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Oliveira CF. Efeito direto do laser de baixaintensidade sobre as cé ulas odontobl astéides.
[dissertacdo de mestrado] Araraquara: Faculdade de Odontol ogia da UNESP; 2008.

RESUMO

O laser de baixa intensidade, também conhecido como laser terapéutico, tem sido
recomendado para uma variedade de procedimentos clinicos, dentre eles o
tratamento da hipersensibilidade dentinéria. Pesguisas in vivo, onde dentes foram
tratados com laser, demongtraram aumento na sintese de matriz de dentina e
menor intensidade na reacdo inflamatdria pulpar. Entretanto, 0 mecanismo que
rege este processo permanece desconhecido. Mediante ao exposto, a presente
pesquisa teve como objetivo avaliar, in vitro, o metabolismo (MTT assay),
expressdo de fosfatase alcalina e sintese de proteinas quando céulas de linhagem
odontoblastica MDPC-23 foram submetidas a irradiacdo com laser de baixa
intensidade. A expressdo dos genes que codificam para colageno tipo-1 (Col-I) e
fibronectina (FN) foi analisada por meio de RT-PCR. Para isto, células foram
previamente cultivadas em placas de Petri (15.000 células’cm?) e submetidas a
condigBes de estresse pelo periodo de 12 horas. Subseguentemente, 6 aplicactes
do laser em parémetros especificos foram realizadas em intervalos de 12 horas.
Como grupo controle foi utilizado células ndo irradiadas. Tanto os valores do
MTT quanto os nivels de proteina total ndo gpresentaram valores estatisticamente
diferentes daqueles observados para o grupo controle. Em contrapartida, as células
irradiadas reduziram sua atividade de fosfatase alcalina. Os resultados de RT-PCR

demonstraram haver uma tendéncia a reducéo especifica, porém ndo estatistica, na



expressdo dos genes avaliados ap6s irradiagdo das células. Desta maneira, foi
possivel concluir, dentro das condicBes experimentais, que 0s parametros do laser
de baixa intensidade utilizados na presente pesguisa ndo influenciaram o
metabolismo celular, porém reduziram discretamente a expressdo de algumas
proteinas especificas.

PALAVRAS — CHAVE: Terapia a laser de baxa intensidade; odontoblastos;
lasers.



Oliveira CF. Effect of low-level laser irradiation on odontoblast-like cells. [dissertagdo de
mestrado] Araraquara: Facul dade de Odontol ogia da UNESP; 2008.

ABSTRACT

Low-level laser therapy (LLLT), aso referred to as therapeutic laser, has been
recommended for a wide array of clinical procedures, among which the treatment
of dentinal hypersensitivity. In vivo studies in which teeth were treated with
LLLT have demondgrated an increase in dentin matrix synthesis and lower
intensity of pulp inflammatory reaction. However, the mechanism that guides this
process remains unknown. Therefore, the objective of this sudy was to evaluate
in vitro the effects of LLL irradiation on cell metabolism (MTT assay), akaline
phosphatase (ALP) expression and total protein synthesis. The expression of
genes that encode for collagen type-1 (Col-1) and fibronectin (FN) was anal yzed
by RT-PCR. For such purposes, odontoblast-like cell line (MDPC-23) was
previously cultured in Petri dishes (15,000 cells'cm?) and submitted to stress
conditions during 12 h. Thereafter, 6 gpplications with a monochromatic near
infrared radiation (GaAlAs) set at predetermined parameters were performed at
12-h intervals. Non-irradiated cells served as a control group. Neither the MTT
values nor the total protein levels of the irradiated group differed significantly
from those of the control group (Mann-Whitney test; p>0.05). On the other hand,
the irradiated cells showed a decrease in ALP activity (Mann-Whitney test;
p<0.05). RT-PCR results demonstrated a trend to a specific reduction in gene
expression after cell irradiation, though not significant statistically (Mann-

Whitney test; p>0.05). It may be concluded that, under the tested conditions, the



LLLT parameters used in the present study did not influence cell metabolism, but
reduced dlightly the expression of some specific proteins.

KEY WORDS: Low level laser therapy; odontoblast-like cells; lasers.






A hipersensibilidade dentinéria € uma condi¢do sintomatica comum na
clinica odontol6gica e que causa muito desconforto o paciente e pode resultar em
inflamacéo pulpar (Pashley®, 1990, Dababenh et al.'®, 1999, Schwarz et d.,
2002). Td patologia é caracterizada como uma dor transitéria a partir da dentina
exposta, em resposta a estimulos térmicos, téteis ou quimicos (Friedmann et al. %,
1991, Dababenh et al.*®, 1999). Qualquer local de dentina exposta pode exibir tal
acometimento, localizando-se, em geral, na regido vestibulo cervical de caninos e
prémolares. A etiologia da exposicdo dentinaria € considerada multifatorial
envolvendo incorreta escovagdo, recessao gengival, dieta inapropriada (Tate et
al.”®, 2006) bem como forgas oclusais excéntricas (Kimura et a.*?, 2000). A
prevaléncia varia de 10% a 20%, dependendo do estudo e da populagéo.

Vérias hipéteses tém sido sugeridas para explicar 0o mecanismo da
hipersensibilidade dentinéria, porém, nenhuma delas conduz a um perfeito
entendimento de como os estimulos aplicados na superficie de uma dentina
sensivel sdo transmitidos para a polpa (Dababenh et al.'®, 1999). Todavia, trés
teorias tém sSido sugeridas para explicar este fendmeno: das TerminagOes
Nervosas, Odontoblastica e Hidrodindmica. Esta Ultima tem sido a mais aceita
pela comunidade cientifica (Banfield et al.>, 2004), foi proposta por Brannstrom®
(1986), e sugere que os movimentos de deslocamento atipico dos fluidos
dentin&rios ou do contetido dos tubulos ocorrem em resposta a0 estimulo tétil,
térmico, quimico ou osmético (Dababenh et al.’®, 1999). O ré&pido deslocamento
do fluido no sentido da polpa ou em sentido contréario promove alteragdes na

pressdo intrapulpar e a consequente estimulagdo das terminagtes nervosas,
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causando dor. Em geral, os tratamentos visam obliterar os tlbulos dentinarios
para reduzir a movimentagdo do fluido dentindrio (Kimura et al.*?, 2000). Dentre
eles, pode-se citar: aplicagdo topica de substancias quimicas na superficie da
dentina (monofluorfosfato de sodio, fluoreto de sddio, oxalato de potassio), uso de
dentifricios contendo substancias ativas (SrCl,, Nap, POsF, Snf); impregnagdo de
material restaurador na dentina exposta (West et al.”®, 1998, Dababenh et al.’®,
1999), laser de baixaintensidade (Villaet al.”, 2007).

O tratamento idea da hipersensibilidade deve ser indolor, de facil
aplicagéo, com acdo répida e efetiva por um longo periodo, sem ser irritante para
os tecidos pulpares ou induzir efeitos colaterais (Ciaramicoli et al.!, 2003).
Recentemente, a aplicagdo do laser para o tratamento da hipersensibilidade
dentindria tem sido muito pesquisada (Kimura et a.*!, 2000, Schwarz et a.”,
2002, Ciaramicoli et al.', 2003). O efeito bioestimulante do laser de baixa
intensidade sobre odontoblastos resulta em neoformacdo dentindria, através da
producéo de matriz de dentina reacional (Dababenh et al.'®, 1999). Além disso,
exisge um efeito analgésico concomitante, devido a liberacdo da endorfina na
sinapse das terminagdes nervosas localizadas nos tubulos dentinarios (Coombe et
a.*®, 2001).

O laser interage com diferentes tipos de tecido, causando diversas reagoes.
Muitas pesquisas tém demonstrado que a foto-estimulagéo pelo laser de baixa
intensidade (LLLT) além de aumentar na sintese de ATP (Lubart et al.>°, 1992),
resulta em efeito analgésico (Karu et al.*> *, 1987, 1995) e estimulo da divisio

celular (Kikuchi et al.*°, 1996), acelerando o processo de cura tecidua (Koutn et
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al.*3, 2003), Alguns tipos especificos de laser apresentam também capacidade de
estimulago da sintese e deposi¢cao de matriz de colédgeno por fibroblastos (Nara et
al.>®, 1992, Romanos et al.®®, 1995, Reddy et al.**, 1998), aumento na atividade
mitocondrial, no metabolismo (Colls'?, 1986, Karu et al.*?, 1996) e na proliferacéo
celular (Koutna et al.*®, 2003). Também foi demonstrado que o laser induz uma
reacdo foto-quimica, ou sga, ha uma indugdo direta na sintese de enzimas pela
ac30 priméria da luz nas mitocondrias (Karu et al.*>*, 1995, 2005). Entretanto o
potencial de penetracdo no tecido € dependente do comprimento de onda, ou sgja,
enquanto aluz vermel ha é transmitida através da camada celular, o infra-vermelho
préximo tem a capacidade de penetrar profundamente no tecido e estimular as
fungdes celulares (Parker®™, 2007). As alteragbes no potencial de membrana
causadas pela energia de fotons no infra-vermelho proximo induzem a efeitos
foto-fisicos e foto-elétricos (MacDougall et al.>*, 1995), resultando em choque
entre células, o que é traduzido, intracelularmente, por um aumento na sintese de
ATP (Karu et al.*, 1995).

A janela terapéutica especifica para cada tipo de célula ainda ndo foi
determinada (Coombe et a.™®, 2001, Almeida-Lopes et a.?, 2001) e dessa
maneira, diversos estudos in vitro tém sido desenvolvidos. O laser visivel
promove uma proliferagdo do crescimento celular em culturas de fibroblastos
(Almeida-Lopes et al.?, 2001, Pereira et al.%?, 2002) e um aumento dos niveis de
ATP mitocondria e da adesdo celular em células do tipo tumoral (HelLa) (Karu et

al.**3% 1995, 1996, 2005).
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A irradiagdo com o laser infravermelho em culturas diversas tais como,
queratindcitos, células endoteliais, osteoblastos e de mucosa de hamsters induz a
proliferacio celular (Grossman et al.%, 1998, Khadra et a.***’, 2005, Moore et
al.*, 2005), diferenciacdo (Aihara et al.’, 2006), aumento na sintese de DNA
(Yamada et al.””, 1991) e de proteinas 6sseas (Hamajima et al.?*, 2003, Khadra et
al.*>, 2005, Stein et al.%, 2005), além da formacdo de tecido 6sseo com auséncia
de danos genotéxicos ou mesmo citotéxicos (Kujawa et a.*, 2004).

Em estudo in vivo, a aplicagdo do laser infravermelho em molares de rato
induziu a formagdo de dentina tercidria, sem causar danos significantes ao tecido
pulpar (Tate et al.”, 2006). Em humanos a aplicacdo do laser vermelho sobre
dentina do assoaho cavit&rio causou bioestimulagdo dos odontoblastos,
resultando em aumento na sintese de colégeno tipo 11, tenastina e fibronectina
(Ferreiraet a.%°, 2006).

O mecanismo de resposta dessas células odontoblésticas, em nivel
molecular, frente a irradiagdo com o laser, ainda permanece indefinido (Khadra et
al.*>%, 2005). Com a finalidade de observar e entender o metabolismo das células
secretoras de matriz extracelular (ECM) na presenca de substéncias sintéticas,
bioldgicas ou estimulos externos, alguns pesquisadores desenvolveram modelos
de estudo in vitro que mimetizam o funcionamento de tais células em situacOes
fisiolégicas (MacDougall et al.**, 1995, Kikuchi et a.*, 1996, Hanks et a.Z,
1998). Destes modelos experimentais, os que tém maior reprodutibilidade de
resultados e maior facilidade de manipulacdo sdo os de céulas odontoblastéides

imortalizadas mantidas em cultura. Algumas linhagens estabelecidas deste tipo de
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célula estdo sendo efetivamente descritas na literatura (MacDougall et al.>*, 1995,
Costa et al.’, 1999, He et a.?°, 2004, Aihara et a.", 2006). Todas estas linhagens
apresentam evidéncias cientificas de sintese de proteinas tipicas dos
odontoblastos, tais como siaoproteina e fosfoforina da dentina, e que esti
diretamente associada a alta atividade de fosfatase alcalina e sintese de proteinas
da matriz de dentina (particularmente colageno tipo I). Desta maneira, assim como
todas as linhagens de células com fendtipo de odontoblastos disponiveis
atualmente, a linhagem imortalizada MDPC-23 também apresenta caracteristicas
que permitem uma avaliagdo detalhada do efeito de fatores estimulantes (tal como
o laser de baixa intensidade e proteinas bioativas), que podem sobre-regular sua
atividade dntética e secretora Estas células odontoblastéides MDPC-23
estabelecidas por Hanks et al.”> em 1998, foran determinadas como sendo uma
linhagem imortalizada proveniente da papila dentéria do molar de camundongo
(Mouse Dental Papillae Cells), as quais apresentam caracteristicas semel hantes as
células odontoblasticas in vivo, tais como alta atividade de fosfatase alcalina,
formagdo de multiplos nddulos e crescimento em multicamadas celulares, bem
como a expressdo de sialoproteina e fosfoforina (Hanks et al.®, 1998). Tais
células tém sido alvo de intensas pesquisas para avaliacéo do metabolismo quando
colocadas em diferentes situacdes de estimulo bioldgico ou de estresse (Costa et
al.!*1>1%17 1999, 2003, 2003, 2007, He et al.®, 2004, Aranha et al.?, 2006, Souza
et a.%® 2006). Assm, baseado nos conhecimentos acima descritos, pode-se
sugerir que os odontoblastos que revestem internamente a dentina relacionada

com a &ea de exposicdo dos tubulos ao ambiente externo (érea de
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hipersensibilidade dentinaria), estejam em condi¢cbes continuas de estresse
quimico (produtos bacterianos e outros) e/ou mecanico (movimentacdo do fluido
dentin&rio dentro dos tubulos). Desta forma, os resultados clinicos postivos,
relatados através da aplicacdo da laserterapia, poderiam estar relacionados com o
estimulo transdentinério destes odontoblastos, 0s quais passariam a participar
efetivamente do processo de reparo tecidual, através da sintese e expressio de
algumas proteinas especificas da matriz dentinéria, resultando em esclerose dos
tibulos elou deposicdo de dentina terciaria reacional intrapulpar. Tem sido
demonstrada a real propagacdo do laser através da dentina, a qua ocorre por
dispersio da luz através da microestrutura dos tdbulos dentinérios (Kienle et al. %,
2006). Todavia, os dados cientificos que caracterizam a propagacdo
transdentinaria do laser e sua relagd com a reducd da hipersensibilidade
dentinéria através do aumento na atividade metabdlica dos odontoblastos ainda
ndo foram demongtrados. Assim, torna-se necessario, neste momento, determinar
0s parémetros e técnicas de bioestimulacdo direta de céulas de linhagem
odontoblastica, para posteriormente estudar, através de pesguisas com camaras
pulpares atificiaiss, ou mesmo em dentes in vivo, a possive atividade

transdentinéria do laser.






