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Efeito de diferentes parametros do LED vermelho na viabilidade e modulacio da

producio de 6xido nitrico em células do tecido pulpar de dentes deciduos

Effect of different parameters of the red LED on the viability and modulation of

nitric oxide production by cells from pulp tissue of primary teeth

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito de diferentes parametros do LED vermelho
na modulacdo do estresse oxidativo e viabilidade de células pulpares de dentes
deciduos. Células obtidas de dois dentes higidos esfoliados foram cultivadas (100.000
células/compartimento) utilizando meio de cultura suplementado com 10% de soro
fetal bovino. Apods 24 horas, as células foram expostas ao LPS (10pg/mL) e
submetidas a uma tnica irradiacdo (630nm, 40mW/cm? ¢ 80 mW/cm?) nas doses de
energia (DE) 0 (controle), 4, 15 e 30J/cm’. Apods 24 horas, a viabilidade e a
quantificagdo de 6xido nitrico (ON) foram avaliados por meio dos testes de MTT e
reagente de Griess, respectivamente. Os dados foram analisados pelos testes Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney (nivel de significancia de 5%). Na presenca de LPS, as DE
de 15 e 30J/cm?, na irradiancia de 40mW/cm’ e as DE de 4 e 15)/cm?, na irradiancia
de 80mW/cm?®, aumentaram a viabilidade celular quando comparado ao grupo
controle (p<0,05). Além disso, na presenga de LPS, a DE de 4 J/cm?, na irradidncia de
40 mW/cm® e as DE de 15 e 30J/cm2, na irradidncia de 80mW/cm® reduziram a
producao de 6xido nitrico pelas células pulpares quando comparado ao grupo nao
irradiado (p<0,05). Foi possivel concluir que a densidade de energia de 15 J/em?® e
irradiancia de 80 mW/cm® foi o parimetro de irradiagdo mais efetivo para estimular e

modular o estresse oxidativo nas células pulpares de dentes deciduos.

Palavras-chave: Estresse Oxidativo, Fototerapia, Polpa Dentéria



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of different red LED parameters on
cell viability and nitric oxide modulationby pulp cells from primary teeth. Cells
obtained from two exfoliated healthy teeth were cultured (100,000 cells/
compartment) using culture medium supplemented with 10% fetal bovine serum.
After 24 hours, the cells were exposed to LPS (10 pg/mL) and submitted to a single
irradiation (630 nm, 40 mW/cm” and 80 mW/cm?®) at the radiant exposure (RE) 0
(control), 4, 15 and 30 J/cm®. After 24 hours, the viability and quantification of nitric
oxide (NO) were evaluated by the MTT Assay and Griess reagent tests, respectively.
Data were analyzed by the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (significance
level of 5%). In the presence of LPS, the RE of 15 and 30 J/cm?, at the irradiance of
40 mW/cm? and the RE of 4 and 15 J/cmz, at the irradiance of 80 mW/cmz, increased
the cell viability when compared to the control group (p<0.05). In addition, in the
presence of LPS, the RE of 4 J/em? at the irradiance of 40 mW/cm? and the RE of 15
and 30 J/cm® at the irradiance of 80 mW/cm? reduced the production of NO by the
pulp cells when compared to the non-irradiated group (p<0.05). It was possible to
conclude that the radiant exposure of 15 J/cm” and irradiance of 80 mW/cm” was the
most effective irradiation parameter to stimulate and modulate oxidative stress in pulp

cells from deciduous teeth.

Key-words: Oxidative Stress, Phototherapy, Dental Pulp



INTRODUCAO

A utilizagdo de fontes luminosas como forma de terapia ¢ um ramo da saude
que tem ganhado destaque nos ultimos anos, sendo que seu uso vem aumentando
consideravelmente ' . Dentre as fontes existentes, estdo os diodos emissores de luz
(LED), que se tém apresentado com uma opcao eficiente para a fototerapia de
diversos tecidos, incluindo o tecido pulpar.®”

Quando utilizada em padrdes determinados, a irradiagdo com LED ou laser
infravermelho e vermelho pode propiciar o aumento da proliferacdo de células da
polpa de dentes humanos ®®de células pulpares de roedores ° e células
odontoblastoides *°. Além disso, a expressio e a formagdo de proteinas relacionadas
com a produ¢do de dentina também podem ser estimuladas apds o uso destas fontes
de luz **. A fototerapia também ¢é capaz de formar tecido mineralizado, diminuir o
infiltrado inflamatorio e estimular a vascularizagdo ap6s exposicao pulpar em molares
de ratos °. Sugere-se que a luz possa ser utilizada clinicamente, apos a retirada do
tecido cariado, em cavidades médias e profundas, para estimular o reparo do tecido
pulpar.

