado, que promove a aceleragao
do OTM, através da aplicagdo de LED, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA),

com um comprimento de onda de 850 nm.

Neste contexto, o objetivo deste estudo é examinar o efeito de diferentes
comprimentos de onda e densidades de poténcia no tratamento com PBM a fim de propor
um conjunto de parametros 6timos de PBM para estimular as células osteoblasticas e,

assim, a formagao 6ssea no periodonto, acelerando o movimento dentario ortoddntico.
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2- Material e Métodos

2.1- Cultura Celular

A linha celular de osteoblastos fetais humanos (hFOB) foi adquirida na empresa
American Type Culture Collection (ATCC, USA). As células foram mantidas em meio de
cultura basal DMEM:F12 sem vermelho de fenol (PAN-Biotech GmbH, Germany), constituido
com 10% soro bovino fetal (FBS) (PAN-Biotech GmbH, Germany) e 0,3 mg/ml de antibiético
G418 (PAN-Biotech GmbH, Germany), a 37°C, 5% de dioxido de carbono (CO2) e 100% de
humidade. O meio foi trocado duas vezes por semana. A figura 1 apresenta a morfologia

dos osteoblastos observados ao microscépio.

Figura 1- Imagem microscépica (10x) da cultura celular de osteoblastos.

2.1.1- Protocolo Laboratorial

i. Retirar as células que colocamos em cultura 72 h antes. Foram usadas em passagem

12 (passagem é o nimero de vezes que as células foram subcultivadas);

ii. Observar a confluéncia ao Microscopio (Kern, Germany). Confluéncia é a percentagem
da area do frasco de cultura coberto pelas células aderentes. As células foram

tripsinizadas quando uma confluéncia de 80-90% foi atingida.
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vi.

Vil.

vii.

- Lente 10x;
- Células mortas: suspensas no meio
- Osteoblastos: fenotipo alongado

Descongelar Tripsina/EDTA (Biowest, France) e aquecer a 37°C a solugdo salina (PBS)

e meio de cultura.;
Retirar o meio de cultura do frasco;

Lavar as células com PBS duas vezes. O PBS ird remover totalmente meio de cultura
que podera ter ficado ainda no frasco antes de se colocar a solugao de tripsina/EDTA,

uma vez que a presenca de FBS do meio de cultura inibe a agao da tripsina/EDTA,;
- T75:10 mL de PBS

Colocar a solucao de tripsina/EDTA para destacar as células da superficie onde foram

cultivadas;
-5 mina37°C, 5% CO2e a 100% de humidade
- T75: 2 mL de tripsina/EDTA

Adicionar meio de cultura (4x o volume da tripsina/EDTA) para neutralizar a agdo da
tripsina/EDTA. Uma exposicao prolongada em tripsina/EDTA é tdxica para as células

dai que se adicione meio para neutralizar a sua agao apds 0s 5 min da sua incubagao.
- Portanto, se 2 mL de tripsina/EDTA - 8 mL de meio de cultura
Aspirar o meio dos dois frascos e colocar num tubo fa/cor,

Centrifugar o tubo fa/cona 300G durante 5min (Figura 2);
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Figura 2- Colocagao do fa/con na centrifugadora.

X. Retirar cuidadosamente o /a/con com as células da centrifugadorsg;

xi. Aspirar o sobrenadante (constituido essencialmente por meio de cultura e células

mortas) e ressuspender o pe/let (composto pelas células depositadas no fundo do

tubo) com 5 mL de meio; (Figura 3)

Sobrenadante

Pellet

Figura 3 - Falcon depois de retirar da centrifugadora com o peflet e o sobrenadante.

xii. Colocar 20 pL de solugao 0.4% azul tripano num ependorf,

xiii. Colocar 20 pL da suspensao celular anteriormente ressuspendida no ependorf com

azul tripano,
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xiv. Contabilizar as células ao microscopio a 10x;