2.1 Acdo do laser de baixa intensidade

Desde que o laser foi desenvolvido, varios pesquisadores tém estudado suas
possibilidades de aplicacdo na &rea da salide, sendo que especia atencdo tem sido
dispensada para a Odontologia. Segundo Parker® (2007), o primeiro laser foi
desenvolvido por Mester e colaboradores, em 1960, mas as primeiras pesquisas
com o laser na aea Odontolégica tiveram inicio apenas quatro anos depois
(Kimura et d.*', 2000). Entretanto, a utilizago dessa nova tecnologia pelos
clinicos permanece limitada pelo fato de que os parémetros especificos para cada
tratamento ndo estéo estabelecidos.

Diversos pesguisadores tém buscado compreender o real efeito do laser nos
tecidos. Karu et al.®" (1995) utilizaram o laser de He-Ne, no comprimento de onda
de 632,8 nm, para irradiar células HeLa em suspensdo. Os autores dosaram a
quantidade de ATP produzida em diversos periodos, variando de 5 até 45 min
apbs a irradiacdo. O pico de producdo de ATP ocorreu no periodo de 20 minutos
apos airradiacdo. Para a dosagem de ATP realizada em dias diferentes, sempre 20
min apos airradiagdo, o pico ocorreu aos 8 dias. A presente pesquisa demonstrou
que airradiacéo aumenta a quantidade de ATP; contudo o mecanismo de ativagéo
dasintese de ATP pelo laser ndo foi completamente elucidado. Foi sugerido que a
irradiacdo ativa as moléculas fotoaceptoras (cyt a/lag e NADH hidrogenase) e por
meio dessa ativagdo o ATP é sintetizado. A luz visivel ativa, também, a sintese de
superdxido, o qual atua como fonte de eétron para a fosforilagdo do ADP.

Durante airradiagéo, uma fragéo da energia pode, ainda, ser convertidaem calor e
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assim ser absorvido pelos cromoforos promovendo alteragbes celulares.
Entretanto esse aumento ndo € avaliado em doses baixas. Conclui-se, dessa
maneira, que varios mecanismos podem ser ativados quando a célula é irradiada
com laser de He-Ne no comprimento de onda de 632,8 nm.

Em 1996, Karu et a.*, apés irradiarem suspensdo de células Hel.a com
laser de He-Ne, avaliaram a adesdo célula-célula e célula-recipiente. A adesdo
célula-recipiente foi dependente do intervalo de tempo decorrido dairradiagdo, do
comprimento de onda e da dose. Entretanto quando o tempo foi fixado em 30 min
apos airradiacdo e as doses e os comprimentos de onda foram variados, observou-
se uma adesfo ascendente na dose de 50 J/m? para 0s comprimentos de onda de
620, 680, 750 e 830 nm. Quando a irradiagéo foi realizada no comprimento de
onda de 632,8 nm com 100 Jm’ a adesdo célula-célula aumentou no grupo
irradiado, chegando ao limiar aos 30 min apos a irradiacdo. Esse processo de
adesio € importante para 0s processos de crescimento, diferenciacéo e
morfogénese, porém o mecanismo de ativagdo pela laserterapia permaneceu ndo
inteiramente elucidado. Provavelmente, as alteracbes de adesdo ocorram como
resultado do efeito direto da excitago eletronica de moléculas fotoaceptoras. Essa
excitagdo gera sinais na cascata de reagoes, que sdo amplificados e transduzidos
parao nucleo, resultando em aumento da sintese de DNA e RNA. Nessa pesguisa,
foi demonstrado que a irradiagdo monocroméica com a luz visivel e infra-
vermelha préxima foi capaz de alterar a ades@o celular tendo sido dependente da

dose, do comprimento de onda e do tempo de avaliacdo apds airradiacdo.
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Paraavaliar asintese de ATP por tecidos irradiados com laser, Mochizuki-
Odaa et al.>® (2002) irradiaram cortes confeccionados na regiso do cortex parietal
da seguinte maneira: 1) de um lado com laser no comprimento de onda de 830
nm, aplicado 3 mm acima da cavidade, e 2) do outro lado com o LED no
comprimento de 652 nm. A irradiagdo a 830 nm resultou num aumento de ATP,
mas nd no ADP. Nenhuma alteragdo foi identificada no grupo irradiado com
LED, ou sgja, no comprimento de 652 nm. O efeito térmico sobre 0 aumento de
ATP foi eliminado, visto que a medi¢do de temperatura durante o procedimento
foi de 34,4 + 3,56°C no comprimento de 830 nm e 34,7 + 0,49°C aos 652 nm.
Dessa maneira, a presente pesquisa sugere que a ateragdo de ATP visudizada
decorre da interacdo do laser, especificamente no comprimento de 830 nm, com
0s componentes celulares. Mais pesguisas sG0 necessdrias com 0 intuito de se

determinar o efeito dairradiacéo sobre as moléculas que constituem as células.

Avaliando a resposta celular ao laser, Jia et al.?’ (2004) cultivaram
condrécitos de articulagfes de coelho em diferentes concentragdes de SFB. Os
autores determinaram que a melhor condigdo para simular o estresse celular foi a
adicdo de 2% de SFB ao meio de cultura. O laser utilizado foi o de He-Ne (632,8
nm), o qual era posicionado a24 mm de disténcia das cdulas cultivadas em placa
petri. As densidades de energia avaliadas foram de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 Jcn?, as quais
foram aplicadas 3 vezes sobre as céulas em cultura, com intervalos de 24 horas.
N0 houve alteracso ou dano celular e as doses de 4, 5 e 6 JJcm? gpresentaram um
maior crescimento celular. A quantidade de glicosaminoglicanos e de colageno

tipo-11 (Col-I1) aumentou no grupo irradiado. A presente pesquisa demonstrou que
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0 laser pode estimular a proliferacdo celular, mas mediante a aplicacdo de
pardmetros especificos. As diferencas de resultados decorrem do efeito
cumulativo, ou sga, pequenas doses com tempo suficiente de metabolizagéo
podem resultar em efeito curativo. Os autores especularam, também, que a luz
atua nos aceptores celulares promovendo a transmissdo do sinal que pode ser
traduzido intracelularmente como proliferagdo e expressdo génica. Mais pesquisas

S80 necessérias para comprovar o efeito in vivo dessaterapia

Buscando avaliar ainteragdo do espectro de agéo especificamente com seu
croméforo, Karu et a.®* (2004) irradiou células HeLa com o laser nos
comprimentos de onda de 600 a 860 nm, dose de 52 Jm? e com GaAlAs no
comprimento de onda de 820 nm, 8 a 120 Jm% O processo de irradiacgo foi
realizado com a aplicaco de antioxidantes (amiloride, ouabain, e azida sodica)
sobre as céulas antes e apés a irradiacdo. Para esse experimento, o espectro de
acéo ooincidiu com o espectro de absor¢éo dos fotoaceptores. Com a adigdo da
azida sodica, 0 espectro de acdo da adesdo celular foi modificado discretamente
no infra-vermelho préximo (760 e 820-830 nm). Com a ouabain, adicionada apos
airradiagcdo, o aumento da adesdo foi identificado em baixas doses de energia (8 a
48 Jm?) e a amiloride causou discreta modificagdo na banda de absorcéo para o
comprimento de onda de 820 a 830 nm. Esses dados sugerem a existéncia de um
canal de sinalizagdo celular mediante a irradiagéo entre o fotoaceptor e a resposta
celular, e entre a cadeia respiratéria e a membrana plasméatica A presente

pesquisa demonstrou que os inibidores dos fotoaceptores do citocromo ¢ oxidase
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sdo capazes de modificar a interacdo do laser frente a irradiacdo. 1sso sugere a

existéncia de canais de sinalizagdo entre o citocromo ¢ oxidase e a adesdo celular.

Em 2005, Stein et a. ® utilizaram laser de He-Ne para irradiar
osteoblastos cultivados em meio de cultura com 2% de SFB. Apds 2 ou 3 dias de
cultivo, as células foram irradiadas por 2 vezes com intervalos de 24 hs. A
elevagdo da temperatura ambiente com a irradiagéo foi de £0,1%. Nosdias4 e 5
pos-irradiacdo foram redlizados os protocolos de proliferacdo celular,
histoquimica para a fodatase alcalina (ALP) e imunohistoquimica para a
osteopontina (OPN) e para daloproteina 6ssea (BSP). O nimero de células
aumentou em torno de 25% e 0 metabolismo em 40%. O aumento foi significativo
apos a irradiacdo com 1,43 Jom? para a atividade de ALP assm como para a
expressdo de OPN e BSP, avaliadas por imunohistoquimica. Essas proteinas
atuam na maturacdo do osteoblasto, sendo a ALP no est&gio inicial e a OPN e
BSP na pos-proliferaco. O presente trabalho demonstrou que a terapia com o
laser de baixa intensidade (LLLT) foi capaz de estimular a proliferacéo do
osteoblasto in vitro, sendo que tal efeito sugere que o laser possui a propriedade

de estimular areparagdo em humanos.

Karu et a.* (2005) buscaram compreender 0 exato espectro de acéo na
resposta celular. Células Hel a foram irradiadas nos comprimentos do 580 ao 860
nm. A adesio celular aumentou 30 minutos gpés airradiagio com 52 Jm?, mas o
pico de estimulagdo de DNA e RNA, na dose de 100 Jn?, localizou-se na regiso

do infravermelho proximo (NIR). O espectro de agdo no NIR, mais
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especificamente aos 830 nm, € a banda de absor¢do da forma oxidada do
citocromo ¢ oxidase, sendo que o complexo dimero Cua,com 4 ligantes, possui
77% do espectro de absor¢éo entre 810 e 820 nm e a por¢do heme-a e heme
as/Cug 18 e 5 %, respectivamente. Com relagdo aos comprimentos de onda dos
750 aps 770 nm, a mitocondria absorve gproximadamente 50%. Ao adicionar o
mondxido de carbono, identificou-se um deslocamento de banda, sendo que apds
sua dissociagéo, a Situagdo retornou a original. De acordo com a regra de
reciprocidade, as reagdes fotoquimicas sdo diretamente proporcionais a dose total
de energia e acredita-se que os parametros de irradiacdo, intensidade e o tempo

interferem com o aparecimento de diferentes bandas para um mesmo espectro de

acao.

Buscando avaliar os efeitos do laser sobre o VEGF e 0 iNOS, Tuby et a.”
(2006), apbs a inducdo de infarto no miocardio em ratos, irradiaram o tecido
lesado com laser do tipo GaAs a 804 nm com 0,96 Jcm? e redlizaram as
avaliacOes ap0s os periodos de 2,5; 24; 48 e 72 hs. Outro grupo de néo infartado e
infartado foram irradiados apés o 7° dia, com as doses de 0,6; 1,44 e 2,04 Jom® e
as avaliagbes processadas apds o 21° dia. As biopsas obtidas foram processadas
de ta maneiraque foi possivel dosar a quantidade de INOS e VEGF, sendo que os
cortes histologicos corados com H/E permitiram avaiar a formagdo de novos
vasos. A quantidade de VEGF aumentou nos periodos de 24 e 48 hs pés
irradiacdo, mas no tempo de 72 hs houve uma reducéo. Para o grupo irradiado, o
numero de vasos sanguineos estava aumentado e a area de infarto foi reduzida. A

cardioprotecdo, avaliada pela dosagem de iNOS, aumentou em 2,5 hs nos
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periodos de 1 e 2 dias apds a irradiacdo. O aumento na producdo de VEGF
resultou em maior quantidade de vasos sanguineos na regido. Dessa forma, ese
trabalho demonstrou que o laser pode auxiliar na regulagdo angiogénica e na
protecéo cardiomuscular, mas 0 mecaniSMo exato que rege esse Processo

permanece desconhecido.

No ano de 2007, Tuby et al.”® irradiaram células cardiacas (CSCs) e
mesenquimais (MSCs) de ratos com GaAs a 804 nm posicionada a 2 cm de
distancia das células, com doses de 1 ou 3 Jem?. As células foram avaliadas 1, 2,
3 e 4 semanas apos irradiacdo por meio da imunohistoquimica e de testes de
proliferacdo. As células MSCs apresentaram proliferagdo celular para ambas as
doses testadas, sem diferenca estatistica entre elas. A andlise imunohistoquimica
demonstrou um aumento de 2,3 vezes na proliferacdo das células irradiadas,
quando comparadas as células ndo irradiadas (controle). Para as CSCs, 0 aumento
foi de 7 vezes para a dose mais baixa e de 3,2 para a maior, mas ndo houve
diferenca edtatigtica entre os grupos, sendo que a imunohistoquimica expressou
uma proliferagdo de 2 vezes em relacdo ao controle. O presente estudo
demonstrou a proliferagdo de ambos os tipos de cultura celular e sua importancia

abrange a &ea da medicina regenerativa, mas seu mecaniSmo permanece sem

explicagéo.

Em pesquisa recente, Matsui et al.>* (2007) irradiou cultura priméria de
células de polpa humana com o laser do tipo GaAlAs, no comprimento de onda

810 nm e dose de energia de 7,643 Jicn?. Foi redizada quantificagdo do fon
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hidroxila (OH), formacdo de ndédulos, de heat-shock 27 (HSP 27), proteina
morfogénica 6ssea tipo-2 (BMP-2) e proteina morfogénica 6ssea tipo-4 (BMP-4)
e ALP. O aumento na concentracdo de OH" foi poténcia-dependente, mas sem
diferenca entre os diversos periodos de irradiacdo. O grupo OH™ participa dos
processos de apoptose, inflamagdo, dano ao DNA, sinal de transdug&o celular e da
mineralizacdo. A formagdo de nddulos e expressdo de ALP estava aumentada no
grupo irradiado, bem como a expressdo génica para HSP27 em 1hora, para a
BMP-2 em 6 horas e para a BMP-4 em 12 horas. O principal papel das BMPs,
avaliadas na presente pesguisa, envolve a diferenciagdo de osteoblastos para a
mineralizacdo, crescimento e regeneragdo e a sintese de HSP é ativada pela
producdo de espécies reativas pela célula em decorréncia do estresse oxidativo.
Dessa forma, pode-se sugerir que o laser ativa a mineralizagcdo dos tecidos por

meio do aumento da expressdo de HSP e BMPs.
2.2 Alteragbestérmicas na polpa

Zach, Cohen™ (1965) realizaram uma pesquisa onde foram avaliadas, em
dentes de primatas, as alteragbes pulpares decorrentes de variagbes de
temperatura. Um termistor foi posicionado na parede pulpar dos dentes por meio
de uma cavidade confeccionada na parede lingual dos dentes anteriores e oclusal
dos posteriores. Um instrumento de ferro aquecido foi aplicado naregido cervical
da superficie vestibular dos dentes pelo periodo de 5 a 20 segundos. Os dentes
homologos foram utilizados para avaliagdo histologica das condi¢bes pulpares
ap6s os tempos de 2, 7, 14, 56 e 91 dias apds a aplicagdo do calor. O aumento de

temperatura de 4°C, com 2 dias, provocou uma discreta alteracdo da camada
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odontoblastica préxima a &rea de aplicagdo do calor, com presenca de vactolos
evidentes na pré-dentina. Para 0 aumento de 10°C, a grande maioria das polpas
reagiu a agressdo térmica aplds 2 dias, caracterizando-se pela grande
desorganizaco tecidual com destruicdo da camada odontoblastica, nlcleos
picndticos e aspirados para os tubulos, estroma edematoso, desnaturagdo da matriz
e fibrilas destruidas. O aumento de 20°C apresentou nos dentes com auséncia de
sensibilidade o quadro de abscesso. Porém, em dguns casos, houve destruicdo
completa dos odontoblastos no periodo de 2 dias apds a aplicacdo do calor,
associado a presenca de vasos sanguineos repletos de células inflamatorias. Para
aumento de 30°C, todos os dentes demonstraram necrose pulpar com apenas 2
dias, ou sga, destruicdo da arquitetura pulpar com massas de hemorragia e debris
fragmentados e liquefagdo posterior. Dessa maneira, esse trabaho demonstrou
que polpas intactas sd0 capazes de responder negativamente a alteracdo de
temperatura, porém a intensidade desse aumento é de suma importancia para a
resposta fisiol 6gica desse tecido.