A camara pulpar ¢ delimitada por dentina (tecido mineralizado) e tal
caracteristica nao permite que o edema inflamatorio tenha o seu extravasamento. A
intensidade do processo inflamatorio pode ser agravada, o que ¢ prejudicial ao reparo
tecidual, devido o comprometimento da circulacdo sanguinea e linfatica do dente, ja
que a chegada e saida dos vasos acontecem pelo forame apical '*''.Dentre os diversos
produtos que participam do processo inflamatdrio, o radical livre Oxido Nitrico (ON),
produzido pela enzima ON sintetase, ¢ um componente importanteproduzido apos a
injuria tecidual e tem o poder de danificar células sadias dos tecidos '>. Assim, 0 ON e
outras espécies reativas de oxigénio (ERO), que sao moléculas instaveis, precisam ser
moduladas.

Mesmo tendo o conhecimento de que a luz emitida pelo LED infravermelho
¢ capaz de reduzir as concentracoes de ON e ERO em células pulpares expostas ao
LPS ’, ainda néo se tem definido quais pardmetros de irradiacdo seriam positivos ou
negativos para a modulagdo do processo inflamatdrio pulpar. O uso da luz como
método modulador de processos inflamatorios ¢ importante, entretanto, as
informacdes a respeito sdo escassas. Nao existem informagdes a respeito

dosparametros de irradiacao e doses que podem ser benéficas ou nocivas ao tecido
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pulpar e também sobre os efeitos do comprimento de onda vermelho nesta
modulagao.

Considerando que o LED pode promover a estimulagdo da proliferagdo
celular da polpa dental *’ser de facil uso e ser uma fonte luminosa de baixo custo, o
objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo de diferentes parametros do LED 630nm
(vermelho) na viabilidade e modulacao da producdo de 6xido nitrico em células do

tecido pulpar de dentes deciduos.

MATERIAL E METODO

Aprovacao do Projeto pelo CEP

O projeto foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia sob o nuamero de protocolo CAAE

54488816.2.0000.5152.

Obtencio e manutencio das células pulpares

Células de dois dentes deciduos higidos e proximos ao periodo de esfoliagao
foram utilizadas para os experimentos. Os dentes, apos a extragcdo, foram colocados
dentro de um tubo Falcon com meio de cultura e instantaneamente levados ao
laboratorio para a extragdo da polpa, utilizando uma colher de dentina afiada e
previamente esterilizada. O tecido pulpar foi mergulhado por 1 h, a temperatura de 37
°C, em solugdo contendo 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 solugao
foi centrifugada a 1200 rpm por 2 minutos. No fundo do tubo Falcon foi formado o
pellet, que posteriormente foi ressuspendido em meio de cultura
Dulbecco'sModifiedEagle'sMedium- DMEM (Sigma-Aldrich). As células obtidas
foram plaqueadas em frascos de 25¢cm? e incubadas por 4 dias a 37°C com 5% CO,".
A primeira substituicdo de meio de cultura aconteceu apos 3 dias de incubagdo e, a
partir desta troca, o meio de cultura foi trocado duas vezes por semana. As células
foram expandidas até a 4" passagem e congeladas para posterior realizagdo do
protocolo experimental. A Figura 1 ilustra o processo de obtengdo e expansdo das

células pulpares.
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FIGURA 1 (a, b, ¢, e d): Processo de obtengdo e expansao das células pulpares. a)

Dente deciduo logo apos a extragdo — Dente em DMEM sem SFB, b) Remocao do
tecido pulpar c) células em contato com a solu¢ao de enzimas e pellet formado apos

digestio tecidual, d) células sendo plaqueadas na garrafa de 25 cm®.

