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RESUMO 

 

Objetivo: avaliar o efeito de diferentes parâmetros do LED vermelho sobre o 

número de células viáveis, metabolismo celular, morfologia e modulação de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e óxido nítrico (ON) por células pulpares de dentes 

decíduos.  

Material e método: células pulpares de dentes decíduos foram obtidas de 2 dentes 

hígidos esfoliados e cultivadas em placas de acrílico de 24 compartimentos 

(1x105células/compartimento) utilizando DMEM suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB). Após 24 horas, foi realizada a indução da produção de mediadores 

inflamatórios pela aplicação de lipopolissacarídeo (LPS) de E.Coli, na concentração de 

10µg/ml de meio de cultura. Logo após a aplicação do LPS as células foram irradiadas 

uma única vez (630 nm, 40 mW/cm2 e 80 mW/cm2) nas doses de 4 J/cm2, 15 J/cm2 e 

30 J/cm2. Foram realizadas as análises de viabilidade celular (MTT), número de 

células viáveis (azul de Tripano), morfologia celular (MEV) bem como a quantificação 

de ON (reagente de Griess) e de espécies reativas de oxigênio (EROs) utilizando uma 

sonda de fluorescência (DCFH-DA).  Todas as avaliações foram realizadas 24 horas 

após a irradiação. Os testes estatísticos foram Kruskall-Wallis e Mann-Whitney, com 

inferências estatísticas baseadas no nível de significância de 5%. 

Resultado: Na presença de LPS, as doses de 15 e 30 J/cm2 (40 mW/cm²) e 4 e 15 

J/cm² (80 mW/cm²) apresentaram maior viabilidade celular quando comparado ao 

grupo controle (não irradiado) (p<0,05). Para o número de células viáveis, não houve 

diferença entre os grupos (p> 0,05). Pôde-se observar células pulpares de aspecto 

normal, com formato fusiforme, recobrindo a lamínula de vidro na MEV. Na presença 

de LPS, os parâmetros irradiados com 40 mW/cm2 apresentaram os menores valores 

de ON, com diferença estatisticamente significante entre os parâmetros de irradiação e 

o grupo controle (com LPS) (p<0,05). Todas as doses foram capazes de modular a 

concentração de EROs, com exceção da dose de 4J/cm2-80 mW/cm2, que não 

apresentou diferença estatística quando comparada com o grupo controle positivo (p> 

0,05). As imagens geradas após a utilização da sonda para detecção de EROs 

confirmam os achados quantitativos. 

Conclusão: As densidades de energia de 15 e 30 J/cm² e irradiândia de 80 mW/cm² 

foram os parâmetros de irradiação mais efetivos para modular o estresse oxidativo nas 

células pulpares de dentes decíduos, sem causar danos ao metabolismo e morfologia 

celular. 

PALAVRAS-CHAVE: fotobiomodulação, polpa dentária, técnicas de cultura celular, 

estresse oxidativo.  
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ABSTRACT 

 

Objective: to evaluate the effect of different red LED parameters on the number of 

viable cells, cellular metabolism, morphology and modulation of reactive oxygen 

species (ROS) and nitric oxide (NO) by cells from deciduous teeth. 

Material and method: Cells from 2 sound exfoliated teeth were cultured in 24-chamber 

acrylic plates (105 cells/compartment) in DMEM supplemented with 10% fetal bovine 

serum (FBS). After 24 hours, the induction of the production of mediators was carried 

out, using LPS in the concentration of 10μg/ml of culture medium. Soon after LPS 

application, the cells were irradiated once (630 nm, 40 mW /cm2 and 80 mW/cm2) at 

the doses of 4 J/cm2, 15 J/cm2 and 30 J/cm2. Cellular metabolism (MTT), number of 

viable cells (trypan blue), cell morphology (scanning electron microscopy- SEM) and 

quantification of NO and reactive oxygen species (ROS) were performed using a 

fluorescence probe (DCFH-DA). All evaluations were performed 24 hours after 

irradiation. The statistical tests were Kruskall-Wallis and Mann-Whitney, with 

comparative inferences at the significance level of 5%. Results: In the presence of 

LPS, the doses of 15 and 30 J/cm2 and 4 and 15 J/cm2 (80 mW/cm2) presented 

greater cellular viability when compared to the control group (non-irradiated) (p <0.05). 