Kreider et a.* (2002) irradiaram incisivos extraidos e posicionados
paralelamente a uma superficie plana para aplicagdo do laser do tipo GaAlAs no
comprimento de onda de 809 nm. A ponta ativa do laser foi posicionada
perpendicularmente ao longo eixo daraiz e a superficie do dente (1, 2 e 3 mm), a
qual foi determinada por exame radiogréfico. Um aparelho para dosar a variagéo
de temperatura foi inserido através do &ice dentério, até a regido abaixo da
aplicagdo do laser. Nos resultados identificou-se um atraso entre a ativagdo do

laser e a primeira medida de temperatura, sendo que isto ocorreu devido ao tempo
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de propagagéo do calor através das estruturas dentérias. A variag@o de temperatura
foi dose e tempo dependentes. Os maiores acréscimos estavam relacionados as
maiores doses de laser e as menores espessuras dos tecidos dentarios. Com
relagdo & espessura de 3mm, mesmo para 0s maiores parametros de laser, a
temperatura elevou-se em 3,5°C. Para 2 mm de espessura, o limite critico de 5°C
ocorreu com 1W aplicado por 20s e 1,5W aplicado por 10s. Todavia, para o
remanescente de 1 mm, a variagdo atingiu 30°C em quase todos 0s parametros,
com excegdo da irradiagé com 0,5W por 10s que ndo promoveu aumento maior
que 5°C. Os autores concluiram que novos estudos S80 necess&ios para se
determinar a resposta pulpar frente aos danos térmicos provenientes da irradiacéo,
umavez gque o limite toleravel pelo tecido pulpar éde 5,5°C.

Amano et a.* (2006) avaliou 0 estresse térmico em células de polpa de rato
mantidas a 42°C por 30 minutos e avaliadas nos periodos 0, 1, 3, 6 hs por Western
Blot (HSP25, HSP70, CX43), por imunohistoquimica a conexina-43(CX43) e
dosagem do gap-juncional da comunicagdo intracelular e fosfatase alcalina. A
producdo do HSP70 aumentou até o periodo de 6 hs. A destruicéo e areducéo da
forma fosforilada do CX43 ocorreu no tempo O, identificada entre corpos ou
processos celulares pela imunohistoquimica. Porém, esse processo foi reversivel
ao retornar a condicdo de normalidade com 3 hs. O aguecimento provocou ruptura
da comunicagdo gap-juncional. Os valores de ALP reduziram no tempo O e
aumentaram com 3 e 6 hs. As HSPs auxiliam no processo de reparacdo tecidual,
sendo expressas mediante a variagdo de temperatura, podendo ocorrer com alta

velocidade e/ou laser. Desde que essa variagdo ndo seja lesiva, a hipertermia local
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auxilia naremodelacéo e neoformagdo tecidua. A presente pesquisa demonstrou a
presenca das HSP apds o aguecimento local, bem como o aumento da ALP,
sugerindo dessa maneira que o estresse térmico controlado pode induzir reparacéo

celular.

2.3 Hipersensibilidade dentinéria e a laserter apia.

Em 2003, Marsilio et a.*® selecionaram pacientes que apresentavam
hipersensibilidade dentinéria (HD) com o intuito de realizar um estudo in vivo. Os
pacientes totalizavam o numero de 25, com idades entre 14 e 58 anos. A HD foi
avaliada por meio de jato de ar, aplicado a 3 mm de distancia, por 5 segundos, e
por um escala visud de dor (EVD). Os pecientes foram divididos
homogeneamente em dois grupos, e o laser utilizado era do tipo GaAlAs, com
poténciade 1,5 mW e comprimento de ondade 670 nm. O grupo A recebia a dose
de 3 Jem? por 114 segundos, e o grupo B 5 Jem? por 190 segundos, sendo 6
aplicagdes por dente com intervalo de 72 horas. Uma nova avaliagéo da HD era
realizada com 15 e 60 dias apds airradiacdo. A reducdo da sensibilidade dolorosa
para o grupo A foi de aproximadamente 86,53% e para o grupo B por volta de
88.88%. Foi encontrada diferenca estatistica entre os periodos de avaliacéo de 15
e 60 dias, ndo sendo observada tal diferenca entre as doses aplicadas. Concluiu-se
que o tratamento a laser foi efetivo para aterapia da hipersensibilidade dentinéria.

Em 2004, Ladalardo et d.*’ avaliaram o efeito do laser em 20 pacientes que
apresentavam um quadro de HD. A amostra foi distribuida segundo: o critério

idade (dos 25-35 anos e dos 35-45 anos) e o comprimento de onda (o vermelho
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com 660,14 nm, e o infravermelho com 830,05 nm. Em ambos 0s grupos o
aparelho utilizado foi o Laser Beam DR 500 Power, GaAlAs, com densdade de
energia de 4 Jcm? a 35 mW. O laser foi aplicado pontuamente na parede
vestibular do dente e em contato na porgéo cervical, em 4 sessbes, com intervalo
de 7 dias. Os pacientes foram reavaliados através do teste de variagdo térmica e
com escala de dor em dois periodos digintos: efeito imediato, 15 a 30 minutos
finalizada a sessdo; e efeito tardio, 15, 30 e 60 dias apds o tratamento. A reducéo
na sensibilidade dentéria foi verificada em todas as sessdes em ambos 0S grupos.
Porém, na idade de 25-35 anos, a reducdo foi mais significativa para o laser
vermelho e no periodo imediato. Nas avaliagdes tardias, o grupo de 25-35 anos
apresentou elevada dessensibilizago para os dois comprimentos de onda. Esse
estudo demonstrou que o laser de diodo a 660 nm foi efetivo para as duas faixas
etérias e o diodo a 830 nm foi efetivo naprimeirafaixa etéria.

Mais recentemente, Lizarelli et al.*® (2007) compararam os efeitos do laser e
do LED no tratamento da HD em 144 dentes. Apds uma avaliagdo local, com jato
de ar, os pacientes foram randomicamente divididos em trés grupos. A — Grupo
tratado com laser de baixa intensidade (LILT) B — Grupo tratado com LED
(LEDT) eo C - controle. Foram realizadas 3 irradiagdes, em 3 pontos na cervical
e 2 apical, com 7 dias de intervalo, e retornos 15, 30 e 60 dias apos a terapia. O
laser utilizado, Twin Laser, emitia comprimento de onda de 660 nm a 25 mw, 10
segundos, com densidade de energia de 5,4 Jcm? e a &rea do spot de 4 mm?. Jao
LED (protdtipo), apresentava comprimento de onda de 630 nm, poténcia de 230

mW, 10 segundos, densidade de energia de 51,75 Jem? e mesmo spot. Em trés
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prémolares extraidos, foi verificada a variacdo de temperatura, tendo sido de
2,0°C para 0 LED e 0,5°C para o laser. Ambos os tratamentos apresentaram-se
efetivos na reducdo da dor imediatamente apds a primeira sessdo, sem diferenca
estatistica entre eles. Aos 30 dias, o LLIT demonstrou-se discretamente mais
efetivo em relagdo ao LED. Uma discreta agressdo ao tecido pulpar foi encontrada
no grupo do LED. Aos 60 dias, os trés grupos foram seme hantes. Foi possivel
concluir que o laser, nos parametros utilizados na presente pesquisa, foi efetivo na

reducdo da HD. Porém, mais experimentos S80 necessarios.

2.4 Acao do laser na cultura celular

Para melhor compreender o efeito da laserterapia em sistemas bioldgicos, os
autores iniciaram suas pesquisas em modelos in vitro com diversos tipos de
culturas celulares.

Em 1998, Grossman et al.?, redlizaram uma pesquisa com queratindcitos na
densidade de 1,3X10* células'compartimento (cel/well) em placas de 96 pocos. A
irradiacdo era chaveada (CW) no comprimento de onda de 780 nm, poténcia de
6,5 MW, 2 cm abaixo da monocamada. O plantio foi realizado intercalando-se nos
pocos laterais uma solucdo de trypan blue a 0,4%, visando proteger os demais
compartimentos com células da luz laser durante o procedimento de irradiagdo o
qual era redlizado isoladamente. O Power Meter garantia a utilizacdo dos
pardmetros em quest@o. A irradiacdo foi resalizada 48 horas apds plantadas as
células, recebendo as doses de 0,35 Jem? a 3,6 Jicm? a cada 24 horas (total de 3

exposicdes) ou a cada 48 horas (total de 2 exposicdes). Quatro dias apos a
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primeira exposicdo as células eram contadas e comparadas com o grupo controle.
A sintese de DNA foi dosada por meio do protocolo *H-timidina. A proliferagéo
foi dose-dependente. ApOs 24hs de irradiagdo a proliferagdo aumentou nas
exposigdes de 0,42 a 0,7 Jem?, sendo o pico observado a 0,42 Jcm?. Densidades
inferiores ndo afetavam a proliferacdo, ja valores acima de 1 Jcm? reduziam-na.
Em 48hs 0 aumento ocorreu na densidade de 0,55 a 0,8 Jcm?, e o pico a 0,55
Jem?. Os parémetros que resultaram no aumento da sintese de DNA foram de 0,6
a 1,2 Jem?. Com esse estudo pode-se sugerir que o “threshold”, para esse tipo
celular, iniciase a 1 Jem? a0 se observar uma reducéo da proliferacdo celular,
mas a 4 Jlcm? possivelmente ocorre umainibico.

Em 2001, Almeida-Lopes et a.? com o intuito de comparar a resposta celular
a diferentes comprimentos de onda, desde o vermelho até o infra-vermelho,
realizaram uma cultura celular priméria de fibroblastos. A pesguisa envolveu o
grupo experimental cultivado em meio de cultura com 5% de soro fetal bovino
(SFB), parasimular o estresse celular in vitro, o grupo com 10% (situagéo ided de
cultivo) e o controle (sem laser). Os grupos foram divididos de acordo com os
parémetros de irradiagdo (comprimento de onda e poténcia) em: L1- 670 nm a 10
mwW; L2- 780 nm a50 mW; L3- 692 nm a30 mW e L4- 786 nm a 30 mW. Para
todos a densidade de energia foi de 2 Jcm?. As células foram plantadas em placas
de Petri e incubadas por 12 horas, em seguida 4 irradiacbes foram reaizadas com
intervalo de 12 horas de aplicacdo. De todas as amostras trés foram utilizadas para
a redlizag@ da contagem celular, nos dias 2, 4 e 6 apds airradiagdo. Os grupos

irradiados com o vermelho e o infravermelho apresentaram alta taxa de
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proliferagdo, mas o grupo do infra-vermelho teve o crescimento mais efetivo
quando comparado ao vermelho. Tal crescimento foi maior para o grupo de 5%
em relagdo ao de 10%, sendo que nesse Ultimo o crescimento foi similar ao
controle para todos os grupos. Em conclusdo, esse trabaho observou que a
reducéo do soro fetal bovino foi ideal para avaliar o efeito do laser, sendo que a
administracdo da dose de energia de 2 Jcm? estimulou a proliferagio celular em
condigdes de estresse, e 0 laser infra-vermelho foi mais efetivo quando comparado
ao vermelho.

Coombe et al.®, em 2001 analisaram a cultura celular de osteosarcoma
humana, também cultivadas com reducdo de SFB (condicdo de estresse), irradiada
com GaAlAs no comprimento de onda de 830 nm, poténcia de 90 mW e energia
de0,5; 1; 2 e 4 J. O protocolo de irradiacéo era realizado uma vez ao dia, de 1 a
10 dias. Um Power meter era utilizado para assegurar os parametros utilizados. As
células foram plantadas na placa de 96 compartimentos na densidade de 1X10*
cel/well. As células foram avaliadas quanto ao metabolismo e proliferagdo celular,
dosagem da proteina heat shock (produzida em presenca de agressdo por
aquecimento), alteracdo na sintese de DNA e expressdo de proteinas. O protocolo
de fosfatase alcalina foi realizado 1h e 24hs apés a irradiagdo e nesse periodo de
24hs o fluxo de célcio também foi avaliado. A viabilidade celular foi em torno de
90% nos grupos experimentais e controle, ndo se observando diferengas nos 10
dias de avaliacdo. |dentificou-se uma tendéncia de aumento no nimero celular ao
redor do dia 7, com 2 e 4J, porém o efeito foi passageiro e ndo reprodutivel. Em

relagdo ao heat shock o pico foi observado em 1,5hs apds airradiagdo. A dosagem
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de proteina e de DNA ndo expressou diferencas estatisticas entre os grupos. A
guantidade de fosfatase aumentou com o passar dos dias para ambos 0s grupos
experimentais e controle, observando-se uma leve tendéncia de reducéo apds 3
dias de irradiagdo na dose de 1 a4J. O fluxo de célcio elevou-se, mas uma leve
reduco foi analisada ap6s 5 min. Esse trabalho conclui que a divergéncia desses
resultados com a literatura decorre dos diferentes tipos celulares, bem como dos
paréametros e daformade irradiagéo.

Seguindo essa linha de estudo da laserterapia em culturas submetidas eo
estresse celular, Pereira et a.% (2002), cultivaram células do tipo NIH 3T3 em
placas com 35 mm de didmetro na concentragéo de 1X10° células/placa e em meio
com 2,5% de SFB (condicéo de estresse celular). A irradiacéo foi realizada no
comprimento de onda de 904 nm, poténcia de 120 mW, no tempo de 8 a 24
segundos. Os grupos foram divididos em: | - controle; 1l — 2 aplicagdes de 2
Jem?; 111 — 1 aplicagdo com 1 Jem? e outra com 2 Jem?; IV — 1 gplicacéo de 2
Jem? e a segunda de 3 Jem?. Para todos os grupos, o intervalo de aplicagdo foi de
6 horas. As células foram analisadas quanto a viabilidade celular nos periodos de
2, 4,5 e 6 dias. Para 0 ensaio de imunoprecipitagdo de procolégeno apenas o
pellet de células foi irradiado com 3 Jecm?, em seguida as células foram plantadas
e o0 protocolo realizado apds 4 dias. Com o resultado foi observado que o nimero
do grupo controle aumentou até o dia 6, mas ndo entrou em confluéncia. As
culturas irradiadas a 4 Jem? apresentaram um crescimento mais répido do que o
controle, porém tal diferenca de proliferacdo reduziu no final do experimento. O

grupo irradiado com 3 Jicm?, também, apresentou um crescimento maior do que o
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controle, principalmente apds o dia 4. Entretanto para o0 grupo irradiado com 5
Jem? o crescimento foi similar ao controle. N&o houve diferenca estatistica entre
os grupos Il e Ill para o ensaio de imunoprecipitacdo. Dessa forma foi
demonstrado que a reducdo na concentragdo de SFB reduziu a proliferagdo
celular, mas ndo foi suficiente para matélas. E o aumento da proliferacdo foi
observado com 3 e 4 Jem? (sem diferenca estatisticas entre ambos 0s grupos),
porém a5 Jem? ndo houve tal diferenca em relagdo ao controle,

A expressio de osteoglicina foi alterada quando, Hamajima et al.* em 2003,
irradiaram células da linhagem MC3T3-E1, com 10% SFB, com GaAlAs no
comprimento de onda de 830 nm, poténcia de 500 mW e densidade de energia de
7,64 Jcm?. O grupo controle foi submetido & mesmas condicBes de manipulagéo
com excegdo daluz. O controle de carregamento interno utilizado foi o Ggpdh. As
avaliacOes de expressdo de osteoglicina foram redlizadas 0, 2, 4 e 8 horas apos a
irradiacdo. A expressdo desse gene foi aumentada em 2,3 vezes apds 2 horas. Para
0s outros periodos a diferenca ndo foi estatisticamente significante. Quando o
PCR em tempo real foi realizado para os mesmos genes a diferenca foi
identificada para os periodos de 2 e 4 horas, sendo que com 8 horas e expressio
retornou a0 normal. Esse estimulo da expresso de osteoglicina pode estar
relacionado a efeitos nas moléculas da matriz extracelular, entretanto mais estudos
s80 necessarios para clarear o red efeito do laser nas células.

