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RESUMO

A engenharia de tecidos € uma ferramenta promissora utilizada para obter reparo
funcional de diversos orgados, com a utilizacdo de arcaboucos biocompativeis
associados a fatores celulares e teciduais. O objetivo do presente estudo foi avaliar o
estimulo da laser de baixa intensidade (1 J/cm?) sobre a adeséo e proliferacédo de
células pulpares em filme de &cido polilactico (PLA). Foram avaliados trés grupos:
Grupo 1 (controle) — células cultivadas sobre a superficie plastica de placas de cultivo
celular; Grupo 2 — células cultivadas sobre filmes de PLA; Grupo 3 — células cultivadas
sobre filmes de PLA e irradiadas com laser de diodo (InGaAlP) com comprimento de
onda de 660nm e poténcia de 30mw, dose de 1,0 J/cm? e irradiagdo emitida de forma
continua. O experimento foi conduzido em triplicata com os intervalos de tempo 24 e
72h. A viabilidade e proliferacdo celular foram avaliadas pelo método de excluséo azul
de tripan (24 e 72 h) e fotomicrografia na interface biomaterial-plastico. Os resultados
mostraram proliferacéo celular em todos os grupos, sendo significativamente maior no
grupo 3 em relacdo aos grupos 1 (p<0.001) e 2 (p<0.05) no intervalo de 72 horas.
Esses dados sugerem que o estimulo do laser, nos parametros utilizados, aumenta a
proliferacéo celular, tendo assim uso potencial para aplica¢cdes futuras na Odontologia

regenerativa.

Palavras-chave: Lasers. Materiais Biocompativeis. Proliferacdo Celular.



ABSTRAT

Tissue engineering is a promising tool used to obtain functional repair of several
organs, with the use of biocompatible scaffolds associated with cellular and tissue
factors. The aim of the present study was to evaluate the effect of low laser laser
irradiation (1 J/cm?) on adhesion and proliferation of pulp cells cultured on poly lactic
acid (PLA) films. Three groups were evaluated: Group 1 (control) - cells cultured on
the plastic surface of cell culture plates; Group 2 - cells cultured on PLA films; Group
3 - cells cultured on PLA films and irradiated with diode laser (InGaAIP) with
wavelength of 660nm and power of 30mW, dose of 1 J/cm? and irradiation emitted
continuously. The experiment was conducted in triplicate at intervals of 24 and 72 h.
Cell viability and proliferation were evaluated by the tripan blue exclusion method (24
and 72 h) and photomicrography at the biomaterial-plastic interface. The results
showed cellular proliferation in all groups, being significantly higher in Group 3 in
relation to groups 1 (p <0.001) and 2 (p <0.05) at 72 h. These data suggest that the
stimulation of the laser, in the parameters used, increases the cellular proliferation,
thus having potential use for future applications in regenerative dentistry.

Keywords: Lasers. Biocompatible materials. Cell proliferation.
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1 INTRODUCAO

A regeneracao dos tecidos craniofaciais continua a ser um desafio clinico na
Odontologia, constituindo um amplo campo de pesquisa na Engenharia de tecidos. A
perda dos tecidos craniofaciais € ocasionada por uma série de fatores, dentre eles:
traumas, neoplasias e doenca periodontal.! A terapia celular vem sendo amplamente
estudada com o objetivo de melhorar o tempo e a qualidade da cicatrizacdo de
diversos tecidos orais. A associacdo dessas células com arcaboucgos biocompativeis
proporciona um ambiente estrutural favoravel ao crescimento celular, que pode ser
potencializado com associacdo a componentes biomoduladores, dentre eles o laser
de baixa intensidade (LBI).2

O LBI tem sido utilizado em diversas situacdes clinicas, principalmente em
processos cicatriciais. Em virtude de baixas densidades de energia e comprimento de
onda utilizados, o LBI é capaz de penetrar facilmente nos tecidos resultando em
sintese de fatores de crescimento, aumento da atividade e proliferacdo celular,
producao de colageno e angiogénese. A capacidade que o LBl apresenta de estimular
a proliferagdo dos mais diferentes tipos celulares tem sido relatada como seu mais
importante efeito fisioldgico.?