For the number of viable cells, there was no difference between groups (p>0.05). It 

was possible to observe pulp cells of normal aspect, with fusiform format, covering the 

cover glass in the SEM. Moreover, in the presence of LPS, the parameters irradiated 

with 40 mW/cm² had the lowest NO values, with a statistically significant difference 

between the irradiation parameters and the control group (with LPS) (p<0.05). All 

doses were able to modulate the ROS concentration, except for the dose of 4J/cm2-80 

mW/cm2, which did not present statistical difference when compared to the positive 

control group (p> 0.05). The images generated after the use of the probe for the 

detection of ROS confirm the quantitative findings. 

Conclusion: The energy densities of 15 and 30 J / cm² and the irradiance of 80mW/cm² 

were the most effective irradiation parameters for the cellular oxidation modulation, with 

no damages for cellular metabolism and morphology. 

 

Keywords: photobiomodulation, dental pulp, cell culture techniques, oxidative stress 
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INTRODUÇÃO 

 

As fontes luminosas como laser ou LED, ultimamente têm sido usadas como 

alternativas terapêuticas, sendo alvo de estudos em diversos ramos das ciências 

voltadas a saúde1,2,3,4,5. Pesquisas clínicas e laboratoriais têm avaliado o efeito da 

irradiação de baixa energia, conhecida como fototerapia, em reparos de diversos 

tecidos como o muscular e cartilaginoso 6,7, em células do sistema nervoso8,9, em 

reparo ósseo10,11 e também do complexo dentino-pulpar12,13,14. O emprego do LED ou 

laser tem sido bem aceito para aplicação no reparo do tecido pulpar13,14,15,16,17,18,19. 

Quando utilizada em padrões determinados, a irradiação com LED ou laser 

infravermelho e vermelho foi suficiente para propiciar o aumento da proliferação de 

células da polpa de dentes humanos18,19, de células pulpares de roedores17 e 

odontoblastóides13,16. Além disso, a expressão e a formação de proteínas relacionadas 

com a produção de dentina também foram estimuladas após o uso destas fontes de 

luz16,19. A fototerapia também foi capaz de formar tecido mineralizado, diminuir o 

infiltrado inflamatório e estimular a vascularização após exposição pulpar em molares 

de ratos15. Sugere-se que a luz possa ser utilizada clinicamente, após a retirada do 

tecido cariado, em cavidades médias e profundas, para estimular o reparo do tecido 

pulpar.  

A câmara pulpar é delimitada por dentina (tecido mineralizado) e tal característica 

não permite que o edema inflamatório tenha o seu extravasamento. A intensidade do 

processo inflamatório pode ser agravada, o que é prejudicial ao reparo tecidual, devido 

ao comprometimento da circulação sanguínea e linfática do dente, já que a chegada e 

saída dos vasos acontecem pelo forame apical20,21. Como exemplo, o radical livre 

Óxido Nítrico (ON), produzido pela enzima ON sintetase, é um produto do processo 

inflamatório após a injúria tecidual e tem o poder de danificar células sadias dos 

tecidos22. Assim, o ON e outras espécies reativas de oxigeno (EROs), que são 

moléculas instáveis, precisam ser moduladas. Deste modo, a regulação do processo 

inflamatório se faz necessária. Mesmo tendo o conhecimento de que a luz emitida pelo 

LED infravermelho é capaz de reduzir as concentrações de ON e EROs em células 

pulpares expostas ao LPS23, ainda não se tem definido quais parâmetros de irradiação 

seriam positivos ou negativos para a modulação do processo inflamatório pulpar.  