Para contabilizar as células, utiliza-se azul tripano que é um corante que, quando as células
estao vivas, ndo consegue penetrar a membrana celular, uma vez que esta é impermeavel
a este corante. No entanto, células mortas s3o permeaveis ao azul tripano, apresentando
uma cor azul quando observadas ao microscopio, ao contrario das células vivas que nao
aparecem coradas. Este método nao diferencia entre células apoptoticas e necroticas. Para
a contagem de células é utilizado um hemocitometro (Figura 4), também designado por
camara de Neubauer, que consiste numa lamina de microscopio de vidro espesso com uma
camara recortada de dimensdes precisas. Isso permite que um volume definido de

suspensao celular seja depositado na camara, onde as células sao contadas.’
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Figura 4- Esquema do hemocitémetro.

- Pipetar 10 pL da suspensao celular com o azul tripano para a camara de
Neubauer (Figura 5);
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Figura 5 - Pipetagem de 10 pL para a camara de Neubauver

- Contagem dos 4 quadrados em cada com um contador;

- 12 Cdmara »> 620 células x 2 = 1240 (Multiplica-se por 2 devido ao fator de
diluicdo (1:2))

- 2° Cdmara > 420 células x 2 =840

- Calcula-se a média das 2 camaras;

) 1240 + 840 )
ncélulas = — = 1040 células

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

que estad em cada quadrado) e divide-se por 4 quadrados;

1040 x 10000

Concentracao celular = 2 = 2.6 x 10° Células/mL

L 2.6 X 105 x 5 ]
nlcélulas em 5mL = ——— = 13 X 10° Cglulas

1
- Para o ensaio necessitam-se de 21 placas com 4 réplicas de cada (ver por favor
proxima seccdo Protocolo de irradiagdo). Cada pogo deverd conter 1 mL. No
entanto, devido a erros de pipetagem e, para evitar que os Ultimos pogos nao
tenham volume de suspensao, consideramos sempre um valor excedente. Assim

temos:



CESPU

INSTITUTO UNIVERSITARIO
DE CIENCIAS DA SAUDE

XV.

XVI.

XVil.

XViii.

XiX.

XX.

XXi.

21 placas X 4 réplicas x 1 mL =84 pogos —» 84mL —» 90 mL

90 mL x 20 000 células =1.80 x 10° células v/

(células suficientes para os estudos)

c = 2,6x106células/mL

c=  2x10" células/mL
v= 90 mL

£

- A concentragao inicial refere-se a concentracao de células que foi anteriormente
calculada através do hemocitémetro. A concentracao final refere-se a concentracao
de células que cada pogo tera. O volume final refere-se ao volume total necessario
para preencher todos os pogos do estudo com a concentragao final. Através da
equacao seqguinte, obtém-se o volume inicial da suspensao celular que deve ser

retirado:

CiXVi=CfXVf

26x10°xV =2x10'x90 —» V_=0,69 mL

Colocar num frasco 0,69 mL da suspensao celular;
Adicionar 89,31 mL de meio de cultura para perfazer o volume final de 90 mL,;

Realizar up and down da suspensao celular para homogeneizar a distribuicdo das

células na solucao;

Colocar 1 mL da suspensao celular com concentragdo definida (2x10“ células/mL)

em cada pogo;
Cultura das células nos pogos concluida,

Incubar as placas de 12 pogos com as células cultivadas a 37 °C, 5% de CO: e a
100% de humidade;

Colocar as células que nao foram utilizadas em cultura;
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2.2- Protocolo de irradiagao

As células foram irradiadas com LEDs de comprimentos de onda 655 nm, 810 nm e

940 nm e duas densidades de poténcia foram testadas 5 mW/cm? e 10mW/cm? durante 3

minutos em modo continuo e apenas uma vez.

Tal como referido anteriormente, as células foram cultivadas em 21 placas de 12

pocos (Figura 6), com uma concentragdo de 2x10* células/mL/pogo e na passagem n° 12.

Utilizou-se uma placa com quatro pogos para cada condicao para evitar a interferéncia da

luz entre condig0es, pois as placas sao transparentes. Apds incubagao de 72 h para adesao

a0s pocos, as células foram estimuladas com LEDs (Figura 7).