Dependendo das propriedades fisicas e quimicas dos biomateriais utilizados
para confeccdo de arcaboucos celulares, esses podem gerar respostas positivas ou
negativas no processo de adesao, proliferacao, migracao, diferenciacao e viabilidade
celular.? O acido polilactico (PLA) € um biomaterial que pertence aos hidroxiacidos e
tem o acido lactico (a-acido 2-hidroxipropiandico) como matéria prima. Este
biomaterial € amplamente aceito para aplicacbes biomédicas devido a suas
propriedades positivas no que se refere a biodegradabilidade, biocompatibilidade e
sua facil disponibilidade, em virtude do baixo custo.* Nesse contexto, o acido
polilactico vem sendo utilizado como arcabouco para diversos tipos celulares .56

O efeito bioestimulatério do LBI tem sido investigado sobre diversas linhagens
celulares como: células-tronco mesenquimais (MSC), células-tronco de ligamento
periodontal humano, células-tronco da polpa de dentes humanos e também sobre
linhagens de pré-osteoblastos MC3T3-E1, oferecendo bons resultados.”8%10 Porém,
até o presente momento, nenhum estudo avaliou o efeito estimulatério do LBI sobre

células pulpares cultivadas em arcaboucgos de acido polilactico (PLA). O objetivo do
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presente estudo foi avaliar o bioestimulo do laser de baixa intensidade na dose de 1
J/cm? com comprimento de onda de 660nm e poténcia de 30mw, sobre a adeséo e

proliferacdo de células pulpares cultivadas sobre filme de PLA.
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2 METODOLOGIA

2.1 OBTENCAO CELULAR

As células foram obtidas apds autorizacéo do comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (Parecer CAAE:
34913314.4.0000.5537). Foram utilizados trés dentes deciduos em estagio final de
esfoliacdo e extracdo indicada, obtidos de criancas entre 06 a 12 anos, com bom
estado de saude sistémica e bucal, apresentando diagnostico radiografico de rizélise
dos tercos apical e médio da raiz.

O processo de obtencdo das células pulpares ocorreu apés a exodontia, no
qual cada dente foi imediatamente mantido em tubo tipo Falcon contendo 5 mL de
meio alfa-MEM em condicdo hipotérmica (4°C). Posteriormente, em camara de fluxo
laminar, os dentes foram submetidos a trés lavagens de 10 minutos cada, com uma
solugdo contendo meio alfa-MEM enriquecido com 10.000 U.l./mL de Penicilina,
10.000 pg/mL de Estreptomicina, 100 mg/mL de Gentamicina e 250 pg/mL de
Anfotericina B, objetivando eliminar possivel contaminacao.

O tecido pulpar foi cuidadosamente retirado por curetagem e, em seguida, 0
extrato foi submetido a digestdo enzimatica com 3 mg/mL de colagenase |
(Gibco,USA) e 4mg/mL de dispase (Gibco, USA), por 1 hora a 37°C. As culturas foram
mantidas em meio alfa-MEM suplementado com 15% de Soro Fetal Bovino (SFB) a
37°C em 5% de CO: até atingirem 70 — 90% de confluéncia, com troca de meio a cada

trés dias.

2.2 FABRICACAO DO FILME DE PLA

Os filmes foram fabricados no Laboratorio de Técnicas Histologicas do
Departamento de Morfologia da UFRN, através de uma adaptacéo da técnica descrita
por Lian et al.1%, no qual 5 gramas de PLA foram dissolvidos em 100 mL de cloroférmio
em um agitador magnético durante 30 minutos. Em seguida, o material foi deixado
numa camara de ventilacdo, durante duas horas, para evaporacado do cloroférmio
residual e, posteriormente, deixado em overnight na estufa. Os filmes obtidos foram

recortados em fragmentos circulares com 1 cm de diametro.
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2.3 CULTIVO CELULAR

As células pulpares foram cultivadas em meio de cultura a-MEM (Cultilab)
suplementadas com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB; Gibco, USA) com 1% de
antibiético, em garrafas de cultivo celular de 75 cm?. Foram mantidas a 37°C em 5%
de COz2 até atingirem 80 a 90% de confluéncia, com troca de meio a cada trés dias.

O experimento foi conduzido em triplicata com trés grupos experimentais
(Figura 1), em dois intervalos de tempo apos irradiacao.

e Grupo 1 - Células pulpares cultivadas sobre a superficie da placa.
e Grupo 2 - Células pulpares cultivadas sobre biofilme de &cido polilactico.
e Grupo 3 - Células pulpares cultivadas sobre biofilme de acido polilactico e

submetidas a laserterapia de baixa intensidade.

0000
000 @

0000
000 ®
0000
000 @

Figura 1: Desenho experimental da distribuicdo dos grupos na placa de cultura de 24
pocos. Preto: Grupo 1; Verde: Grupo 2; Vermelho: Grupo 3. Os espécimes do Grupo
3 foram cultivados deixando-se o intervalo de um poco em vazio para evitar
disperséo néo intencional da irradiagéo.