O uso da luz como método modulador de processos inflamatórios é importante, 

entretanto, as informações a respeito são poucas. Não existem afirmações no tocante 

de parâmetros de irradiação e doses que podem ser benéficas ou nocivas ao tecido e 

também sobre os efeitos do comprimento de onda vermelho nesta modulação. 
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Considerando que o LED pode promover a estimulação da proliferação celular da 

polpa dental13,17, ser de fácil uso e ser uma fonte luminosa de baixo custo, deve-se 

acentuar a magnitude do efeito da irradiação vinda do LED vermelho no processo de 

modulação inflamatória em tecido pulpar da dentição decídua. Esse método pode 

resultar em dados que serão alvos de pósteros estudos em âmbito laboratorial e 

clínico que salientem o uso desta revolucionária técnica de bioestimulação de células 

do tecido pulpar. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Obtenção e expansão das células pulpares 

 

Dois dentes decíduos hígidos e próximos à época de exfoliação foram coletados na 

Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uberlândia (UFU) no decorrer 

do atendimento a pacientes na Clínica Infantil, posteriormente à aprovação do Comitê 

de Ética em Pesquisa da UFU sob o número de protocolo 54488816.2.0000.5152. Os 

dentes foram doados pelos responsáveis dos pacientes que assinaram um termo de 

doação e consentimento. Os dentes, após a extração, foram colocados dentro de um 

tubo Falcon com meio de cultura e instantaneamente levados para o LABIOCEL - 

Laboratório de Biomateriais e Biomimetismo celular. No LABIOCEL, de forma 

mecânica, no interior de uma capela de fluxo laminar vertical, ocorreu a extração da 

polpa do interior da câmara pulpar usando uma colher de dentina afiada e limas 

endodônticas previamente esterilizadas. O tecido pulpar foi mergulhado no período de 

1 h, em temperatura de 37°C, em solução de seguinte conteúdo: 3 mg/ml de 

colagenase tipo I (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) e 4 mg/ml de dispase (Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, USA). A solução foi centrifugada a 1200 rpm por 2 minutos. 

No fundo do tubo Falcon foi formado o pellet e ressuspendido em meio basal. As 

células obtidas foram plaqueadas em frascos de 25cm² e incubadas por 4 dias a 37°C 

com 5% CO2 (Gronthos et al., 2000). A primeira substituição de meio de cultura 

aconteceu após 3 dias de incubação e, a partir desta troca, o meio de cultura foi 

trocado duas vezes por semana. No décimo e no vigésimo dia, aconteceram os 

repiques, quando as células estavam em sub-confluência. As células foram 

expandidas até a 4º passagem e congeladas para posterior realização do protocolo 

experimental. Os experimentos foram conduzidos em dois momentos diferentes 

(duplicata), utilizando as células dos dois dentes em ambos os momentos, para 

confirmação das respostas encontradas. 
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Protocolo experimental 

 

Indução da produção de mediadores inflamatórios 

 

As células pulpares de dentes decíduos (CPDDs) foram semeadas (1x105 

células/compartimento) em placas de 24 compartimentos (CostarCorp. Cambridge, 

MA, EUA), utilizando DMEM/F12 (Gibco, Langley, OK, EUA) suplementado com 5 

mmol/L de bicarbonato de sódio, 10% de soro fetal bovino (Gibco, Langley, OK, EUA), 

100 unidades de penincilina/ml, 0,23 mg estreptomicina/ml (Gibco, Langley, OK, EUA), 

e incubadas em atmosfera contendo 5% de CO2 a 37 °C. O meio de cultura foi trocado 

por DMEM (Gibco, Langley, OK, EUA) sem soro fetal bovino após 24 horas, sendo 

realizada a aplicação de LPS (LPS, Ultra-pure grade, Escherichia coli O111: B4, 

InvitroGen, San Diego, CA, EUA) na concentração de 10μg/ml de meio de cultura, 

para a indução da formação de mediadores inflamatórios. As células foram irradiadas 

uma única vez (LED 630nm, 40 mW/cm² e 80 mW/cm²) nas doses propostas de 4 

J/cm², 15 J/cm² e 30 J/cm², logo após a aplicação do LPS.  Os tempos de irradiação 

utilizados para cada dose de energia foram: 4J/cm²-40mW por 3’30”, 15J/cm²-40mW 

por 12’30”, 30J/cm²-40mW por 25’, 4J/cm²-80mW por 1’40”, 15J/cm²-80mW por 6’15” e 

30J/cm²-80mW por 12’30”. 