Em 2003, Kreisler et d.* corroboraram com o estudo da laserterapia em
cultura celular, utilizando as culturas primérias de fibroblastos (entre a 3° e 8°

passagens) que foram irradiadas com o laser GaAlAs no comprimento de ondade
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809 nm, poténcia de 10 mW, posicionadas a 9 mm de distncia. Os periodos de
irradiac@o foram de 75, 150 e 300 segundos, referentes as densidades de energia
1,96; 3,92; 7,84 Jcm?. Foram realizadas 2 irradiagdes com intervalos de 24hs, trés
vezes consecutivas. O teste de proliferacao foi realizado nos periodos de 24, 48 e
72 horas apo6s a irradiacéo. A atividade do metabolismo celular foi aumentada
paa o grupo do laser, para todas as densidades avaliadas, sendo mais
pronunciadas nos dias 1 e 2 apos a irradiagdo, sendo seu pico a 72 horas, a partir
do qua h& uma reducdo brusca de ta efeito. Os resultados obtidos sGo muito
interessantes e promissores, porém mais estudos sd0 necessarios para se entender
o real efeito do laser ao nivel molecular.

Contudo, Vinck et a.” (2003) estudou uma cultura similar de fibroblastos
obtidos de embrides de galinha, plantadas em placas de 96 compartimentos na
densidade de 7X10" cel/well. Posteriormente tal cultura foi irradiada, a uma
distancia de 0,6 cm, com o laser infra-vermelho e com o LED. Os paréametros
eram: laser - GaAlAs no comprimento de onda de 830 nm, poténcia de 40 mW,
na densidade de energia de 1 Jcm? por 5 segundos e 0 LED — &) comprimento de
onda de 570 nm (verde), poténcia de 10 mW e densidade de energiade 0,1 Jcm?;
b) comprimento de onda de 660 nm (vermelho), poténcia de 80 mW e densdade
de energia de 0,53 Jcm? c) comprimento de onda de 950 nm (infra-vermelho),
poténcia de 160 mW e densidade de energia de 0,53 Jcm?. Era realizada uma
aplicacdo ao dia, durante 3 dias consecutivos, sendo que para 0 processo de
irradiacdo o meio foi aspirado restando apenas 25% do mesmo. O teste de

viabilidade celular foi redlizado 24 e 72 horas apds a irradiagdo. Os resultados, 24
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horas ap6s a irradiacdo, revelaram um aumento significativo no nimero celular
em relagdo a0 grupo controle (sem irradiagdo). Os grupos com o LED verde e
vermelho apresentaram um efeito mais significativo no metabolismo celular,
quando comparado ao laser, sendo o resultado com o LED verde maior do que os
demais grupos com LED e o vermelho maior do que o infra-vermelho. Porém o
grupo do laser apresentou uma proliferagdo mais significativa do que o grupo
controle. Entretanto para a avaliagéo redizada a 72 horas, os efeitos foram
opostos sendo que o grupo controle apresentou uma proliferacéo mais efetiva do
que o grupo do LED infra-vermelho, seguido pelo vermelho e verde, e o laser
resultou em uma reducéo significativa dos fibroblastos em relacdo ao grupo
controle. Este estudo sugere aguns efeitos positivos do uso do laser e LED,
porém investigagbes futuras sdo de extrema importancia para explicar o0s
mecani smos da biomodulagé com o LED e com o LLLT, bem como para tragar
parédmetros mais efetivos para cada tipo de tratamento.

Marqgues et a.», em 2004, cultivaram fibroblastos humanos em placas de
Petri com meio de cultura a 5% SFB e posteriormente dividiu-os em dois grupos:
controle e experimental. A irradiagdo foi aplicada a 2 mm de distancia, com 3
Jem?, com comprimento de onda de 904 nm, poténcia de 120 mW e por 24
segundos. Apos 3 dias foi realizado o protocolo de imunoprecipitagdo de
coldgeno, dosagem de proteina total e a microscopia eletronica de varredura
(MEV). A andlise da densitometria das bandas revelou ndo haver diferencas entre
ambos os grupos em relacdo a sintese de procolégeno, mas a sintese do colégeno

tipo | foi menor no grupo experimental, bem como a quantidade total de proteina.



Revisdo de Literatura

Apos irradiagdo a MEV revelou um nacleo condensado com diversos nucléolos,
um citoplasma eletrodenso com abundantes vilosidades e mitocondrias
edematosas e reticulo endoplasmatico rugoso (RER) dilatado. No grupo controle
tal exame ultra-estrutural da linhagem celular demonstrou caracterigticas tipicas
de fibroblastos. Conclui-se, assim, que apesar da quantidade total de proteina e de
coldgeno tipo | ser inferior no grupo experimental, a quantidade de procolégeno
ndo foi alterado em ambos os grupos, contudo a irradiagdo, nesses parametros,
originou ateragbes importantes nas organelas, em especial no RER e
mitocondrias.

Em 2004, Kujawa et al.*®, realizaram uma pesquisa importante, na qual foram
analisada a ateragdo de temperatura no meio e 0 estresse oxidativo. Para isso
culturas de células, de hamster chinés B14 e de eritrocitos humanos, obtidos de
sangue fresco, foram irradiadas no comprimento de onda de 810 nm, poténcia de
200 mW e densidades de energia de 3,75 a 15 Jcm?. Apés airradiagio a alteragio
de temperatura visualizada foi de apenas 0,5°C. Com relagdo a0 estresse
oxidativo, as células foram avaliadas por meio de danos no DNA e acimulo de
proteinas carbonilicas e grupo SH, bem como a viabilidade foi dosada pelo
método de Mossman. Danos no DNA s6 foram observados em altas exposicdes
(15 Jem?), e a irradiacBo ndo produziu ateragdes substanciais no metabolismo
celular, mas reduziu discretamente o nivel de proteinas carbonilicas, porém o
grupo SH ndo foi aterado. Nesse trabalho a irradiagdo reduziu as proteinas
produzidas no dano oxidativo, justificando os efeitos do laser em processos

inflamatorios. O estado redox foi desequilibrado em resposta a atuacdo da luz. Os
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danos citotdxicos ndo foram observados nem mesmo para altas doses. Entretanto
o tipo de laser, bem como a fluéncia e a dose sdo importantes para o tecido ou
organismo a ser irradiado.
As células endoteliais e fibroblasticas foram isoladas de rato adulto C3H,
por Moore et al.*®, em 2005. Tais céulas foram plantadas em placas de 96
compartimentos, deixadas em incubadora por 24 horas, e, posteriormente, 0 meio
foi trocado por HEPES em HBSS. Esse periodo de incubagdo foi importante para
que as células atingissem a fase Go/G; , quando, entdo foi aplicado a irradiagéo,
gue se caracterizava por comprimentos de onda no vermelho (625, 635, 645, 655,
665, 675 nm) e no infra-vermelho (810 nm), na densidade de energia de 10 Jcm?
e poténcia de 5 mW/cm?. Logo apds a Unica irradiacio o HBSS foi removido e o
meio foi reaplicado. Setenta e duas horas apds a irradiacdo o protocolo de
proliferagdo celular foi realizado. O grupo irradiado apresentou uma proliferagéo
celular, sendo 0 maximo observado para o vermelho com 665nm e 675 nm. Em
contrapartida o comprimento de onda de 810 nm foi inibitério para o fibroblasto.
Ja para as cdulas endoteliais tal proliferagdo so foi identificada no comprimento
de onda de 655nm. A variedade de resultados é proveniente do diversos fatores
que interferem na pesquisa, entre eles: parametros de irradiacdo (comprimento de
onda, densidade de energia, poténcia); tipo celular; efeito sistémico.
Outro estudo importante foi delineado por Khadra et al.*® (2005). As células
de cultura priméria osteobléstica foram plantadas em placas de Petri e irradiadas
com as densidades de energia de 1,5 e 3 Jcm® no comprimento de onda de 830

nm, poténciade 84 mW auma disténcia de 9 cm para garantir que toda a placa
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fosse irradiada Logo em seguida essas células foram ressuspendidas e semeadas
na densidade de 2X10* cel/well em placas de 24 compartimentos sobre discos de
tithnio. Ap6s 24 horas o grupo experimental foi irradiado por trés dias
consecutivos com oS parametros previamente relatados. A adeséo celular ao disco
de titénio foi maior para o grupo que recebeu irradiagdo, porém entre 0S grupos
irradiados ndo houve diferengas. A proliferagdo também originou tal efeito sendo
mais pronunciado no periodo de 96 horas, sem diferenca para os periodos de 48 e
72 horas. A viabilidade foi de 90% para todos os grupos. Para a atividade de
fosfatase alcalina ndo foi verificada diferencas edtatisticas entre os grupos
experimentais e controle, ja com relagdo a producdo de osteocacina e fator de
crescimento 3; estiveram pronunciada para o grupo irradiado com a densidade de
energiade 3 Jem?. O aumento na sintese de osteocalcina e TGF- 1 podem sugerir
que o laser estimula a diferenciacdo de células do tipo osteoblasticas, porém tal
efeito € dose-dependente.

Em 2005, Khadra et a.*® , utilizaram o laser de GaAlAs, no comprimento de
onda de 830 nm, poténcia de 84 mW e a fibra Optica foi posicionada a9 cm de
distAncia da cultura primaria do tipo fibroblastica, mantida a 5 % SFB (condicéo
de estresse celular). Os grupos foram divididos em: Grupo | - controle; Grupo 11 -
uma Gnica dose de 3 Jem? no tempo Oh sendo posteriormente incubadas por 6 e
24 horas; Grupo Il - doses de 0,75; 1,5 e 3 Jem? no tempo O e 3 horas e as
células incubadas por 6 horas, ou irradiadas nos tempos O, 3 e 6 horas e incubadas
por 24 horas sendo o protocolo repetido por 3 dias consecutivos. N&do foram

observadas variagOes térmicas antes e durante a irradiacdo. As células irradiadas
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apresentaram uma adesdo celular maior do que a do grupo controle, entretanto
nenhuma diferenca foi verificada entre os grupos experimentais, com excegéo da
irradiagéo com 0,75 Jcm? que se igualou ao controle. Com relagio & proliferagdo
celular, as doses de 1,5 e 3 JJcm? demonstraram-se superiores ao controle ap6s 72
horas. A viabilidade celular foi superior a 90% em todos 0s grupos. Essa pesquisa
ndo foi suficiente para elucidar a dose 6tima a ser aplicada sobre os fibroblastos

com o intuito de aprimorar sua adesdo em tratamentos com implantes.

2.5 Estudosin vivo da laserter apia

Num estudo in vivo atual Kim et al.*® (2007) avaiaram os efeitos do laser no
processo de reparacdo 0ssea apos colocacdo de implantes na fibula de ratos. No
grupo experimental, 6 pontos determinados ao redor do implante foram irradiados
com laser de GaAlAs (comprimento de onda de 808 nm, poténcia de 96 mW e
irradiancia de 830 mW/cm?, didmetro da fibra dptica 3,84 mm e energia total por
$ess80 6,72 J) durante 7 dias. Os animais foram sacrificados nos dias 1, 3, 7, 14,
21 gpbs airradiagdo. A expressdo de VEGF foi identificada no dia 1 com niveis
moderados na matriz 6ssea. No dia 3 houve aumento nas taxas de expressdo do
VEGF e a secregdo foi intracelular. No dia 7 ocorreu uma ata expresséo de
VEGF, sendo que sua distribuicdo foi similar ao dia 3. Nos dias 14 e 21, dltas
taxas de VEGF foram expressas no 0sso. O VEGF foi mais expresso no grupo
experimental que no controle. Foi identificado, também, um aumento significativo
na densidade 6ssea no grupo experimental. No dia 14 a matriz dssea estava

calcificada ao redor do implante. O efeito bioestimulatorio do laser estimulou a
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expressdo do VEGF e dessa forma houve um aumento de angiogénese ao redor do
implante local com consequente aprimoramento da cicatrizagdo inicial.

Ainda dentro da &rea de pesquisas do efeito de laser in vivo, Villa et al.”
(2007) redlizaram preparos cavitérios profundos em vinte porcos, divididos em
trés grupos: controle (Gl) ; experimental Gl (densidade de energia de 12.8 Jicm?,
poténcia de 10 mW); experimental Glll (densidade de energia de 89.7 Jicn,
poténcia de 70 mW). Apds redizados os preparos cavitarios, o laser com
comprimento de onda de 780 nm e poténcia de 1 mW foi aplicado por 3 vezes nas
cavidades, com intervalo de 72 horas. A irradiacéo foi realizada no centro do
preparo e na parte apical, sobre o tecido gengival, sendo as cavidades restauradas
com cimento de iondbmero de vidro. Para o grupo Gl, ap6s 8 dias de preparo
cavitério, observou-se um processo inflamat6rio mononuclear na regi&o da polpa
relacionada com o preparo cavitério, vasos hiperemiados, leve edema, camada
odontoblastica predominantemente poliédrica e discreta alteracdo vacuolar e
dentina reacional amorfa. Apés 14 dias, a inflamagdo estava menos evidente,
sendo observada uma formagdo de dentina reacional com tubulos paralelos na
por¢do interna. Para o grupo Gll, apds 8 dias, 0 mesmo processo inflamatério
observado para o grupo Gl foi identificado. Ap6s 14 dias havia uma discreta
hiperemia, associada a deposi¢do de uma dentina mais regular. No grupo GllI, aos
8 dias, o processo inflamatério foi semelhante ao controle, bem como a quaidade
da dentina reacional, a qua era significantemente delgada. Apds 28 dias, o
aspecto estrutural era similar aos dois outros grupos experimentais. Com essa

metodologia, foi possivel verificar a formagdo de dentina reaciond ap6s a
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aplicacdo das duas dosagens de laser. A polpa foi capaz de ser estimulada pelo

laser a depositar matriz de dentinareacional.