Inducio da producio de mediadores inflamatérios por LPS

As células pulpares de dentes deciduos (CPDDs) foram semeadas (10°
células/compartimento) em placas de 24 compartimentos (CostarCorp., Cambridge,
MA, EUA), utilizando DMEM (Gibco, Langley, OK, EUA) suplementado com 5
mmol/L. de bicarbonato de sédio, 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 CO, a 37 °C. O meio de
cultura foi trocado por DMEM (Gibco, Langley, OK, EUA) sem soro fetal bovino
apés 24 horas, sendo realizada a aplicagdo de LPS (LPS, Ultra- pure grade,
Escherichia coli O111 : B4, InvitroGen, San Diego, CA, EUA) na concentracdo de
10pug/mL de meio de cultura, para a inducdo da formacdo de mediadores
inflamatérios. As células foram irradiadas (LED 630nm, 40 mW/cm” e 80 mW/cm?)
nas doses de 4 J/em?, 15 J/em?® e 30 J/em?, logo ap6s a aplicacdo do LPS. Os tempos

de irradiagdo utilizados para cada dose de energia estdo indicados na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1: Tempos de irradiacdo utilizados para cada dose de energia

Poténcia Dose de energia Tempo de irradiacio
4 J/cm” 3 min 20 s
40 mW/cm? 15 J/em? 12 min 30 s
30 J/cm? 25 min
4 J/em? 1 min 40 s
80 mW/cm? 15 J/em? 6 min 15 s
30 J/em? 12min30s

Testes

Viabilidade celular —- MTT

Passadas 24 horas apds a irradiagdo, foi realizada a analise 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 substituido por 900 pL de
DMEM sem soro fetal bovino e 100 pL de solucdo de MTT (Smg/mLem PBS -
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). As células ficaram em contato com a solu¢do
de MTT por 4 horas em incubadora a 37°C, e, apds esse periodo, a solugdo foi
aspirada e trocada por 700 uL de isopropanol acidificado (0,04 N de HCL), com a
finalidade de diluir os cristais de formazan resultantes da clivagem do sal metil
tetrazolio pela enzima desidrogenasesuccinica existente em células viaveis. Trés
aliquotas de 100 puL foram transferidas para uma placa com 96 compartimentos
CostarCorp, Cambridge, MA, EUA), ap6s homogeneizagdo do soluto. A Figura 2

ilustra as diferentes etapas do teste de MTT.
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FIGURA 2 (a,b,c e d): Diferentes etapas do teste de MTT. a) Preparo da solugdo de
MTT em tubo falcon de 50mL, b) Adicao de Isopropanol as amostras para diluigcao
dos cristais de formazan, ¢) Amostras apos homogeneizacao, d) Leitura das amostras

em espectrofotometro.

Quantificagdo de oxido nitrico (ON)

No sobrenadante da cultura celular, apdés 24 horas da irradiagdo, foi
mensurada a produgdo de Oxido Nitrico (ON). O nitrito se forma pela reagio de
diazotacdo 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 4acido ortofosférico
(MallinckrodtChemical, St. Louis, MO, EUA) e 100 mL de agua deionizada. Foram
adicionados 100uL do sobrenadante de cada amostra (em triplicata) e 100 puL de
reagente de Griess, em uma placa de 96 compartimentos e a absorbancia foi realizada
em espectrofotometro (ThermoPlate,Shenzhen, China) com filtro de 540 nm, logo

ap6s 10 minutos de incubag¢ao em temperatura ambiente e sala escura.
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RESULTADOS

Avaliacdo da viabilidade celular (MTT)
Os resultados da viabilidade celular apresentada pelas células pulpares de
dentes deciduos, considerando presenca de LPS e os diferentes parametros de

irradiacao utilizados no estudo podem ser observados noGréafico 1 abaixo.

_ Az iradiagéo
1000 B controle
E @ 40 mW, 4Jlem2
Ab 0 40imW, 15 Jicm2
W 40 mwW, 30 J cm2
0,800 — Ad  ad Ac Ac  ay O 80 mivy, 4 Jem2
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GRAFICO 1: Viabilidade celular (MTT) apresentada pelas células pulpares de
dentes deciduos, considerando presenca de LPS e os diferentes pardmetros de

irradiagdo utilizados no estudo.
* Letras maitsculas permitem comparagdo entre grupos “sem LPS” e “com LPS”, para um mesmo
parametro de irradiacdo. Letras minusculas permitem comparagdo entre os diferentes pardmetros de

irradiag@o para uma mesma condig@o (com ou sem LPS). Teste de Mann-Whitney (p<0,05), n=8.

Quando comparamos os grupos “com LPS” e “sem LPS” para cada parametro
de irradiacdo, observamos que todas os grupos apresentaram maior viabilidade celular
na presenca de LPS quando comparado com os mesmos parametros de irradiacdo na
auséncia de LPS (p<0,05).