 

Viabilidade celular – MTT 

 

Passadas 24 horas após a irradiação, foi realizada a análise da viabilidade celular. 

O teste utilizado foi o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina) 

e para isso, o meio de cultura precisou ser substituído por 900 μL de DMEM sem soro 

fetal bovino e 100 μL de solução de MTT (5mg/ml em PBS -Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

MO, USA). As células ficaram em contato com a solução de MTT por 4 horas em 

incubadora a 37°C, e, após esse período, a solução foi aspirada e trocada por 700 μL 

de isopropanol acidificado (0,04 N de HCL), com a finalidade de diluir os cristais de 

formazan resultantes da clivagem do sal metil tetrazólio pela enzima desidrogenase 

succínica existente em células viáveis. Três alíquotas de 100 μL foram transferidas 

para uma placa com 96 compartimentos CostarCorp, Cambridge, MA, EUA), após 

homogeneização do soluto.  
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Azul de Tripano 

 

O número de células viáveis foi avaliada utilizando o teste de azul de tripano25. 

Após 24 horas da irradiação, o meio de cultura foi removido e as células tripsinizadas 

por meio da adição de 300 µL de Trypsina 0,25% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

durante 10 minutos. Após este período, 50 µL da suspensão de células e 50 µL de 

0,04% de solução Trypan Blue (Sigma–Aldrich, St Louis, MO, USA) foram transferidos 

para uma placa de 96 compartimentos. 

As células ficaram incubadas por 2 minutos em temperatura ambiente e 10 µL de cada 

amostra foi transferida para um hemocitômetro, utilizado para contar o número total de 

células viáveis e não viáveis, por meio de um microscópio de luz invertida (Nikon 

Eclipse TS 100, Nikon Corporation, Tokyo, Japan). Com o auxílio de um contador 

manual, foi realizada a contagem de células totais e células coradas (não viáveis) e a 

proliferação celular foi obtida pela subtração das células não viáveis das células totais 

da amostra. 

 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Foi realizada uma análise qualitativa da cultura celular com o objetivo de avaliar, 

principalmente, a morfologia das células pertencentes aos grupos experimentais e 

controle. Além da morfologia, outras características como a presença de mitoses, 

lesão de membrana e adesão celular ao substrato também pôde ser avaliada. Alguns 

estudos têm usado a técnica de MEV para avaliar células submetidas à irradiação com 

laser ou LED de baixa potência16,18,24. Porém, não foi observado na literatura atual, 

estudos que correlacionam as possíveis alterações morfológicas de células pulpares 

de dentes humanos e a irradiação com LED vermelho. Tal metodologia permitiu uma 

avaliação inédita, a qual complementou a análise de metabolismo celular, sendo as 

imagens geradas relevantes para a interpretação do comportamento das células 

pulpares irradiadas.  

As células foram semeadas em lamínulas de vidro e ao final do protocolo foram 

fixadas por 1 hora em glutaraldeído a 2,5% (Sigma–Aldrich, St Louis, MO, USA). Após 

fixação das células, estas foram lavadas três vezes com 1 ml de PBS (5 minutos cada 

lavagem) e então pós-fixadas por 1 hora em 200 μL de tetróxido de ósmio 1% (Sigma–

Aldrich, St Louis, MO, USA). As amostras foram desidratadas em trocas ascendentes 

de soluções de etanol (30%, 50% e 70%, 2x 95% e 2x 100% - 30 minutos em cada 

solução), sendo em seguida submetidas à secagem por meio do solvente de baixa 
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tensão superficial 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisilazane (HMDS-ACROS Organics, 

Rutherford, NJ, EUA) e mantidas em dessecador durante 1 semana. Finalmente, as 

amostras foram fixadas em “stubs”, metalizadas com ouro, e analisadas em 

microscópio eletrônico de varredura (MEV, JEOL-JMS-T33A Scanning Microscope, 

JEOL –EUA Inc., Peabody, MA, EUA).  