A condicao de controlo foi constituida apenas por células que nao foram irradiadas,

mas a placa de estimulagao foi colocada no topo desligada de forma a estar sob as mesmas

condicOes que as outras amostras.

810nm ;
5mW/cm?;
3min

810nm ;

3min

OO0 OO

o] JoiNe]l Jo
OO0 OO

OO0 | O@O

10mW/cm?;

Ce 000 O8O
0@ OO0 0O
o] Iniel Jeniel 1
OC@ 000 0O

O
O
O
O

655nm ;
5mW/cm?;
3min

655nm ;

10mW/cm?;

3min

controlo

@O0 @00

0O0O @00
000 00O
000 @00

Figura 6 - Esquema das placas de 12 pogos para cada timepoint (1 h, 24 h e 72 h)

940nm ;
5mW/cm?;
3min

940nm ;
10mW/cm?;
3min
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Placa de cultura celular

Figura 7- Esquema do procedimento de PBM.

2.3- Ensaio de viabilidade celular

0 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazdlio, comumente conhecido por MTS, € um método colorimétrico utilizado para avaliar
a atividade metabdlica e, consequentemente, a viabilidade celular.

0 MTS é um composto de tetrazélio que é reduzido por nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) e enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
presentes em células metabolicamente ativas. Essa redugao leva a produgao de um produto
formazan (cor acastanhada), que é solGvel em meio de cultura. A quantidade de formazan
produzida pode ser analisada colorimetricamente a 490 nm de absorbancia e é diretamente
proporcional a quantidade de células metabolicamente ativas em cultura.”

A viabilidade celular dos osteoblastos foi analisada pelo ensaio MTS (Bio Vision,
USA) nos timepoints1 h, 24 h e 72 h. O reagente MTS foi adicionado a cada pogo (100 pL)
onde as células estavam cultivadas com meio de cultura. A um pogo sem células foi
adicionado apenas meio de cultura e, de sequida, o reagente MTS para servir de branco do
ensaio. Desta forma, é assegurado que a absorbancia detetada é resultado da atividade
metabdlica das células e ndo de algum composto presente no meio de cultura). As células
e o branco foram incubados durante 4 h a 37 °C, 5% de COz e 100% humidade.

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

subtraida a absorbancia de cada condigao.

10
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2.3.1- Protocolo Laboratorial

i. Desligar a luz da cdmara de fluxo laminar (porque o MTS reage com luz, uma vez

que é fotossensivel);

Segundo o protocolo do fabricante do kit, é recomendado usar 10 pL de MTS para
uma proporgao de 100 pL de meio de cultura. Como cada pogo contém 1mL de meio
de cultura:
10pL —— 100 pL
x —— 1000 pL
x=100 pL em cada pogo

il. Adicionar 100 pL de MTS a cada pogo;

jii. Cobrir com uma folha de aluminio e incubar durante 4 h a 37°C, 5% C02 e 100%

humidade;
iv. Apo0s 4 h de incubagao, retirar as placas da incubadora com a luz desligada;

v. Transferir para uma placa de 96 pogos o volume dos pogos e ler no leitor de
microplacas, previamente identificada (Figura 8);

Figura 8 - Placa de 96 pogos identificada com todas as condigoes.

- Transferir em triplicado cada pogo 200 pl;
- Realizar up and down para homogeneizar e pipetar o volume

vi. Ler a placa no leitor de microplacas a uma absorbancia de 490 nm (Figura 9);

1
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Figura 9 - Placa de 96 pogos com MTS apds 4 h de incubagao.

vii. Observar os resultados obtidos pelo software informatico (Figura 10):

m——
© Plate 1 o o)