2.4 CULTIVO CELULAR EM FILME DE PLA

As fibras de PLA foram esterilizadas de acordo com o protocolo adaptado de
Mansourizadeh et al.'? sobre raio ultravioleta (UV) por 3 horas, em seguida imersas
em etanol 70% durante 30 minutos e lavadas trés vezes com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) por 15 minutos cada e finalmente cultivadas overnight
em meio completo (aMEM, 10% SFB, 1% Antibioticos) com objetivo de aumentar a
hidrofilicidade do biomaterial. As células foram entéo cultivadas sobre cada arcabouco
de PLA em uma densidade padronizada de 2x10* células/cm?.
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2.5 IRRADIACAO COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE

A irradiacdo com laser de baixa intensidade foi realizada logo apds o
plagueamento das células nos seus respectivos poc¢os. O aparelho utilizado para as
irradiac@es foi um Laser diodo de InGaAIP (Kondortech — Bio Wave LLLT Dual, Brasil),

com os parametros listados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros utilizados do Laser de Baixa Intensidade.

Poténcia 30mw
Comprimento de onda 660Nm
Dose 1,0J/cm?
Diametro da ponta 0,01cm?
Modo de acéo Continuo
Tempo 40s

FONTE: Grupo de Pesquisa Biologia Cranio Facial da UFRN.

2.6 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR

Foi utilizado o método de exclusédo por azul de tripan, apds os intervalos de
tempo 24 e 72h, seguindo o seguinte protocolo: lavagem com PBS, adi¢cao de 500 pl
de tripsina (5 minutos), adicdo de 500ul meio a-MEM para inativar a tripsina,
passagem da amostra para cada tubo cénico de 15ml correspondente. Em seguida,
foi coletado, separadamente, 10ul da amostra e misturados com 10ul de azul de tripan.
Logo apds, levado a camera de Neubauer. Em seguida, para obtencdo da estimativa

do nimero de células foi realizado o seguinte calculo:

Numero total de células contadas X fator de diluicao

X 10*
4
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2.7 TESTE DE CONTATO DIRETO

Foram obtidas fotomicrografias da interface filme de PLA/placa de cultura
(Figura 2) em cada grupo experimental, nos dois intervalos de tempo estudados (24 e
72 horas), utilizando-se Microscopio Invertido (Eclipse Ti-U — Nikon) do Laboratério de
Biotecnologia de Polimeros Naturais (BIOPOL/ DBQ/ UFRN).

Pogo da placa de cultura

N

- Filme de PLA

Local de obtencdo da
micrografia em Microscépio/

Invertido

Figura 2 — Modelo da fotomicrografia da interface filme de PLA/placa de cultura.

Em seguida, as fotos obtidas foram comparadas entre os diferentes periodos
de observacado para avaliacdo qualitativa da proliferacéo celular na placa de cultura

e/ou sobre o filme de PLA.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

A diferenca entre os grupos para cada um dos tempos estudados (24 e 72
horas) foi analisada pelo teste estatistico de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney,
considerando um intervalo de confianga de 95%.
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3 RESULTADOS

A proliferacdo das células pulpares analisada pelo método de coloracdo azul
de tripan € ilustrada na Figura 3. Todos 0s grupos apresentaram um incremento no
namero de células com o decorrer do experimento, sendo que o Grupo 3 (células
cultivas sobre arcabouco de PLA e submetidas a laserterapia) exibiu um namero de
células significativamente maior do que o Grupo 1 (p<0.001) e o Grupo 2 (p<0.05) no
intervalo de 72 h.

50 - X %k %k
k
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Figura 3 — Numero médio (+ desvio-padréo) de células pulpares dos trés grupos nos
intervalos de 24 e 72 horas pelo teste do azul de tripan. Asteriscos representam
diferenca estatisticamente significativa: *p<0.05; ***p<0.001; teste de Mann-Whitney.

Ao longo das 72 horas de experimento, podemos ver uma crescente
proliferacéo celular na interface do biomaterial com a placa de cultura, onde as células
apresentaram uma morfologia adequada ao seu tipo celular. O Grupo 3 mostrou
visivelmente um maior crescimento celular em comparacdo com os Grupos 1 e 2
(Figura 4).



Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Oh

24h

72h

Figura 4 - Fotomicrografias da interface filme de PLA (P) / placa de cultura (C) em
diferentes intervalos de tempo. A crescente proliferacdo celular na placa de cultura e
na interface com o filme de PLA durante o periodo da andlise indica que,
provavelmente, também ha um significativo nimero de células em sua superficie,

além de mostrar que o PLA né&o esta impedindo a proliferacdo celular. Aumento: 10x.
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4 DISCUSSAO

A utilizacdo de células pulpares traz uma perspectiva de aliar qualidade aos
materiais de substitui¢cdo tecidual, concedendo acréscimo de componente celular ao
material, conferindo-lhe maior capacidade regenerativa. Todavia, a obtencédo de uma
guantidade consideravel de um tipo celular especifico € um fator importante na
regeneracao tecidual. Por conseguinte, terapias que proporcionem um aumento na
taxa proliferativa das células em cultura € de grande interesse para a engenharia de
tecidos.!3