 

Quantificação de Óxido Nítrico (ON) 

 

No sobrenadante da cultura celular, após 24 horas da irradiação, foi mensurada a 

produção de Óxido Nítrico (ON). O nitrito se forma pela reação de diazotação com o 

reagente de Griess, composto de 1 g de sulfanilamida (Merck KGaA, Darmstadt, HE, 

Alemanha), 0,1 g de dicloreto de N (1-naftil) etilenodiamina (Merck KGaA, Darmstadt, 

HE, Alemanha), 2,5 ml de ácido ortofosfórico (MallinckrodtChemical, St. Louis, MO, 

EUA) e 100 ml de água deionizada. Foram adicionados 100μL do sobrenadante de 

cada amostra (em triplicata) e 100 μL de reagente de Griess, em uma placa de 96 

compartimentos e a absorbância foi realizada em espectrofotômetro (ThermoPlate, 

Shenzhen, China) com filtro de 540 nm, logo após 10 minutos de incubação em 

temperatura ambiente e sala escura. 

 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) 

 

A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) foi avaliada quantitativamente 

pelos valores de intensidade de fluorescência da amostra após utilização da sonda 

2′,7′-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA; InvitroGen, San Diego, CA, 

EUA). Após 24 h da irradiação, o meio de cultura foi removido e 300 µL de solução 

contendo a sonda fluorescente (5 µmol/L de PBS) foi adicionada a cada 

compartimento. Após 5 minutos, as amostras foram lavadas 2 vezes com PBS e 

analisadas no equipamento de leitor de microplacas multimodal de fluorescência 

GLOMAX® (Promega Corporation, São Paulo, Brasil) para aquisição dos dados 

quantitativos. Para a geração de imagens, as amostras foram avaliadas no 

microscópio de fluorescência EVOS FL Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific, 

São Paulo, Brasil). 
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RESULTADOS 

 

Avaliação da viabilidade celular (MTT) 

 

Os resultados da avaliação de viabilidade celular estão demonstrados na Figura 1a. 

Quando comparamos os grupos “com LPS” e “sem LPS” para cada parâmetro de 

irradiação, observamos que todos os grupos apresentaram maior viabilidade celular na 

presença de LPS quando comparado com os mesmos parâmetros de irradiação na 

ausência de LPS (p<0,05). 

Ao compararmos os diferentes parâmetros de irradiação, dentro de uma mesma 

condição, foi observado que, na ausência de LPS, todos os parâmetros de irradiação 

apresentaram maior viabilidade celular quando comparados ao grupo controle (não 

irradiado), com significância estatística (p<0,05) sendo que a dose de energia de 30 

J/cm², na potência de 40mW/cm² se destacou das demais. Na presença de LPS, os 

parâmetros de 15 J/cm²-40 mW/cm², 30 J/cm²-40 mW/cm², 4 J/cm²-80 mW/cm² e 

15J/cm²-80 mW/cm² apresentaram maior viabilidade celular quando comparado ao 

grupo controle (não irradiado), com significância estatística (p<0,05). Sendo que a 

dose de energia de 15J/cm², na potência de 40mW/cm² apresentou os melhores 

resultados. 

 

Avaliação do número de células viáveis (Azul de Tripano) 

 

Este teste verifica o número de células que sofreram lesão de membrana celular em 

relação ao total de células intactas presentes na amostra. Os resultados da avaliação 

do número de células viáveis estão demonstrados na Figura 1b. Para o número de 

células viáveis, não houve diferença entre os grupos, mostrando que nem o LPS, nem 

o parâmetro de irradiação interferiram nessa variável (p> 0,05).  
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FIGURA 1 (a,b): Viabilidade celular (MTT) (a) e número de células viáveis (b) de células 

pulpares de dentes decíduos, considerando presença de LPS e os diferentes parâmetros de 

irradiação utilizados no estudo. 