3 Proposicéo:

O objetivo da presente pesquisafoi avaliar o efeito direto do laser de baixa
intensidade em parémetros especificos sobre céulas de linhagem odontoblastica
MDPC-23. Paraisso foi avaliado o metabolismo das células irradiadas, bem como
a regulacdo da sintese e expressdo de fosfatase dcaling, o contelido de proteina
total e a expressdo de genes que codificam para coldgeno tipo | (Col-l) e

fibronectina (FN).






4.1 Deter minagao das condigdes do experimento

Previamente a0 inicio do experimento de bioestimulacdo direta das céulas,
foi realizada a selecdo do meio de cultura celular a ser empregado no
experimento, visto que essa determinacdo depende diretamente das caracterigticas
da radiagdo utilizada no aparelho. Assim, dois meios de cultura baseados em
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, SSGMA Chemical Co, St. Louis,
MO, USA), foram avaliados através da medida de seus espectros de absor¢do. O
primeiro meio possuia cor avermelhada enquanto que o segundo meio era
l[impido. A medida foi realizada usando um espectrégrafo de transmitancia VIS
NIR USB2000 (Ocean Optics, Ca, EUA).

Com ainformagéo dos coeficientes de absorgdo dos meios de cultura, foi
efetuado o monitoramento da variagéo de temperatura destas solugdes durante a
irradiacdo, utilizando-se para isto um multimetro e um termistor calibrado e
fixado & base dos compartimentos da placa. Neste experimento, diferentes
concentragoes de soro fetal bovino (SFB) foram adicionadas ao meio de cultura
(DMEM sem SFB, DMEM + 2% SFB, DMEM + 5% SFB e DMEM + 10% SFB),
osquais foram irradiados por um tempo total de 600 segundos. As duas avaiagbes
citadas anteriormente foram realizadas no Laboratorio de Biofoténica do IFSC
(Instituto de Fisica de S&o Carlos - USP - S&o Carlos, SP)

Somente apds esse ddineamento, as céulas imortdizadas de linhagem
odontobléstica MDPC-23 (Hanks et al.”®, 1998) foram cultivadas em garrafas
plésticas de 25cm? (Costar Corp., Cambridge, MA, USA) em meio de cultura

Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM, SIGMA Chemical Co., St. Louis,
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MO, USA) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, SP,
Brasil), 100 IU/mL e 100 pg/mL, respectivamente, de penicilina e estreptomicina,
e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, USA) em incubadora com
atmosfera umedecida contendo 5% de CO,, 95% de ar e na temperatura de 37°C
(Isotemp Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA). As células foram sub-cultivadas
a cada 3 dias até que fosse obtido 0 nimero adequado de células para a redizacéo

dapesquisa
4.2 Experimento: Bioestimulacdo direta das cdulas

Células MDPC-23 foram semeadas (15.000 células’cm?®) em placas de
Petri com dimensdes de 35 mm x 10 mm, com meio de cultura completo
suplementado com 10% SFB e mantidas em incubadora em uma amosfera
umedecida contendo 5% de CO, na temperatura de 37°C por 48 horas. O meio de
cultura foi, entdo, aspirado e subgtituido pelo DMEM sem SFB para inducéo de
estresse celular (Coombe et al.*®, 2001). Apés 12 horas de cultura, o laser foi
aplicado individuamente na base de cada uma das 24 placas do Grupo
experimental (laser), de acordo com pardmetros previamente estabelecidos
(Khadra et a.>>%, 2005).

O aparelho de laser utilizado na presente pesguisa foi 0 THERA-LASE
(DMC Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, Brasil), com parametros relacionados ao
aparelho estabel ecidos da seguinte maneira: Comprimento de onda (1) — 830 nm,
Diametro da ponteira (Z) - 0,6 mm, Area da ponteira - 0,002826 cm?, Poténcia -

240 mW, Densidade de energia (fluéncia) - 2,89 Jom? Energia - 8,16 J e
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Densidade de poténcia - 84,9 mW/cm? Uma ponteira especificamente
desenvolvida para este experimento foi posicionada na extremidade ativa da fonte
de luz, a qual permaneceu a uma distancia de 13 cm da base da placa de Petri,
parapermitir que todas as células cultivadas pudessem ser irradiadas, ou sgja, para
gue toda a placa de petri recebesse a irradiacdo uniformemente (Figura 1a e b).
Desta maneira, foram consideradas as perdas de Energia e Poténcia que
alcancaram estas células, sendo que o laser que atingiu as placas de cultura (area
da placa de Petri = 9,62 cm?) apresentava 0s seguintes parametros. Comprimento
de onda (1) — 830 nm, Poténcia que alcanga a placa - 90 mW, Densidade de
energia (fluéncia) que acanca a placa — 0,32 Jcm? Energia (E) — 3,06 J e
Densidade de poténcia (DP) - 9,3 mW/cm?. O tempo de irradiacdo das células foi

de 34 segundos.

FIGURA 1 - Esquema ilustrativo do modelo de irradiacdo utilizado na pesquisa.
la - vista frontal do aparato enfatizando a disténcia de 13 cm da placa, 1b — vista
isométrica com a centralizacdo do feixe
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Apo6sirradiacdo inicial, as células foram recolocadas na incubadora, sendo
estas submetidas a novas irradiacdes periddicas a cada 12 horas, num tota de 6
aplicagdes durante trés dias consecutivos.

Imediatamente ap0s a Ultima irradiagdo, as placas de Petri foram colocadas
em incubadora, em uma amosfera umedecida contendo 5% de CO; na
temperatura de 37°C, onde permaneceram pelo periodo adicional de 3 horas. Apos
este tempo, foi realizada a avaliagdo do metabolismo das céulas irradiadas, bem
como da expressdo de proteinas especificas. A relacdo entre 0s grupos
experimental e controle de acordo com o nimero de amostras distribuidas em seus

respectivos protocolos de avaliagéo estédo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1- Apresentagdo do nimero de amostras por grupo experimenta e controle de acordo
com aavaliacdo das atividades das células MDPC-23

PROTOCOLO DE AVALIACAO GRUPO
EXPERIMENTAL CONTROLE
MTT 8 8
Proteina Total e Fosfatase Alcalina 8 8
RT-PCR 8 8

* N= 24 - total de amostras por grupo.

Para o0 grupo controle (24 placas), os mesmos procedimentos de
manipulacdo das céulas foram realizados, inclusive o posicionamento do laser na

base de cada placa de petri. Todavia, o laser ndo foi ativado.

4.3 Analise da viabilidade celular (MTT assay)

Oito amostras do Grupo experimental e do controle foram utilizadas para a
avaliacdo do metabolismo celular. Esta avaliagéo foi realizada por meio datécnica

do metiltetrazolium (MTT Assay), o qual determinou a atividade da enzima
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desidrogenase succinica produzida pelas mitocondrias presentes nas células
(Mosmann’, 1983).

Sobre as céulas cultivadas individualmente em placas de Petri aplicou-se
900 pL de meio de cultura (DMEM) associado a 100 pL de solugéo de MTT (5
mg/mL do sal metiltetrazolium em PBS). As células em contato com a solugéo de
MTT foram incubadas em estufa umidificada na temperatura de 37°C pelo tempo
de 4 horas. Decorrido este periodo, a solucio de MTT foi aspirada
cuidadosamente e subgtituida por 700 nL da solucédo de isopropanol acidificada
(0,04 N de HCI). Este procedimento teve o objetivo de dissolver os cristais violeta
resultante da clivagem do anel do sd de métiltetrazolium pela enzima
desidrogenase succinica das mitocdndrias das céulas vidveis. Apls agitagdo e
verificagdo da homogeneidade das solugbes, trés diquotas de 100 pL de cada
compartimento foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos (Costar
Corp., Cambridge, MA, USA). Avaliou-se viabilidade ceular de maneira
proporcional a absorbancia determinada a 570 nm em leitor de ELISA (Multiskan,
Ascent 354, Labsystems CE, Lés Ulis, France)

Os dados numéricos obtidos pela técnica de MTT foram submetidos a

andlise estatistica de Mann-Whitney.

4.4 Dosagem da proteinatotal e anélise da atividade de fosfatase alcalina

Como descrito anteriormente, do total de 24 amostras por grupo, 8 foram

usadas para determinagdo da dosagem de proteina total, sendo que destas mesmas
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amostras foram obtidas aliquotas para andlise da atividade de fosfatase acalina

pelas células M DPC-23 irradiadas ou néo.

4.4.1 Dosagem da proteina total

A dosagem de proteina total foi realizada para cada grupo experimental e
controle, 3 horas apds aUltima irradiagdo com o laser, segundo protocolo de Read,
Northcote® (1981). O meio de cultura foi aspirado e as amostras lavadas trés
vezes com 2 mL de PBS aguecido a 37°C. A lise das células foi redizada
adicionando-se 2 mL de lauril sulfato de sadio 0,1% (Sigma— Aldrich, St Louis,
USA) em cada compartimento por 40 minutos em temperatura ambiente. As
amostras foram entdo homogeneizadas e 1 mL de cada compartimento transferido
para tubos Falcon (Corning Incorporated, Corning, NY, USA) devidamente
identificados (tubos testes), sendo que para o tubo representando o branco, foi
acrescentado 1 mL de égua destilada. Em seguida, 1 mL de Solugéo de Reagente
de Lowry (Sigma — Aldrich, St Louis, USA) foi adicionado em todos os tubos,
sendo agitados por 10 segundos em agitador de tubos (Phoenix AP 56,
Araraquara, SP, Brasil) e permanecendo por 20 minutos em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, acrescentou-se em cada tubo, 500 pL de Solugdo de
Folin e Ciocalteau’s Phenol Reagent (Sigma — Aldrich, St Louis, USA) e
novamente agitou-se por 10 segundos em agitador de tubos. Trinta minutos apds,
trés aiquotas de 100 pL de cada tubo foram transferidas para uma placa de 96
compartimentos e a absorbancia dos tubos testes e branco foi lidano comprimento
de onda de 655 nm em leitor de ELISA (BIO-RAD, modelo 3550-UV, microplate

reader, Hercules, California, USA).
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A dosagem de proteina tota foi calculada multiplicando-se a absorbancia

do teste pelo fator de calibragéo.

4.4.2 Atividade defosfatase alcalina (AL P)

A atividade de fosfatase dcalina foi realizada 3 horas apds a Ultima
irradiacdo, seguindo protocolo do Kit de Fosfatase Alcalina — Ensaio de Ponto
Final (Labtest Diagndstico S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Este ensaio
utilizou o substrato de timolftaleina monofosfato, um substrato do éster do &cido
fosférico. A fosfatase alcalina hidrolisou a timolftaleina monofosfato liberando
timolftaleina.  Assim, foi possivel medir diretamente o produto da hidrélise,
alterando-se 0 pH, pois essa alteragdo promoveu a interrupgdo da atividade
enzimatica e a formagdo de cor azul caracteristica do produto da reacdo, que foi
medida fotometricamente (Roy®, 1970).

O meio de culturafoi aspirado e as amosiras lavadas trés vezes com 2 mL
de PBS aguecido a 37° C. A lise das células foi redizada adicionando-se 2 mL de
Lauril Sulfato de Sodio 0,1% (Sigma — Aldrich, St Louis, USA) em cada
compartimento por 40 minutos em temperatura ambiente. Enquanto isso, os tubos
Facon (testes, padréo e branco) foram devidamente identificados e 50 uL de
substrato (timolftaleina monofosfato 22 mmol/L - reagente n° 1 do Kit) e 500 pL
de tamp&o (300 mmol/L, pH 10,1 - reagente n° 2 do Kit) foram adicionados em
cada tubo. Apenas no tubo padrdo foi acrescentado 50 pL do padréo 45 U/L
(reagente n° 4 do Kit). Decorridos os 40 minutos da lise celular, os tubos foram
colocados no banho-maria (Fanem, Guarulhos, SP, Brasil) a 37° C por 2 minutos.

As amostras foram, entdo, homogeneizadas e 50 pL de cada compartimento
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transferidos para os tubos testes, mantidos em banho-maria e gentilmente
agitados. Ap6s 10 minutos de incubacdo, foi acrescentado 2 mL de Reagente de
Cor (carbonato de sbdio 94 mmol/L e hidroxido de sddio 250 mmol/L — reagente
n° 3 do Kit). A absorbéancia dos tubos testes, padréo e branco foi determinada em
espectrofotdbmetro (Micronal B382, Sé& Paulo, SP, Brasil), no comprimento de
ondade 590 nm.

A aividade de fosfatase alcalina foi caculada multiplicando-se a
absorbéncia do teste pelo fator de calibragdo. Em seguida, os valores obtidos
foram normalizados pelo vaor do padréo, dividindo-se o valor da ALP pelo vaor

obtido com o padréo [U/(Lxmg)].

4.5 Avaliacdo da expressio dos genes que codificam para Col-1 e FN

45.1 Extracdo de RNA

O meio de culturadas placas petri, foi aspirado e substituido por 1 mL de
Trizol (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA). As amostras foram, entéo,
homogeneizadas com o intuito de remover todas as células dos discos de dentina.
O Trizol, contendo as células, foi transferido para um tubo de microcentrifuga de
1,5 mL e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Para cada mL de Trizol
utilizado na homogeinizacdo foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio (J.T.Baker -
Mallinckrodt Baker, S A. de C.V, Xaostoc, México). Os tubos foram agitados
vigorosamente na md por 15 segundos e incubados por 2 ou 3 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rcf
(microcentrifuga Eppendorf modelo 5415R — Hamburg - Germany) por 15

minutos a4° C. Depois da centrifugacdo, a misturafoi divididaem umafase baixa
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correspondente ao trizol/ cloroféormio/DNA, uma interfase (proteina), e uma fase
aquosa superior correspondente & fase onde estd 0 RNA (&gua e RNA). O volume
desta fase corresponde a 60% do volume de Trizol utilizado na homogeneizagéo.

A fase aquosa foi transferida para um novo tubo. Para cada mL de Trizol
utilizado na homogeneizagdo foi adicionado 0,5 mL de isopropanol (J.T.Baker -
Madllinckrodt Baker, S.A. de C.V, Xalostoc, México), para precipitar 0 RNA da
fase aguosa. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos
e centrifugadas a 12.000 rcf por 10 minutos a 4° C. Nessa etapa foi observada a
formag&o de um pellet tipo gel no fundo do tubo.

ApOs a remocdo do sobrenadante, o pellet de RNA foi seco brevemente
colocando-se 0 tubo em uma posi¢éo invertida sobre um papel por 10 minutos.
Para cada mL de Trizol foi adicionado 1 mL de etanol 75% (J.T.Baker -
Madlinckrodt Baker, S.A. de C.V, Xalostoc, México). As amostras foram
misturadas em agitador de tubos (Phoenix modelo AP-56 - Phoenix Ind. E Com.
de Equips Cientificos Ltda— Araraquara— SP — Brasil) e centrifugadas a 7.500 rcf
por 5 minutos a4° C.