Ao compararmos os diferentes parametros de irradiacdo, dentro de uma

mesma condi¢do, foi observado que, na auséncia de LPS, todos os parametros de
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irradiagdo apresentaram maior viabilidade celular quando comparados ao grupo
controle (ndo irradiado), com significancia estatistica (p<0,05) sendo que a dose de
energia de 30 J/cm?, na poténcia de 40mW/cm® se destacou das demais. Na presenca
de LPS, os parametros: 40 mW/cm2,15 J/cmz; 40 mW/cm2,3O J/cmz; 80 mW/cm2,4
Jem® e 80 mW/cm? 15 J/em® apresentaram maior viabilidade celular quando
comparado ao grupo controle (ndo irradiado), com significancia estatistica (p<0,05).
Sendo que a dose de energia de 15J/cm? na poténcia de 40mW/cm? apresentou os

melhores resultados.

Quantificagdo de oxido nitrico (reagente de Griess)
Os resultados da produgdo de 6xido nitrico pelas células pulpares de dentes
deciduos, considerando presenca de LPS e os diferentes parametros de irradiacdo

utilizados no estudo podem ser observados no Grafico 2 abaixo.
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GRAFICO 2: Produgio de 6xido nitrico pelas células pulpares de dentes deciduos,
considerando presenga de LPS e os diferentes parametros de irradiacao utilizados no

estudo.
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* Letras maitisculas permitem comparacdo entre grupos “sem LPS” e “com LPS”, para um mesmo
parametro de irradiacdo. Letras minusculas permitem comparagdo entre os diferentes parametros de

irradia¢do para uma mesma condi¢do (com ou sem LPS). Teste de Mann-Whitney (p<0,05), n=8.

Quando comparamos os grupos “com LPS” e “sem LPS” para cada parametro
de irradiacdo, observamos que os grupos “controle”, “30J/cm” - 40mW/cm®> e “4
J/em?-80mW/cm”  apresentaram maior producdo de 6xido nitrico na presenca de LPS
quando comparado com os mesmos pardmetros de irradiagdo na auséncia de LPS
(p<0,05). Tais doses parecem ter potencializado a agdo do LPS, causando aumento de
NO, com destaque para a dose de 30 J/cm?, na poténcia de 40 mW/cm?. As doses de 4
els J/cmz, na poténcia de 40 mW/cmz, e as doses de 15 ¢ 30 J/cmz, na poténcia de 80
mW/cm’® apresentaram as mesmas concentragdes de NO observadas nos grupos de
suas respectivas doses de energia sem LPS (p>0,05), o que pode indicar um efeito
modulador da luz sobre a producdo de NO induzida por LPS.

Ao compararmos os diferentes parametros de irradiagdo, dentro de uma
mesma condi¢do, foi observado que, na auséncia de LPS, nenhum parametro de
irradiacdo apresentou maior produ¢do de 6xido nitrico quando comparado ao grupo
controle (ndo irradiado)(p>0,05). Na presenca de LPS, o pardmetro 30 J/cm?-40
mW/cm?® apresentou maior producio de oxido nitrico quando comparado ao grupo
controle (ndo irradiado), com significancia estatistica (p<0,05). Sendo que a dose de 4
J/em?” na poténcia de 40 mW/cm’eas doses de energia de 15 e 30 J/cm?, na poténcia de
80mW/cm® apresentaram menores valores de produgdo de 6xido nitrico quando

comparado ao grupo controle (p<0,05).
DISCUSSAO

O interesse a respeito dos efeitos da irradiagdo sobre o tecido pulpar tem
aumentado nos ultimos anos. Diversos estudos clinicos, em animais € in vitro tém
sido desenvolvidos com o objetivo de definir os melhores parametros de irradiagao
para bioestimulagio da polpa dentaria >*'*'". Além de parametros de irradiagdo
capazes de promover o restabelecimento do tecido pulpar frente a um estimulo
agressor, por meio da formacdo de dentina reacional ou reparadora, também se torna
interessante que a fototerapia seja capaz de auxiliar na modulacao inflamatoria deste

tecido. Deste modo, o presente estudo procurou fornecer dados preliminares a respeito
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do efeito da irradiacdo, utilizando LED vermelho, no metabolismo ¢ modulacao de
oxido nitrico por células pulpares submetidas a estimulo com LPS.

Os resultados de MTT demonstraram que as células expostas ao LPS
apresentaram maior metabolismo quando comparadas aos grupos sem LPS. A
exposicao ao LPS, na concentragdo utilizada, simulou uma agressdao de baixa
intensidade, sem causar lesdo ou morte celular. De forma contraria, estimulou o
metabolismo das células presentes na amostra. Clinicamente o estimulo seria
compativel a uma pulpite reversivel, onde ndo ocorre morte de odontoblastos e o
tecido se esforca para reverter o quadro de inflamagéo'®.