*Letras maiúsculas permitem comparação entre grupos “sem LPS” e “com LPS”, para um mesmo 

parâmetro de irradiação. Letras minúsculas permitem comparação entre os diferentes parâmetros de 

irradiação para uma mesma condição (com ou sem LPS). Teste de Mann-Whitney (p<0,05), n=8. 

 

(a) 

(b) 
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Análise da Morfologia celular por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

As imagens representativas da morfologia celular obtidas pelo uso de microscópio 

eletrônico de varredura estão indicadas nas Figuras 2 (40mW/cm²) e 3 (80 mW/cm2).  

Para ambas as potências utilizadas (40 mW/cm² ou 80 mW/cm2), pôde-se observar 

células pulpares de aspecto normal, com formato fusiforme, recobrindo a lamínula de 

vidro (L) e com seus prolongamentos citoplasmáticos (c) intactos. No grupo “15 J/cm²-

40mW com LPS”, foi possível registrar as células em mitose (indicadas pelo círculo 

vermelho). 
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FIGURA 2: Imagens representativas da morfologia celular obtidas pelo uso de Microscópio 

Eletrônico de Varredura, considerando presença ou não de LPS, para as diferentes doses de 

energia, na potência de 40 mW/cm² (aumento 1000x). Os espaços da lamínula de vidro com 

ausência de células estão representados pela letra L e os prolongamentos citoplasmáticos pela 

letra C.  
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FIGURA 3: Imagens representativas da morfologia celular obtidas pelo uso de Microscópio 

Eletrônico de Varredura, considerando presença ou não de LPS, para as diferentes doses de 

energia, na potência de 80 mW/cm
2
 (aumento 1000x). Os espaços da lamínula de vidro com 

ausência de células estão representados pela letra L e os prolongamentos citoplasmáticos pela 

letra c. 
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Quantificação de óxido nítrico (reagente de Griess) 

 

Os resultados gerados após quantificação de ON estão demonstrados na Figura 4a. 

Quando comparamos os grupos “com LPS” e “sem LPS” para cada parâmetro de 

irradiação, observamos que apenas o grupo controle apresentou maior produção de 

óxido nítrico na presença de LPS (p<0,05).  

Ao compararmos os diferentes parâmetros de irradiação, dentro de uma mesma 

condição, foi observado que, na ausência de LPS, todos os parâmetros de irradiação 

apresentaram maior produção de óxido nítrico quando comparado ao grupo controle 

(não irradiado) (p<0,05). Sendo que os grupos irradiados utilizando 80 mW/cm2 

apresentaram os maiores valores de ON. Na presença de LPS, os parâmetros 

irradiados com 40 mW/cm2 apresentaram menores valores de ON, sendo que houve 

diferença estatisticamente significante entre os parâmetros de irradiação e o grupo 

controle (com LPS) (p<0,05), indicando que todos os parâmetros utilizados foram 

capazes de modular as concentrações de ON, com destaque para as irradiações 

utilizando 40 mW/cm2.  

 

 

Quantificação e imagem de EROs 

Ao comparar os grupos com e sem LPS, observou-se que, para o grupo controle e 

o grupo irradiado com 4J/cm2-80 mW/cm2, os grupos com LPS apresentaram valores 

maiores de EROs (p<0,05). Para os demais grupos, não houve diferença estatística 

(p> 0,05) (Figura 4b). Quando comparados os diferentes parâmetros de irradiação, 

dentro da mesma condição, para grupos sem LPS, a dose de 4J/cm2-80 mW/cm2 e 15 

J/cm²-80 mW/cm² apresentaram valores maiores quando comparados com os demais 

parâmetros (p < 0,05). Para os grupos com LPS, todas as doses foram capazes de 

modular a concentração de EROs, com exceção da dose de 4J/cm²-80 mW / cm², que 

não apresentou diferença estatística quando comparada com o grupo controle positivo 