O sobrenadante foi novamente descartado para se proceder a secagem do
pellet de RNA sobre um papel por 30 minutos. O RNA foi redissolvido em 10 pL
de &gua ultrapura tratada com DEPC (BioAgency Laboratérios — S&o Paulo, SP,
Brasil) por meio da técnica “up & down” com pipeta. As amostras foram, entéo,
incubadas por 10 minutos a 55° C (Thermomixer Comfort — Eppendorf -

Hamburg — Germany).
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Uma aliquota do RNA tota (1pL) foi diluida em &gua ultrapura tratada
com DEPC na proporcéo de 1:50 para a redizag8o da quantificagdo do RNA em
biofotdmetro (biophotometer Eppendorf — modelo Eppendorf RS — 232C-

Hamburg - Germany).

452 RT-PCR
4.5.2.1 Sintesedo cDNA

Para cada RNA totd extraido das amostras de cada grupo, foi sintetizado o
cDNA (DNA complementar obtido a partir de uma aliquota de mRNA) por meio
dareacdo de RT-PCR. Em um tubo de microcentrifugade 1,5 mL, foi adicionado
1 nL de Oligo dT 100 mM (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA), 1ng de RNAtotal,
1 nL dedNTP 10 mM (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA) e gua ultra-pura tratada
com DEPC para completar um volume total de 13 L de solugéo. A solucéo foi
incubada a 65° C por 5 minutos e entdo transferida imediatamente para o gelo.
Apo6s um “spin” em microcentrifuga, foram adicionados 4 L de tamp&o First-
Strand 5X (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA) e 2 nL de Ditiotreitol (DTT 0,1M -
Invitrogen — Carlsbad, CA, USA). A solucéo foi incubada a42° C por 2 minutos e
entdo se adicionou 1 L (200UI) da enzima Superscript |1 (Invitrogen — Carlsbad,
CA, USA). A solugdo foi homogeneizada gentilmente com o auxilio de uma
pipeta e incubada & 42° C por 50 minutos. Apos este periodo de incubagéo, a

reacdo foi inativada a 70° C por 15 minutos.
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4522 PCR

ApGs a sintese do cDNA, foi avaliado o efeito da irradiacdo com o laser
sobre a expressdo dos genes que codificam colégeno tipo-I (Col-1) e fibronectina
(FN). Para cada um destes genes, primers especificos foram desenhados a partir

da seqiiéncia de mRNA (Tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncias e aplicagdes dos primers para mus musculus utilizados neste trabal ho

Sequéncias dos primers Utilizacdo
s 5-TTA CTC CTT GGA GGC CAT GT -3 Amplificagao de Gapdh
AS 5 -ATG GTG AAG GTC GGT GTG AA - 3
s 5- CTG GGG TCT ACT CCA CCG AA -3 Armolificaczo de EN
AS  5'-GCCAAGATT CAG AGA CCC GG- 3 mpliticagao de
s 5- TGA GGT CCA GGA GGT CCA -3 o
AS  5-AACTTT GCT TCCCAGATGTCC-3 Amplificacio de Col-I

Em um tubo de microcentifuga de 1,5 mL, foram adicionados 1 niL do
cDNA, 2,5 nL de tamp&o da Tag DNApolimerase 10X (Invitrogen — Carlsbad,
CA, USA), 0,75 nL de MgCl, 50 mM (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA), 0,5 nL
de dNTP 10 mM (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA), 0,1 nL de Tag DNA
polimerase (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA), 19,15 nL de &gua ultrapura tratada
com DEPC, 0,5 L do primer R (Reverse) e 0,5 L do primer F (Foward). O tubo
foi transferido para um termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Applied
Systems - Singapore) e submetido a seguinte ciclagem térmica: 94° C por 2
minutos, 94° C por 30 segundos, 55° C por 30 segundos e 72° C por 1 minuto. Os
produtos da reacdo foram separados em ged de agaroe 1,5% em cuba
eletroforética, operando a 80V por 60 minutos e fotodocumentadas (UVP

Biolmaging System modelo - UV/ White Darkroom GDS 8000 system - USA). O
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gene que foi considerado como controle endégeno para normalizagdo dos niveis
de expressdo génica foi o Gapdh de camundongo. O software Image J (Image
Processing Analysis in Java) foi utilizado para a realizagdo da densitometria das
bandas eletroforéticas. A intensidade das bandas comparou 0s grupos com o
controle de carregamento para se estimar os niveis de expressdo dos genes

investigados em relacdo ao controle endégeno Gapdh.






Absorbancia (u. a.)

5.1 Deter minag&o das condic¢des do experimento

5.1.1 Espectrografia detransmitancia do meio de cultura

Dados obtidos com a dosagem do espectro de absor¢éo do meio de cultura

em relacdo aos diversos comprimentos de onda emitidos pelo diodo estdo

demonstrados na Figura 2 a e b. Tanto o primeiro meio que possuia a cor

avermelhada (Figura 2a) quanto o segundo meio que era incolor (Figura 2b),

sendo ambos baseados em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium,

SIGMA Chemical Co, St. Louis, MO, USA), apresentaram baixo coeficiente de

absorcéo da radiacdo infravermelha (830 nm). Esta porcentagem de absorgéo foi

aproximadamente de 5%, fato esse que viabilizou a utilizagdo no experimento

utilizando os dois tipos de meios de cultura, visto que o corante adicionado néo

interferiu no espectro de absorcéo nesse comprimento de onda especifico. Tal fato

n&o se repete para o comprimento naregido do vermelho.
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FIGURA 2 - Graficos representativos da porcentagem de Absorbancia do meio de cultura

DMEM.

2a- DMEM vermeho; 2b - DMEM incolor.



Resultado

5.1.2 Monitoramento té& mico no meio decultura

A medida da temperatura do meio simulou uma situacéo experimental real

e informou ao pesquisador o tempo disponivel para irradiacdo sem que houvesse

um dano térmico indesgado as células. Os dados obtidos nesse procedimento

foram avaliados e visuaizados por meio de gréficos (Figura 3). Os valores de

alteracdo de temperatura foram medidos para 0 meio de cultura nas diferentes

concentragdes de SFB durante um periodo maximo de 10 minutos de irradiagdo

com o diodo a 830 nm. Sendo assim, foi possivel visualizar no DMEM sem SFB

uma variacd de 0,6'C (Figura 3a8). Sendo essa variagdo semelhante as

concentragdes de 2% SFB (Figura 3b) e de 10% SFB (Figura 3d). Porém para o

meio com 5% SFB (Figura 3c) essa variagdo foi de aproximadamente 0,4'C.
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5.2 Experimento: Bioestimulagéo direta das células

Dados descritivos (medianas e intervalos) para cada um dos produtos
metabdlicos produzidos pelas células MDPC-23 e quantificados na presente
investigagdo estdo gpresentados na Tabela 3 e visudizados na Figura 4. A
producdo de SDH (desidrogenase succinica) e de proteina total foi comparavel
entre 0S Qrupos enquanto que a producdo de fosfatase acalina foi

significantemente menor no grupo laser (Tabela 3, Mann-Whitney, p<0,05).

Tabela 3 - Medianas (intervalos) dos valores obtidos para cada produto metabélico segundo o grupo

Produto metabdlico

Grupo Producdo SDH Proteina total Fosfatase alcalina

[r=5] [r=7] [r=7]
Laser 0,4491 (0,1788) & 60,324 (15,246) a 0,018 (0,073) a
Cortrole 0,4338 (0,0369) a 39,534 (17,886) a 0,046 (0,078) b

* Nas colunas, medianas (intervalos) seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney,
p>0,05).

Quando se comparou, em porcentagem, os valores numéricos obtidos
através do teste de MTT (producdo de SDH), foi possivel determinar que as
células irradiadas aumentaram em 3,5% seu metabolismo, caracterizando uma
tendéncia destas células responderem positivamente a bioestimulag@o. Todavia, 0
teste estatistico aplicado a estes valores numéricos demonstrou ndo ter ocorrido
diferenca entre os grupos experimental e controle (Figura4a).

Quanto & expressdo total de proteinas, foi demonstrado que as células
MDPC-23 irradiadas também aumentaram em 34,5% sua atividade. Entretanto, o

teste estatistico aplicado ndo determinou diferenca entre os grupos avaliados
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(Figura 4b). Finalmente, a aplicagdo do laser sobre as células reduziu em 60,8% a
expressdo de fosfatase alcalina quando comparado com o grupo controle. Esta
diferenca foi estatisticamente significante quando o teste de Mann-Whitney
(p>0,05) foi aplicado sobre os valores numéricos obtidos (Figura 4c).

Com relacdo ao RT-PCR, foi possivel identificar na fotodocumentag@o
(Figura 5) a presenca de bandas integras para os genes Fn, Col-I e o Gapdh tanto
para o grupo experimental como para o controle. A intensidade das bandas foi
dosada a partir da densitometria das bandas eletroforéticas e os valores obtidos em
pixels das amostras dos genes Col-1 e Fn comparados com o controle de
carregamento para se estimar os niveis de expressdo dos genes investigados em
relagdo ao controle enddgeno Gapdh. Os valores em porcentagem das bandas de
coldgeno e fibronectina ndo apresentaram diferencas nas suas intensidades,

determinando assim que as células ndo sofreram influéncia do laser.
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FIGURA 4 - Visudlizagdo dos dados obtidos na pesquisa representados
gréficamente. 4a - metabolismo celular; 4b - proteinas totais; 4c - fosfatase alcalina
para os grupos laser e controle. Barras indicadas com letras iguais representam
grupos que ndo diferem estati sticamente (Mann-Whitney, p>0,05).
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FIGURA 5 - Foto do gel de brometo com as bandas dos genes estudados (Gapdh, Col-1 e
FN) para o grupo controle e 0 experimental.






O laser de baixa intensidade tem sido aplicado nas diversas areas da salide.
Entretanto, pouco se conhece a respeito de seus mecanismos de atuagdo direta ou
indireta sobre as células (Karu et a.*, 1996; Jia et d.?’, 2004). Especula-se que,
num primeiro momento, aluz laser seja absorvida pelo tecido e em seguida, essa
energia sgja transferida para componentes intracelulares, promovendo efeitos
fotoelétricos que induzem a regulacdo do sistema celular por meio do processo
conhecido como biomodulaggo (Stein et al.®, 2005, Tuby et a.” 2007). Este
processo, 0 qual pode ser obtido pela irradiagdo com o laser vermelho e infra-
vermelho, possui um limiar de penetragdo nos tecidos bioldgicos dependente do
comprimento de onda, bem como das propriedades Opticas, espessura e
reflectancia do tecido irradiado (Mochizuki-Oda et al.>>, 2002, Jia et al.?’, 2004).
Para 0 laser com comprimento de onda que se localiza no infra-vermelho, ta
como aquele utilizado na presente pesquisa, a interagdo ocorre com 0S
croméforos presentes na mitocondria, estimulando assm as fungdes celulares
(Karu et a.*, 1995). Dentre essas fungdes, as mais estudadas com relacdo a
biomodulacdo sdo a proliferagdo celular, reparacéo tecidual associada a liberacéo
de proteinas e citocinas, e a sintese de matriz de colageno (Kreisler et a.*°, 2003,
Ferreiraet al.* 2006, Matsui et a.>*, 2007, Tuby et al.”®, 2007).

Diversas pesquisas tém demonstrado que o efeito biomodulador do laser
de baixa intensidade € especifico para os diversos tipos celulares, dentre eles o
macréfago, linfécito, queratindcito, célula endotelial, fibroblasto e osteoblasto
(Grossman et al.?%, 1998, Almeida-Lopes et al.?, 2001, Khadra et al.****", 2005,

Moore et a.*, 2005). No caso das células com fendtipo de odontoblasto, a
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proliferacdo celular e a sintese de determinadas proteinas estéo entre os efeitos
biomoduladores mais desejados, pois estas atividades celulares participam
diretamente do processo de reparagéo do tecido pulpar. Tem sido descrito que a
irradiacdo das células com laser promove a excitacdo eletrénica de moléculas
fotoaceptoras presentes na cadeia respiratéria, 0 que desencadeia respostas
proliferativas juntamente com o aumento na expressdo protéica (Karu et a3
2004). Na presente pesquisa, dentro dos pardmetros especificos de irradiagdo
selecionados e avaliados, foi possivel observar aumento percentua de 3,5% e
34,5% no metabolismo das células odontoblastéides MDPC-23 e na expressao
total de proteinas, respectivamente. Todavia, esses dados ndo foram
estatisticamente diferentes daqueles observados para o grupo controle, onde as
células ndo foram irradiadas. Essa baixa proliferagdo celular, associada ao
limitado aumento na sintese de proteinas demonstrou a discreta tendéncia de
resposta positiva a biomodulagdo, sugerindo, dessa maneira, que a dose aplicada
sobre as células ndo foi suficiente para estimular significantemente suas atividades
metabdlicas.

O comprimento de ondainfra-vermelho utilizado no presente experimento,
quando aplicado em doses ideais, pode atingir a membrana mitocondrial da célula,
sendo entdo absorvido pelos cromoforos. Essas estruturas sdo fotossensiveis e
englobam a classe das porfirinas, flavinas, citocromos mitocondriais, membrana
plasmética e sistema NADH oxidase, o qual possui flavoproteinas e citocromo b
(Kale et al.8, 1992, Fraikin et al.?, 1996, Edwards et al.'°, 2001). Esse espectro,

mais especificamente no comprimento de onda do 810 ao 830 nm, quando
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absorvido pelo citocromo ¢ oxidase da mitocondria (Mochizuki-Oda et a.*,
2002, Kreisler et al.**, 2003) promove modificactes répidas da cascata de reacoes
quimicas e fisicas no interior da célula, promovendo ateracGes metabdlicas (Karu
et a.%, 1988). Essas modificagdes resultam dos elétrons absorvidos na irradiagdo
pelo citocromo e transferidos, na respiracdo oxidativa, para o receptor Cua e
posteriormente conduzidos internamente dos receptores Cua heme-a para o heme-
as/Cug central, por meio de 7 reagdes de Oxido-reducéo intermediarias,
envolvendo as moléculas de Fe e Cu. Esse processo resulta na reducdo da
molécula de oxigénio e consequente produgdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Karu et a.®, 2004, Tuby et al.”, 2007). Assm, a presenca de ROS
intracelular aterao estado REDOX dacédula (Lubart et al.*®, 2005), sendo que em
concentragdes inferiores ao limiar de dano celular, ocorre a producéo de diversos
efeitos benéficos paras as células, tais como: proliferacdo, diferenciacéo e
regulacdo de sua sobrevivéncia (Murrell et al.>®, 1990, Burdon’ , 1995, Burdon et
al., 1995, Caaghan et al."®, 1996). Contudo, na presente pesquisa, as alteragies
de sintese protéca e metabolismo ndo foram estatisticamente diferentes quando as
células receberam a irradiacdo. Estes dados cientificos nos permitem especular
novamente que os parametros do laser aplicados sobre as células MDPC-23 nédo
foram suficientes para ativar os croméforos e assim produzir a quantidade de ROS
necess&ria para promover modificagdes em toda a cascata de reages positivas
sobre este tipo celular. Esta especulagdo se deve ao fato de que resultados
semelhantes aos encontrados no presente experimento também foram

demonstrados por outros pesquisadores (Grossman et al.?, 1998), os quais ndo
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encontraram proliferacdo celular em cultura de queratindcitos nas dose inferiores
a 0,42 Jcm?. Todavia, Tuby et al.” (2007), ao irradiar células em cultura com
laser num comprimento de onda de 804 nm e doses mais elevadas (entre 1 e 3
Jem?), observaram proliferacio de células mesenquimais e cardiacas em 4.6 e 3.5
vezes, respectivamente.