Com relagdo a agdo da irradiagao sobre o metabolismo celular, observou-se
que todos os parametros de irradiagdo testados foram capazes de aumentar a
viabilidade celular na auséncia de LPS, refor¢ando os dados da literatura que indicam
o efeito positivo da irradia¢do no metabolismo de células pulpares® " * !

de LPS, os parametros 40 mW/cm?-15 J/cmz; 40 mW/cm?-30 J/cmz; 80 mW/cm>-4

. Na presenca

Jem® e 80 mW/cm®-15 J/cm® apresentaram maior viabilidade celular quando
comparado ao grupo controle, sendo que a dose de energia de 15J/cm”, na poténcia de
40mW/cm? apresentou os melhores resultados. No estudo’, as células pulpares foram
expostas a um protocolo semelhante ao utilizado no presente estudo. Os autores
encontraram que todas as doses testadas promoveram aumento do metabolismo
celular, na auséncia de LPS. J4 na presenca de LPS, ndo houve aumento significativo
do metabolismo.Vale ressaltar que o comprimento de onda testado foi o
infravermelho (840 nm), na poténcia de 40 mW/cm?, diferentemente do utilizado no
presente estudo (comprimento de onda vermelho — 630nm, nas poténcias de 40 e 80
mW/cm?).

O presente estudo também avaliou o efeito da irradiagdo na producao de
oxido nitrico. Estudos t€ém demonstrado a relacdo da fototerapia com a produgdo de

. , . . . . 13,20,21
ON, por meio do estimulo de vias que ativam a enzima ON sintase™>*"

. Alguns
estudos bloquearam a enzima ONsintase in vitro e detectaram que, mesmo sob a
inativagdo desta enzima, houve aumento da producdo de ON apos irradiacdo com
LED vermelho, sugerindo que o ON também pode ser liberado via cascata respiratoria
(pela enzima citocromo ¢ oxidase)’. O ON pode exercer efeito pro-inflamatério ou
anti-inflamatorio, dependendo de sua concentragao no tecido 13 Durante a inflamagdo

ou estresse celular, altos niveis de NO impedem a atividade da citocromo c oxidase,

limitando a capacidade de reparo do tecido?’. Além disso, enzimas pro-apoptoticas
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podem ser ativadas, levando a morte celular®. Em concentracoes moderadas, o ON
pode apresentar efeitos positivos como efeito vasodilatador durante a primeira
resposta vascular 4 inflamagio®, efeito estimulante na expressio de citosinas®, ou no
estimulo a diferencia¢do celular’. Portanto, a manuten¢io de ON em concentracdes
moderadas, que nao causem danos ao tecido, ap6s a fototerapia, torna-se importante.

O presente estudo indicou que as doses de 4 e 15 J/cm?, na poténcia de
40 mW/cm?, e as doses de 15 e 30 J/cm?, na poténcia de 80 mW/cm® apresentaram as
mesmas concentragdes de ON observadas nos grupos de suas respectivas doses de
energia sem LPS (p>0,05), o que pode indicar um efeito modulador da luz sobre a
producao de ON induzida por LPS. Montoro et al. (2014), assim como no presente
estudo, observaram que a dose de 15 J/cm® na poténcia de 40 mW/cm® foi a mais
efetiva para a modulagdo de ON apos irradiacdo infravermelha de células pulpares.
Futuros estudos in vitro e clinicos sdo necessarios para confirmar a efetividade deste
parametro de irradiagdo na modulacdo inflamatoria.

Muitos sdo os fatores limitantes para a definicdo de um pardmetro
especifico ideal para bioestimulacdo tecidual. O principal ¢ a falta de informacao,
cedida pelos autores, sobre todos os parametros utilizados em cada estudo, bem como
a falta de informagdo a respeito da medi¢ao ou calibracdo dos equipamentos de

. )
irradiacdo?®.

CONCLUSAO

Além disso, estudos in vitro como este, apenas sugerem os possiveis efeitos positivos
da fototerapia no tecido pulpar. Tais resultados devem ser confirmados em estudo
clinicos controlados antes de serem utilizados com seguranga na clinica odontolégica.

De acordo com os parametros utilizados no estudo, foi possivel concluir que a
densidade de energia de 15 J/cm2 e irradiancia de 80 mW/cm?2 foi o parametro de
irradiagdo mais efetivo para estimular e modular o estresse oxidativo nas células

pulpares de dentes deciduos.
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