(p> 0,05). As imagens geradas após a utilização da sonda para detecção de EROs 

confirmam os achados quantitativos, onde o grupo controle com LPS apresentou maior 

fluorescência, seguido dos grupos irradiados com 80 mW/cm2, em todas as doses. O 

grupo controle sem LPS e os grupos irradiados com 40 mW/cm2 apresentaram menor 

fluorescência (Figura 5).   
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FIGURA 4 (a,b): Produção de ON (a) e de EROs (b) por células pulpares de dentes decíduos, 

considerando presença de LPS e os diferentes parâmetros de irradiação utilizados no estudo. 

*Letras maiúsculas permitem comparação entre grupos “sem LPS” e “com LPS”, para um mesmo 

parâmetro de irradiação. Letras minúsculas permitem comparação entre os diferentes parâmetros de 

irradiação para uma mesma condição (com ou sem LPS). Teste de Mann-Whitney (p<0,05), n=8. 

(b) 

(a) 
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FIGURA 5: Imagens representativas da produção de espécie reativa de oxigênio (EROs) por 

células pulpares de dentes decíduos, obtidas pelo uso de Microscópio de fluorescência, 

considerando presença ou não de LPS, para os diferentes parâmetros de irradiação (aumento 

10x). 
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DISCUSSÃO 

 

O interesse a respeito dos efeitos da irradiação sobre o tecido pulpar têm 

aumentado nos últimos anos. Diversos estudos clínicos, em animais e in vitro têm sido 

desenvolvidos com o objetivo de definir os melhores parâmetros de irradiação para 

bioestimulação da polpa dentária2,12,14,15,17,18,26. Além de parâmetros de irradiação 

capazes de promover o reestabelecimento do tecido pulpar frente a um estímulo 

agressor, por meio da formação de dentina reacional ou reparadora, também se torna 

interessante que a fototerapia seja capaz de auxiliar na modulação inflamatória deste 

tecido. Deste modo, o presente estudo procurou fornecer dados preliminares a 

respeito do efeito da irradiação, utilizando LED vermelho, na viabilidade celular e 

modulação inflamatória de células pulpares submetidas a estímulo com LPS.  

Os resultados de MTT demonstraram que as células expostas ao LPS 

apresentaram maior viabilidade celular quando comparadas aos grupos sem LPS. A 

exposição ao LPS, na concentração utilizada, simulou uma agressão de baixa 

intensidade, sem causar lesão ou morte celular. De forma contrária, estimulou a 

viabilidade das células presentes na amostra. Clinicamente o estímulo seria 

compatível a uma pulpite reversível, onde não ocorre morte de odontoblastos e o 

tecido se esforça para reverter o quadro de inflamação27. As imagens de MEV 

complementou os resultados de viabilidade celular, onde foi possível observar um 

maior número de células aderidas nos grupos estimulados com LPS, quando 

comparados aos grupos sem LPS. Também pôde-se constatar que as células 

apresentaram morfologia normal e aderidas ao substrato. Com relação a ação da 

irradiação sobre a viabilidade celular, observou-se que todos os parâmetros de 

irradiação testados foram capazes de aumentar a viabilidade celular na ausência de 

LPS, reforçando os dados da literatura que indicam o efeito positivo da irradiação no 

metabolismo de células pulpares13,17,23,25. Na presença de LPS, os parâmetro 40 

mW/cm²-15 J/cm²; 40 mW/cm²-30 J/cm²; 80 mW/cm²-4 J/cm² e 80 mW/cm²-15 J/cm² 

apresentaram maior viabilidade celular quando comparados ao grupo controle, sendo 

que a dose de energia de 15J/cm², na potência de 40mW/cm² apresentou os melhores 

resultados. No estudo de Montoro et al23. (2014), as células pulpares foram expostas a 

um protocolo semelhante ao utilizado no presente estudo. Os autores encontraram 

que todas as doses testadas promoveram aumento da viabilidade celular, na ausência 

de LPS. Já na presença de LPS, não houve aumento significativo da viabilidade. Vale 

ressaltar que o comprimento de onda testado foi o infravermelho (840 nm), na potência 

de 40 mW/cm², diferentemente do utilizado no presente estudo (comprimento de onda 

vermelho –630nm, nas potências de 40 e 80 mW/cm²). 
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O presente estudo também avaliou o efeito da irradiação na produção de óxido 

nítrico (um tipo específico de EROs) e de espécies reativas de oxigênio em geral. 