O aumento do metabolismo e proliferagdo celular ndo sdo os Unicos efeitos
desgjados na terapia com laser de baixa intensidade. No caso da célula
odontoblastéide MDPC-23 utilizada na presente pesquisa, a biomodulacdo
estimularia também a sintese de proteinas tipicas da matriz dentinaria, tais como
col&geno, fibronectina e fosfatase alcalina. Tem sido demonstrado que a fosfatase
acalina (ALP) é uma enzima envolvida na minerdizacdo dos tecidos (Stein et
al.%, 2005, Matsui et al.>* 2007) e em geral, sua acdo esta correlacionada com o
processo inflamatério (Matsui et al.>* 2007). Diversas células pulpares, tais como
fibroblastos, osteoblastos e odontoblastos, podem sintetizar e liberar ALP
(Tsukamoto et a.”, 1992). Numa pesquisa recente, Matsui et al.>* (2007)
aplicaram o laser de GaAlAs sobre cdulas pulpares. Os autores demonstraram a
ocorréncia de estimulo da atividade e express@o de fosfatase alcalina, a qual,
também, € um marcador da diferenciacdo celular. Todavia, outros pesquisadores
verificaram que o laser ndo influenciou a atividade de sintese de ALP por células
em cultura irradiadas (Coombe et a.*3, 2001, Khadra et al.*, 2005). E possivel
sugerir que as diferentes linhagens celulares utilizadas nas pesquisas
desenvolvidas até o momento podem determinar resultados variados. Apesar das

células MDPC-23 utilizadas na presente pesquisa serem mais sensivels a efeitos
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agressivos quando comparadas com fibroblastos L929 (dados laboratoriais ainda
ndo publicados), tais células odontoblastdides responderam aos efeitos do laser na
dose utilizada, reduzindo a expressao de ALP em 60,8%, diferentemente de outros
tipos celulares utilizados em pesquisas anteriores (Coombe et al.**, 2001, Khadra
et al.>, 2005).

Outra proteina tipica da dentina é o colageno, responsavel pela formagéo
de uma matriz fibrosa, sobre a qual os cristais de apatita sdo depositados (Coombe
et al.’3, 2001, Marques et al.*?, 2004, Ferreira et a.?°, 2006). Durante o processo
de reparag@o da polpa, ocorre a intensa sintese de matriz dentinéria, a qual é
basicamente composta por coldgeno tipo 1. Esta matriz de dentina rica em
coldgeno pode ser depositada por fibroblastos, odontoblastos e/ou osteoblastos
(Ferreira et al.?°, 2006). Apesar de alguns autores relatarem o aumento na
proliferacdo de fibroblastos in vitro apds terem sido irradiados com laser infra-
vermelho (Almeida-Lopes et al. 2, 2001, Pereira et al.®, 2002), Kreider et a.*®
(2003) e Marques et al.>* (2004) afirmaram que 0 aumento no nimero celular ndo
significa aumento da atividade de sintese celular. Os autores demonstraram ainda
que a elevada densidade de energia aplicada sobre células do tipo fibroblastos em
cultura, apesar de ativar a proliferacéo celular, pode reduzir a sintese de colageno.
Na presente pesquisa, a expressdo de colégeno néo foi influenciada pelairradiacdo
das células MDPC-23 com laser dentro dos parémetros estabelecidos. Mais uma
vez, pode-se sugerir que a metodologia de irradiagdo utilizada no presente estudo
néo foi adequada para ativar células de linhagem odontoblastica a expressar genes

que codificam para colégeno tipo 1.
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Tem sido relatado que o coldgeno participa dos processos reparacionais e
possui afinidade, assm como os glicosaminoglicanos, pela fibronectina (FN).
Quando em condig¢des de normalidade, o tecido pulpar expressa FN por meio das
células odontoblasticas (Ferreira et a.?°, 2006). Tal proteina pode ser
abundantemente encontrada ao redor das paredes dos vasos sangliineos e junto a
camada de odontoblastos, atuando na diferenciacdo, polarizacéo e migragdo destas
células durante a formagéo e reparacio dentindria (Ferreira et a.%, 2006). A
diferenca estatisticamente nd significante entre 0s grupos controle e
experimental, com relacdo a expressdo da FN, confirma que a densidade de
energia e os demais parametros utilizados na presente pesquisa ndo foram
suficientes para estimular a sintese dessa proteina Em contra partida, Ferreira et
al.?’ (2006) observaram um aumento significativo na expressio dessa protefna ao
irradiar pré-molares humanos com dose de 4 Jicm?.

Na presente pesquisa tanto o coléageno quanto a fibronectina foram
avaliados por meio de expressdo génica. O sinal eletrOnico proveniente da
irradiacdo excita as moléculas fotoaceptoras localizadas na mitocondria. Tal sinal
€ amplificado e transduzido para o ntcleo por meio de reagdes bioquimicas (Karu
et al.*, 1996), resultando na producdo de enzimas, tais como: Na'-ATPase, K*-
ATPase e Na'/K" exchangers (NHES). Todas esas enzimas desempenham
importante funcéo na regulacéo de genes e nos sinais de transducdo (Karu et a. %,
1996). O final dessas reagdes fotobioldgicas ocorre no nicleo, resultando em
aumento da taxa de sintese de DNA e RNA (Karu et a.*, 2004). Hamajima et

al.?* (2003) ao irradiarem células odontoblastéides em cultura com laser em dose
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de 7,64 Jcm?, observaram uma expressio de osteoglicina aumentada em 2,3
vezes. Contudo, ao se analisar os genes que codificam para Col-I e FN na presente
investigacdo, ndo foi possivel identificar uma ampliagdo na expressdo génica
decorrente do laser, sugerindo que a dose nédo foi suficiente para ativar a liberagéo
das enzimas Na'-ATPase, K*-ATPase e NHES.

Destarte a contrariedade de efeitos obtidos na literatura, sugere-se que a
dificuldade na compreensdo dos efeitos biomoduladores ndo apenas nas células
odontoblastéides, mas também em outros tipos, decorre da existéncia de diversos
protocolos e modelos experimentais. Assim sendo, para a terapia com o laser néo
existe uma padronizag8o das técnicas de aplicagdo, poténcia e fluéncia ideal para
cada procedimento, interferindo dessa maneira, na resposta celular (Moore et a.*®,
2005) frente a um determinado tratamento. Desta forma, a determinagéo dos
parédmetros de irradiacdo que englobam o comprimento de onda, densidade de
energia e irradiancia sGo essenciais para 0 delineamento de uma pesguisa
cientifica confidvel, uma vez que pode ocorrer a interacdo do comprimento de
onda com o acrilico havendo perda de energia ou ainda com o corante do meio de
cultura promovendo aquecimento local (Moore et a.>® 2005). Assim sendo, o
delineamento do estudo faz-se importante para que a resposta identificada no
trabalho sgja Unica e exclusivamente decorrente da agéo daluz laser na célula

No delineamento de um experimento para andlise da resposta celular &
irradiacdo, a escolha do meio de cultura para as células deve estar diretamente
relacionada com as caracteristicas do laser a ser utilizado. Isto porque o meio de

cultura pode conter um corante avermelhado (fenolftaleina) na sua composicéo, o
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gual apresenta um coeficiente de absor¢do para os diversos comprimentos de onda
(Almeida-Lopes et d.?, 2001). Este corante vermelho presente no meio de cultura
€ importante para o cultivo cdular, uma vez que possiveis contaminagdes ou
alteragdes de pH da solugdo durante a realizagdo do experimento, podem ser
facilmente observadas devido a alteracdo na cor do meio de cultura. Entretanto, a
absorcdo do comprimento de onda pelo corante pode ser convertida em calor pelo
método de relaxacdo molecular e transferéncia de energia e essa variagdo de
temperatura no microambiente celular, dependendo de sua intensidade, pode
causar danos celulares. Assim, na presente pesquisa, ap0s a espectroscopia de
transmitancia, foi possivel identificar que o meio de cultura(DMEM) com ou sem
o corante vermelho apresentavam um coeficiente de absor¢do de 5% para o
comprimento de onda na regido do infravermelho. Esse valor de coeficiente ndo
foi suficiente para aterar a temperatura do meio. Diante disto, e devido aos
beneficios de alteracdo de cor ja descritos, 0 meio de cultura selecionado para a
execucao desse projeto foi 0 meio de cultura(DMEM) avermelhado.

Como relatado previamente, a variagdo de temperatura € de extrema
importancia para avaliacgo daresposta celular (Zach et al.”®,1965, Kreisler et al.*,
2002, Mochizuki-Oda et al.*2002, Kadhra et al.*** 2005, Amano et al.3, 2006).
O limite de acréscimo de temperatura suportado pelas células da polpa foi
demonstrado por Zach, Cohen® (1965) a0 aquecer um instrumento e aplicélo
sobre a superficie dentéria. Esses autores identificaram a morte desta célula com
uma variagdo de temperatura do meio ambiente celular acima de 5,5°C. Na

presente pesquisa 0 monitoramento térmico permitiu visudizar a variacdo de
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temperatura de 0,6°C no meio de cultura sem SFB, e nas concentragdes de 2% e
10% de SFB. Porém, para a concentracdo de 5% de SFB, avariagéo foi de 0,4°C.
Esses valores eliminam os possiveis danos térmicos a célula, permitindo, assim,
que as respostas identificadas sgjam exclusivas da atuagdo do laser no
metabolismo celular.

A resposta celular frente & laserterapia também pode ser influenciada pela
condicdo de edresse, visto que sob estas condigbes, 0 mecanismo de resposta
celular é mais sensivel a0 efeito biomodulador do laser (Almeida-Lopes et a2,
2001, Marques et d.*?, 2004, Khadra et al.**3¢, 2005). Essa condicdo envolve
desde uma alterag@o dos agentes oxidativos até mesmo uma caréncia nutricional
(reducdo na porcentagem de SFB no meio de cultura), sendo esta Ultima mais
efetivamente utilizada para estudar os efeitos do laser sobre o metabolismo celular
(Almeida-Lopes et a.?, 2001, Cagnie et al.®, 2003, Jiaet al.?’, 2004, Stein et al.*,
2005). Diversos autores tém utilizado essa condig&o previamente ao processo de
irradiacdo, sendo que a biomodulagdo, na maioria das vezes, tém resultados
efetivos, como observado por Pereira et a.®* (2002), os quais relataram a
ocorréncia de aumento da proliferagdo celular nas células NIH 3T3 colocadas em
condicdo de estresse (meio de cultura suplementado com gpenas 2,5% de SFB).
Mediante a tal fato, no presente experimento o meio de cultura, apos 24 horas de
cultivo, foi substituido por um meio sem a presenca de SFB. Entretanto, Almeida-
Lopes et d.? (2001) demonstrou que fibroblastos cultivados em meio de cultura
sem SFB néo foram capazes de apresentar crescimento, enquanto que a adicéo de

5% SFB proporcionou uma taxa de proliferagdo menor do que a ided (10%),
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porém suficiente para induzir a uma condigdo de estresse in vitro. Sendo assim, a
condicdo experimental utilizada na presente pesquisa pode de alguma maneira ter
prejudicado a avaliacdo do real efeito da laserterapia sobre as células MDPC-23.
Novas pesquisas sd0 necessarias com o intuito de determinar a melhor condicéo
de estresse em cultura para cé ulas com fenétipo de odontoblasto.

As respogtas positivas do laser sdo influenciadas também pelo periodo de
repeticdo da irradiagio (Kreisler et a.*, 2003, Khadra et d.*%, 2005). Na
presente pesquisa, foram realizadas 6 aplicagbes do laser com intervalos de 12
horas, ou sgja, todas as avaliagdes da resposta das células a laserterapia foram
executadas 72 horas apds o cultivo celular. Os efeitos mais postivos da
bioestimulagdo celular encontrados na literatura seguem o mesmo periodo de
avaliacdo (Khadra et a.®, 2005, Almeida —Lopes et al.?, 2001). Contudo,
Kreisler et a.** (2002) demonstrou, para fibroblastos, que o efeito de estimulacio
do LLLT foi observado apenas com 24 horas. Diante dos resultados contraditorios
expostos anteriormente, conclui-se que mais estudos sobre a resposta celular
frente a diferentes tipos de laser, periodos de irradiagdo e seus par@metros
especificos, sdo de sumaimportancia para se identificar o protocolo de irradiacdo
mais apropriado para a bioestimulagdo de cada tipo isolado de célula (Khadra et
al.**3" 2005), evitando-se, com isso, avaliacBes precoces ou tardias que poderiam
camuflar o real efeito daterapia.

Desta maneira, novas investigagdes utilizando diferentes valores de
densidade de energia e outros parametros de laser sd0 necessérias para promover o

entendimento dos reais efeitos da laserterapia nas células odontoblastéides
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MDPC-23 em cultura, uma vez que a dose ou mesmo 0s parametros especificos

para esse tipo celular néo foi, até o presente momento, descrito daliteratura.






Foi possivel concluir, dentro das condigdes experimentais, que as células
irradiadas com a luz laser, de acordo com os parametros utilizados na presente
pesquisa, apresentaram discreta reducdo na expressdo de col&geno, fibronectina e
fosfatase alcalina Sendo assim, a dose (fluéncia) da luz laser oferecida as células
odontoblastéides MDPC-23 em cultura ficou aguém da necessaria para sobre-

regular a expressdo de proteinas especificas.






Referéncias *

1. Aihara N, Yamaguchi M, Kasai K. Low-energy irradiation stimulates formation
of osteoclast-like cells via RANK expressin vitro. Lasers Med Sci. 2006; 21:24-
33.

2. AlmedalLopes L, Rigau J, Zéngaro RA, Guidugli-Neto J, Jaeger MMM.
Comparison of the low level laser thergpy effects on culture irradiance an same
fluency. Lasers Surg Med. 2001; 29:179-84.

3. Amano T, Muramatsu T, Amemiya K, Kubo K, Shimono M. Responses of rat
pulp cdlsto heat stressin vitro. J Dent Res. 2006; 85: 432-5.

4. Aranha AMF, Souza PPC, Giro EMA, Hebling J, Costa CAS. Effect of curing
regime on the cytotoxicity of resin-modified glass-ionomer cements applied to an
odontoblast-cell line. Dent Mater. 2006; 22: 864-9.

5. Banfidd N, Addy M. Dentine hypersensitivity: development and evaluation of a
model in situ to study tubule patency. J Clin Periodontol. 2004; 31: 325-35.

6. Brannstrom M. The hydrodynamic theory of dentinal pain: sensation in
preparations, caries, and the dentinal crack syndrome. J Endod. 1986; 12: 453-7.

7. Burdon RH. Superoxide and hydrogen peroxide in relation to mammalian cell
proliferation. Free Radic Biol Med. 1995; 18: 775-94

8. Burdon RH, Alliangana D, Gill V. Hydrogen peroxide and the proliferation of
BHK-21 cdls. Free Radic Biol Med. 1995; 23: 471-86.

9. Cagnie EMVB, Corndlissen MJ, Declerecq HA, Cambier DC. Increased
fibroblast proliferation induced by light emitting diode and power laser

irradiation. Lasers Surg Med. 2003; 18:95-9.