Matriz  Statistics

o (EET || ][ et | 5[5
1 2 = 4 6 7

5

A 1.508 1.538 1,474 1.879 1,917 1.921 1,942 1,946 1,938 1.860 1.862 1.850

B 1.750 1.903 1.898 2,055 2,041 2,061 1,987 2,022 2,01 2127 2,098 2,051

(2= 1.059 1.114 1.103 1.025 1.084 1,085 1.153 1.210 1.220 1.125 1.151 1.171

D 0956 | 0991 1,002 | 0,953 | 0,920 0,931 0.984 1,026 1.032 1.020 1,074 1.082

E 0,988 0,953 0,975 1,002 1.048 1.085 1.071 1.127 1,138 1.071 1.116 1.148

F 0.908 0,959 1.014 1.008 1.072 1,093 1,128 1,142 1,137 1.094 1,107 1.105

G 0,984 1.016 1,024 1.020 1,072 1,107 1,010 1,150 1,167 1.201 1,160 1.181

H 0.548 0.520 0,554 0,049 0,048 0,048 0,047 0,047 0,048 0,048 0,047 0,047

(Edit| Mask | Help |

Figura 10 — Resultados obtidos no leitor de microplacas com software informatico.
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3- Resultados

3.1- Efeito da estimulagao na viabilidade celular

Apos a leitura das placas de 96 pogos no leitor de microplacas, os dados foram

tratados e os sequintes graficos foram elaborados para cada timepoint (1 h, 24 h e 72 h).

Como podemos observar na figura 11 do primeiro &/mepoint1h, as células irradiadas
com LEDs apresentaram atividade metabdlica aumentada em comparagao com o grupo de
controle. E possivel verificar que os grupos que apresentam melhores resultados em termos
de viabilidade celular ao fim de 1h de estimulagao sao os grupos 940 nm a 5 mW/cm?; 810

nma5mW/cm?e 940nm a 10 mW/cm2.

Photobiomodultion, Timepoint-1h

25

15

Absorbance 490nm

05

CON 655nm, 5SmwW 655nm 10mw 810nm, 5SmwW 810nm, 10mW 940nm, 5SmwW 940nm, 10mwW

Figura 11 — Resultados para o primeiro /mepoint - 1h.

Relativamente ao sequndo timepoint, 24 h (Figura 12), apenas os grupos 655 nm a
10 mW/cm? e ambas as densidades de poténcia para o LED com comprimento de onda de
810 nm tiveram melhores resultados do que o grupo de controle. As restantes condigdes

mostraram resultados comparaveis ao do grupo de controlo.

13
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Photobiomodultion, Timepoint-24h

25

15

Absorbance 490nm

05

CON 655nm, 5SmwW 655nm 10mwW 810nm, 5SmwW 810nm, 10mW 940, 5SmW 940, 10mW

Figura 12 — Resultados para o sequndo &imepoint- 24 h.

No terceiro timepoint 72 h (Figura 13), apenas o grupo 810 nm a 5 mW/cm?
apresentou resultados idénticos ao grupo de controle, todos os outros apresentaram
resultados ligeiramente mais baixos.

Photobiomodultion, Timepoint-72h
25

15

Absorbance 490nm

05

CON 655nm, 5SmwW 655nm 10mwW 810nm, 5mwW 810nm, 10mW 940, 5SmW 940, 10mwW

Figura 13 — Resultados para o terceiro timepoint- 72 h.

Analisando os 3 #imepoints, podemos verificar que de uma maneira geral, a
viabilidade celular aumentou ao longo do tempo e que a estimulagao com LEDs nao afetou
de forma negativa as células. Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que
0s grupos que apresentam melhores resultados em termos de viabilidade celular pelo
ensaio MTS ao longo dos 3 &imepoints foram as condigdes 655 nm a 10 mW/cm?
(particularmente ap6s 1h de estimulagao), 810 nm a 5 mW/cm? (para todos os ¢timepoints)

e 940 nm a 5mW/cm? (particularmente ap6s 1h de estimulagdo).

14
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Discussao

A PBM tem sido investigada ha varios anos em diferentes areas da medicina, varios
estudos foram realizados, mas devido @ grande variedade de parametros e métodos
utilizados é dificil comparar os estudos entre si. O comprimento de onda da luz pode variar
entre os 600 nm e os 1200 nm, diferentes lasers podem ser usados como o diodo GaAlAs

ou LEDs, bem como variadas densidades de poténcia.