Estudos têm demonstrado a relação da fototerapia com a produção de ON/EROs, por 

meio do estímulo de vias que ativam a enzima ON sintase17,28,29. Holder et al17 (2012) 

bloquearam a enzima ON sintase in vitro e detectaram que, mesmo sob a inativação 

desta enzima, houve aumento da produção de ON após irradiação com LED vermelho, 

sugerindo que o ON também pode ser liberado via cascata respiratória (pela enzima 

citocromo c oxidase). As EROs podem exercer efeito pró-inflamatório ou anti-

inflamatório, dependendo de sua concentração no tecido30. Segundo Karu31 (2010), 

durante a inflamação ou estresse celular, altos níveis de EROs impedem a atividade 

da citocromo c oxidase, limitando a capacidade de reparo do tecido. Além disso, 

enzimas pró-apoptóticas podem ser ativadas, levando a morte celular32. Em 

concentrações moderadas, as EROs podem apresentar efeitos positivos como efeito 

vasodilatador durante a primeira resposta vascular à inflamação33, efeito estimulante 

na expressão de citosinas34, ou no estímulo a diferenciação celular17. Portanto, a 

manutenção de ON/EROs em concentrações moderadas, que não causem danos ao 

tecido, após a fototerapia, torna-se importante. O presente estudo indicou que todos 

os parâmetros de irradiação foram capazes de modular as concentrações de 

ON/EROs, após a aplicação de LPS. Com destaque, para as irradiações utilizando 40 

mW/cm2. Montoro et al23 (2014), assim como no presente estudo, observaram que a 

parâmetros de irradiação LED utilizando a potência de 40 mW/cm² foram os mais 

efetivos para a modulação de ON/EROs após irradiação infravermelha de células 

pulpares.  

Considerando o conjunto de dados apresentados, os parâmetros de irradiação que 

apresentaram resultados positivos para a modulação inflamatória, foram as doses de 

15 e 30 J/cm2, na potência de 80mW/cm2. Pois tais doses foram capazes de 

apresentar concentrações de ON/EROs mais baixas quando comparadas ao grupo 

controle positivo (com LPS), porém apresentaram concentrações mais elevadas de 

ON/EROs quando comparadas ao controle negativo (sem LPS). Ao mesmo tempo, 

não causaram diminuição no metabolismo e tampouco alteração de morfologia das 

células pulpares de dentes decíduos. 

Futuros estudos in vitro e clínicos são necessários para confirmar a efetividade 

deste parâmetro de irradiação na modulação inflamatória. Muitos são os fatores 

limitantes para a definição de um parâmetro específico ideal para bioestimulação 

tecidual. O principal é a falta de informação, cedida pelos autores, sobre todos os 

parâmetros utilizados em cada estudo, bem como a falta de informação a respeito da 

medição ou calibração dos equipamentos de irradiação35. Além disso, estudos in vitro 
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como este, apenas sugerem os possíveis efeitos positivos da fototerapia no tecido 

pulpar. Tais resultados devem ser confirmados em estudo clínicos controlados antes 

de serem utilizados com segurança na clínica odontológica. 

 

CONCLUSÃO 

De acordo com os parâmetros utilizados no estudo, foi possível concluir que a 

densidade de energia de 15J/cm², 30J/cm² e irradiância de 80 mW/cm² foi o parâmetro 

de irradiação mais efetivo para estimular e modular o estresse oxidativo nas células 

pulpares de dentes decíduos. 
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ANEXOS 

 

ANEXO I - APROVAÇÃO DO PROJETO PELO CEP UFU 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