*De acordo com o edstilo Vancouver. Disponivel em:
http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html



http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html

Referéncias

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Cadlaghan GA, Riordan G, Gilmore WS, Mcintyre lA, Allen JM, Hannigan BM.
Reactive oxygen species inducible by low-intensity laser irradiationalter DNA

synthesis in the haemopoietic cel line U937. Lasers Surg Med. 1996; 19: 201-6.

Ciaramicoli TM, Carvaho CRR, Eduardo PC. Treatment of cervical dentin
hypersensitivity using Neodymium: Y ttrium—Aluminum-Garnet laser. Clinical
evd uation. Lasers Surg Med. 2003; 33: 358-62.

Cadlls J. Laterapialaser, hoy. Barcelona: Centro Documentacion Laser; 1986.
Coombe AR, Ho CTG, Darenddiler MA. The effects of low leve laser
irradiation on osteoblastic cdlls. Clin Orthod. 2001; 4:3-14.

Costa CAS, Hebling J, Hanks CT. Effects of light-curing time on the cytotoxicity
of arestorative resn composite applied to an immortalized odontoblast-cdll line.
Oper Dent. 2003; 28: 365-70.

Costa CAS, Hebling J, GarciaaGodoy F, Hanks CT. In vitro cytotoxicity of five
glass-ionomer cements. Biomateria's. 2003; 24:3853-8.

Costa CAS, Vaerten MA, Edwards CA, Hanks CT. Cytotoxic effects of current
denta adhesive systems on immortalized odontoblast cell line MDPC-23. Dent
Mater. 1999; 25: 434-41.

Costa CAS, Duarte PCT, Souza PPC, Giro EMA, Hebling J. Cytotoxic effects
and pulpal response caused by a minera trioxide aggregate formulation and
calcium hydroxide. Am J Dent. 2007 (In press).

Dababneh RH, Khouri AT, Addy, M. Dentine hypersensitivity— an enigma? a
review of terminology, epidemiology, mechanisms, aetiology and management.

Br Dent J. 1999; 187: 606-61.



Referéncias

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Edwards AM, Silva E. Effect of visible light on selected enzymes, vitamins and
amino acids. J Photochem Photobiol. B 2001; 63: 126-31.

Ferreira ANS, Silveiral, Genovese WJ, de Araljo VC, Frigo L, de Mesquita RA,
et al. Effect of GaAlAs laser on reactiona dentinogenesis induction in human
teeth. Photomed Laser Surg. 2006; 24: 358-65.

Fraikin GY, Strakhovskaya MG, Rubin AB. The role of membrane-bound
porphyrin-type compound as endogenous sensitizer in photodynamic damage to
yeast plasma membranes. J Photochem Photobiol. B Biol. 1996; 34: 129-35.
Friedmann H, Lubart R, Laulicht I. A possible explanation of laser-induced
stimulation and damage of cdl cultures. J Photochem Photobiol Biol. 1991; 11:
87-95.

Grossman N, Schneid N, Reuveni H, Haevy S, Lubart R. 780 nm low power
diode laser irradiation stimulates proliferation of keratinocyte -cultures:
invol vement of reactive oxygen species. Lasers Surg Med. 1998; 22: 212-8
Hamgjima S, Hiratsuka K, Kiyama-Kishikawa M, Tagama T, Kawahara M, Ohta
M, e a. Effect of low-level irradiation on osteoglycin gene expression in
osteoblasts. Lasers Med Sci. 2003; 18: 78-82.

Hanks CT, Sun ZL, Fang DN, Edwards CA, Wataha JC, Ritchie HH, et a.
Cloned 3T6 cell line from CD-1 mouse feta molar dental papillae. Connect
Tissue Res. 1998; 3: 1-17.

He WX, Niu ZY, Zhao SL, Jin WL, Gao J, Smith AJ. TGF —  activated leads to
a Smad3 — mediated down — regulation of DSPP in an odontoblast cdl line. Arch
Oral Biol. 2004; 49: 911-8.

JaYL, Guo ZY. Effect of low-power He-Ne laser irradiation on rabbit articular

chondrocytes in vitro. Lasers Surg Med. 2004; 34: 323-8.



Referéncias

28.

29.

30.

31.

32.

33.

35.

36.

37.

Kae H, Harikuman P, Kulkarni SB, Nair PM, Netrawai MS. Assessment of the
genotoxic potentia of riboflavin and lumiflavin B. Effect of light. Mutat Res.
1992; 298: 17-23.

Karu T. Modecular mechanism of the therapeutic effect of low-intensity laser
radiation. Lasers Life Sci. 1988; 2: 52-74.

Karu T, Pyatibrat LV, Afanasyeva NI. Cdlular effect of low power laser therapy
can be mediated by nitric oxide. Lasers Surg Med. 2005; 36:307-14.

Karu T, Pyatibrat L, Kalendo G. Irradiation with He-Ne laser increases ATP level
in cells cultivated in vitro. J Photochem Photobiol. 1995; 27: 219-23.

Karu T, Pyatibrat LV, Kaendo GS, Esendliev RO. Effects of monochromatic
low-intensity light and laser irradiation on adhesion of hela cellsin vitro. Lasers
Surg Med. 1996; 18: 171-7.

Karu TI. Photobiological fundamentals of low power laser therapy. |IEEE J

Quantum Electron. 1987; 23:1703-17.

. Karu TI, Pyatibrat LV, Kdendo GS. Photobiological modulation of cdl

attachment via cytochrome ¢ oxidase. Photochem Photobiol Sci. 2004, 3: 211-6.
Khadra M, Lyngstadaas SP, Haanaes HR, Mustafa K. Determining optimal dose
of laser therapy for attachment and proliferation of human ora fibroblasts
cultured on titanium implant material. JBiomed Mater Res 2005; 73: 55-62.
Khadra M, Lyngstadaas PS, Haanees RH, Mustafa K. Effect of laser therapy on
attachment, proliferation and differentiation of human osteoblast-like cdls
cultured on titanium implant material. Biomaterias. 2005; 26: 3503-9.

Khadra M, Kasem N, Lyngstadaas SP, Haanaes HR, Mustafa K. Laser therapy

accd erates initial attachment and subsequent behavior of human ord fibroblasts



Referéncias

38.

39.

41.

42.

cultured on titanium implant material. A scanning eectron microscopic and
histomorphometric analysis. Clin Ora Implants Res. 2005; 16: 168-75.

Kienle A, Hibst R. Light guiding in biological tissue due to scattering. Phys Rev
Letters. 2006; 97: 018104.1-018104.4.

Kikuchi H, Sawda T, Yanagisawa T. Effects of a functional agar surface on in
vitro dentinogenesis induced in proteolyticaly isolated, agar-coated dental
papillaein rat mandibular incisors. Arch Oral Biol. 1996; 41: 871-83.

Kim Y-D, Kim S-S, Hwang D-S, Kim G-C, Shin S-H, Kim U-K, et al. Chung.
Effect of low level laser treatment after installation of dentd titanium implant-
immunohistochemical study of vascular endotheliad growth factor: an
experimental study in rats. Laser Phys. Lett. 2007; 4: 1-5.

Kimura Y, Wilder-Smith P, Matsumoto K. Laser in endodontics: a review. Int
Endod J. 2000; 33: 173-85.

Kimura Y, Wilder-Smith P, Yonaga K, Matsumoto K. Treatment of dentine

hypersensitivity by lasers: areview. J Clin Periodontol. 2000; 27: 715-21.

. Koutna M, Janisch R, Vesdska R. Effects of low-power irradiation on cell

proliferation. Sor Med (BRNO). 2003; 76: 163-72.

. Kreider M, Al-Hg H, d'Hoedt B. Intrapulpal temperature changes during root

surface irradiation with an 809-nm GaAlAs laser. Oral Surg Oral Med Ord

Pathol Ord Radiol Endod 2002; 93:730-5.

. Kreider M, Christoffer AB, Willerstausen B, d'Hoedt B. Effect of low-level

GaAlAs laser irradiation on the proliferation rate of human periodonta ligament

fibroblasts: an in vitro study. J Clin Periodontol. 2003; 30: 353-8.



Referéncias

46.

47.

49.

50.

51.

52.

53.

Kujawa J, Zavodnik 1B, Lapshina A, Labieniec M, Bryszewska M. Cdl survival,
DNA, and protein damage in bl4 cels under low-intensity near-infrared (810
nm) laser irradiation. Photomed Laser Surg. 2004; 22: 504-8.

Ladalardo TCCGP, Pinheiro A, Campos RAC, Brugnera Janior A, Zanin F,
Albernaz PLM, et a. Laser therapy in the treatment of dentine hypersensitivity.

Braz Dent J. 2004; 15: 144-50.

. Lizardli RFZ; Miguel FAC; Villac GEP; Carvalho Filho E; Pelinoe JEP; Bagnato

VS. Clinica effects of low-intensity laser vs light-emitting diode therapy on
dentin hypersensitivity. J Oral Laser Applications. 2007; 7: 129-36.

Lubart R, Eichler M, Lavi R, Friedman H, Shainberg A. Low-Energy laser
irradiation promotes cellular redox activity. Photomed Laser Surg. 2005; 23: 3-9.

Lubart R, Friedmann H, Levinsha T, Lavie R, Breitbart H. Effect of light on
calcium transport in bull sperm cells. J Photochem Photobiol Biol. 1992; 15: 337-
41.

MacDougall M, Thiemann F, Ta H, Hsu P, Chen LS, Snead ML. Temperature
sensitive simian virus 40 large T antigen immortalization of murine odontoblast
cdl cultures: establishment of clonal odontoblast cell line. Connect Tissue Res.
1995; 33: 97-103.

Marques MM, Pereira AN, Fujihara NA, Nogueira FN, Eduardo CP. Effect of
low-power laser irradiation on protein synthesis and ultrastructure of human
gingival fibroblasts. Lasers in Surg Med 2004; 34: 260-5.

Marsilio AL, Rodrigues JR, Borges AB. Effect of the clinical aplication of the
GaAlAs laser in treatment of dentin hypersitivity. J Clin Laser Med Surg. 2003;

21:291-6.



Referéncias

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Matsui S, Tsujimoto Y, Matsushima K. Stimulatory effects of hydroxyl radical
generation by ga-al-as laser irradiation on mineralization ability of human dental
pulp cdls. Biol. Pharm. Bull. 2007; 30: 27-31.

Mochizuki-Oda N, Kataoka Y, Cui Y, Yamada H, Heya M, Awazu K. Effects of
near-infrared laser irradiation on adenosine triphosphate and adenosine
diphosphate contents of rat brain tissue. Neurosci L ett. 2002; 323: 207-10.
Moore P, Ridgway TD, Higbee RG, Howard EW, Lucroy MD. Effect of
wave ength on low-intensity laser irradiation-stimulated cel proliferation in vitro.
Lasers Surg Med. 2005; 36: 8-12.

Mosmann T. Rapid colorimetric assay for cdlular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods. 1983;
65: 55-63.

Murrell GAC, Francis MJO, Bromley L. Modulation of fibroblast proliferation by
oxygen free radicals. Biochem J. 1990; 265: 659-65.

Nara Y, Tsukamoto Y, Fukutani S, Yamaguchi N, Mori M, Morioka T.
Stimulative effect of He-Ne laser irradiation on cultured fibroblasts derived from
human dental pulp. Lasers Life Sci. 1992; 4. 249-56.

Parker S. Low-level laser usein dentistry. Br Dent J. 2007; 202: 131-8.

Pashley DH. Mechanisms of dentine sensitivity. Dent Clin North Am. 1990; 34:
449-74.

Pereira SN, Eduardo CP, Matson E, Marques MM. Effect of low-power laser
irradiation on cell growth and procollagen synthesis of cultured fibroblasts.

Lasers Surg Med. 2002; 31: 263—7.



Referéncias

63.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Read SM, Northcote DH. Minimization of variation in the response to different
proteins of the Coomassie blue G dye-binding assay for protein. Ana Biochem.

1981, 116: 53-64.

. Reddy GK, Stehno-Bittel L, Enwemeka CS. Laser photostimulation of collagen

production in healing rabbit achilles tendons. Lasers Surg Med. 1998; 22: 281-7.
Romanos GE, Pdekanos S, Strub JR. Effects of Nd:Y AG laser on wound heding
processes: clinical and immuno-histochemical findings in rat skin. Lasers Surg
Med. 1995; 16: 368-79.

Roy AV. Rapid method for determining akaline phosphatase activity in serum
with thymolphthal ein monophosphate. Clin Chem. 1970; 16: 431-6.

Schwarz F, Arweller N, Georg T, Reich E. Desensitizing effects of an Er:Y AG
laser on hypersensitive dentine. A controlled, prospective clinica study. J Clin
Periodontol. 2002; 29: 211-5.

Souza PPC, Aranha AMF, Hebling J, Costa CAS. In vitro cytotoxicity and in
vivo biocompatibility of contemporary resin-modified glass-ionomer cements.
Dent Mater. 2006; 22: 838—44.

Stein A, Benayahu D, Maltz D, Oron U. Low-levd laser irradiation promotes
proliferation and differentiation of human osteoblasts in vitro. Photomed Laser
Surg. 2005; 23: 161-6.

TateY, YoshibaK, YoshibaN, Iwaku M. Odontoblast responses to GaAl As | aser
irradiation in rat molars. an experimental study using heat-shock protein-25
immunohistochemistry. Eur J Oral Sci. 2006; 114: 50-7.

Tsukamoto Y, Fukutani S, Shin-lke T, Kubota T, Sato S, Suzuki Y, € al.
Mineradlized nodule formation by cultures of human dental pulp-derived

fibroblasts. Arch Oral Biol. 1992; 37: 1045-55.



Referéncias

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Tuby H, Mdtz L, Oron U. Modulations of VEGF and iNOS in the rat heart by
low level laser therapy are associated with cardioprotection and enhanced
angiogenesis. Lasers Surg Med 2006; 38: 682-8.

Tuby H, Maltz L, Oron U. Low-levd laser irradiation (LLLI) promotes
proliferation of mesenchyma and cardiac stem cellsin culture. Lasers Surg Med.
2007; 39: 373-8.

Villa GEP, Catirse ABCED, Lia RCC, Lizardli RFZ. In vivo anayss of low-
power laser effectsirradiation at stimulation of reactive dentine. Laser Phys. Lett.
2007; 4: 690-5

Vinck EM, Cagnie BJ, Corndissen MJ, Declercq HA, Cambier DC. Increased
fibroblast proliferation induced by light emitting diode and low power laser
irradiation. Lasers Med Sci. 2003;18: 95-9.

West N, Addy M, Hughes J. Dentin hypersensitivity: the effects of brushing
desensitizing toothpastes, their solid and liquid phases, and detergents on dentin
and acrylic: studiesin vitro. J Oral Rehabil. 1998; 25: 885-95.

Yamada K. Biological effects o low power laser irradiation on clona
osteoblastics cells (MTC3T3-EL). J Jpn Orthop Assoc. 1991; 65: 787-99.

Zach L, Cohen G. Pulp response to externally applied heat. Oral Surg Oral Med

Oral Pathal . 1965; 19: 515-30.



Autorizo areproducédo deste trabal ho.

(Direitos de publicagéo reservado ao autor)

Araraquara, 01 de agosto de 2008.

CAMILA FAVERO DE OLIVEIRA



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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