O objetivo do nosso estudo foi propor um conjunto de parametros 6timos de PBM
para estimular os osteoblastos e, assim, potenciar a formagao dssea no periodonto,
acelerando o movimento ortoddntico. Para isso, comparamos os efeitos da irradiacao com
diodos de baixa intensidade (LEDs) com trés comprimentos de onda e duas densidades de
poténcia. Os resultados demonstram que, de uma forma geral, existem diferencgas
significativas no primeiro e no sequndo t/mepoint (1 h e 24 h) destacando os grupos 655
nm a 10 mW/cm? 810nm a 5 mW/cm? e 940 nm a 5 mW/cm2 No terceiro timepoint (72
h), ndo houve diferengas na viabilidade celular entre os grupos em estudo e o grupo de
controle. Estes resultados indicam que apenas uma sessao de irradiagao podera nao ser
suficiente para induzir alteracoes significativas na atividade dos osteoblastos. De facto,
apos 3 dias da estimulagao, os efeitos observados as 24 h nao perduraram, sugerindo que

os efeitos provocados pela irradiagao sao de curto prazo.

Os resultados do presente estudo estao de acordo com relatos de diferentes
estudos. BolUkbasi Ates ef a/" relataram que embora tenha havido um aumento da
viabilidade celular 24 h ap6s a irradiagao nos grupos de laser de 635 nm e 809 nm em
comparagao com o controle, ndo houve nenhuma diferenca na viabilidade celular nos
timepointsde 48 h ou 72 h ap6s a irradiacao para os mesmos comprimentos de onda. Incerti
Parenti ef a/® relataram que com o comprimento de onda de 915 nm e com uma densidade
de energia de 10 J/cm? obtiveram uma viabilidade celular significativamente maior do que
o grupo controle. No entanto, todos os outros grupos, com tempos de exposicao e
densidades de energia diferentes, n3o obtiveram diferengas significativas quando

comparadas com o grupo de controle.

Jawad et a/™ explorou comprimentos de onda na ordem dos 940 nm e, apesar de
estimularam os osteoblastos todos os dias durante 7 dias, mostraram que houve um

aumento significativo nas taxas de viabilidade celular de todos os grupos em relagao ao

15
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grupo de controle e ao longo do tempo. O dia 7 obteve os melhores resultados em todos os
grupos. No futuro, uma estimulagao diaria e durante 7 dias dos osteoblastos com as

condigoes estudadas neste trabalho podera elucidar melhor os efeitos da irradiagao (tempo
e periodicidade) nos osteablastos.

16
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Conclusao

De acordo com os resultados apresentados, podemos concluir que o grupo que
apresentou maior viabilidade celular nos 3 &imepoints foi a condigao 810 nm a 5 mW/cm?.

Podemos também verificar que, independentemente do comprimento de onda e da
poténcia aplicada, apds 1 h todos os grupos apresentaram maior viabilidade celular que o
grupo de controle e apds 24 h algumas condigdes apresentaram melhores resultados que o
grupo controle. N3o obstante, ap6s 72 h nenhum grupo experimental apresenta melhores
resultados que o grupo de controle. Os nossos resultados sugerem que os efeitos induzidos
pela irradiagao nos osteoblastos sao rapidos e de curta duragao e, para melhorar a
otimizagao do protocolo, a estimulagdo deveria ser efetuada todos os dias durante alguns
dias.

Para perceber melhor os efeitos provocados pela irradiagao, outras analises
deveriam ser efetuadas como estudar o efeito da irradiagdo na proliferagdo celular (por
exemplo, contar células com o azul tripano e ver a evolugdo ao longo do tempo) e, também,
na manutencao do fendtipo osteoblastico através da quantificacdo da expressao de

marcadores osteoblasticos (por exemplo, fosfatase alcalina, RANKL e osteoprotegerina).
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