No contexto da odontologia regenerativa, selecionar um arcabouco apropriado
a adesdo celular torna-se um componente essencial. O arcabouco de &cido polilactico
pode ser confeccionado para mimetizar a matriz extracelular, possibilitando suporte
mecanico para a implantacdo celular 4. Wang X et. 1° investigaram a proliferagdo
celular de células da polpa de dentes deciduos cultivadas sobre arcaboucos de acido
polilactico, no qual obtiveram resultados significativos de aumento do numero de
células quando comparados ao grupo controle. Esse fato foi confirmado no presente
estudo, ao verificar uma taxa consideravel de proliferacédo celular apos 72h, sugerindo
gue o filme estrutural de PLA possui boa biocompatibilidade com as células pulpares,
servindo como possivel arcabouc¢o para usos in vivo.

No presente estudo o LBl mostrou-se uma ferramenta potencial para estimular
o crescimento de células pulpares. A literatura mostra que a fotobiomodulacéo € uma
alternativa util para o estimulo da proliferacédo de diferentes tipos celulares *°.

Tuby, Maltz e Dian '/, usando doses de 1,0 e 3,0 J/cm2 em células-tronco
mesenquimais e cardiacas, mostraram que o LBl promoveu um aumento significativo
dos dois tipos celulares apds a aplicacdo do laser, quando comparados ao grupo
controle. Hou et al. *8 utilizando doses de 0,5, 1,0, 2,0 e 5,0 J/cm2 em células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea a LBI, mostrou aumento na populacdo celular
significativamente maior no grupo submetido a irradiacdo, quando comparado ao
grupo controle, sendo a dose de 1,0 J/cm? a mais efetiva. Os resultados do presente
estudo reforgam a eficicia do LBI, com utilizacdo da dose de 1,0 J/cm?, em aumentar
a proliferacdo celular in vitro, sugerindo que a terapia com Laser apresenta um efeito
bioestimulatorio dependente da dose a ser utilizada. Outrossim, essa taxa proliferativa

respalda-se na possivel conversao de energia fotdnica em energia quimica, na forma
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de adenosina trifosfato (ATP), o que melhora as funcdes celulares, contribuindo para
0 aumento da populacéo de células e mantendo suas caracteristicas de integridade 2.
Em relacéo a laserterapia em células de origem dentaria, Moura-Netto et al. 1°
submeteram células-tronco de dentes deciduos a irradiacdo com LBl em doses de 3,0
e 50 Jcm? sendo as células submetidas a diferentes estagios nutricionais.
Constataram uma taxa de crescimento celular significativamente maior nos grupos
submetidos ao laser, quando comparados ao controle. Soares et al. 13 observaram o
efeito bioestimulador do LBI em células-tronco do ligamento periodontal. A dose é um
componente importante na influéncia dos resultados de proliferacdo celular 2°. No
presente estudo foi utilizada a dose de 1,0 J/cmz2, a qual promoveu uma significativa
bioestimulacéo, comparando-se ao grupo controle, sugerindo que essa dose nao
danificou os fotorreceptores, o que ocasionou um aumento do efeito biomodulador.
Além disso, a andlise quantitativa das células em diferentes intervalos de tempo (24 e
72h) apontam, através de testes estatisticos, um comportamento crescente de adesao
e proliferagao celular nos grupos estudados (PLA e laser /PLA). Esses resultados sédo
concordantes com os achados de Moura-Netto, Zaccara e Soares 192913,
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo apresentam relevancia clinica posto que a
utilizacéo do LBI representa uma bioestimulagéo eficaz na terapia associada a células-
tronco, conferindo uma base para avancgos da utilizacdo dessas células em processos
regenerativos. Aliando-se a isso, o arcabouco de &cido polilactico confere uma
microestrutura biocompativel ao desenvolvimento celular. Em suma, o presente
estudo revelou que o bioestimulo do laser com dose de 1,0 J/cm?, associado a base

de biofilme polimérico, promoveu aumento da proliferagéo celular.
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ANEXO

As normas adotadas nessa monografia seguiram as instrucfes aos autores para

submisséo de artigo no Journal of Applied Oral Science.

NORMALIZACAO TECNICA

O manuscrito deve ser digitado da seguinte forma:1,5 de espacamento em fonte arial
de 11 pts, com margens de 3 cm de cada lado, em uma pagina a4, somando até 15
paginas, incluindo as ilustracdes (graficos, fotografias, tabelas, etc). Os autores devem

manter uma cépia do manuscrito para possiveis pedidos.

CITACAO DOS AUTORES

A citacdo dos autores no texto pode ser realizada de duas maneiras:

1) Apenas numérico: "e interfere com o sistema bacteriano e sistema de tecido 3*7-
10" As referéncias devem ser citadas em uma ordem numérica ascendente dentro do
paragrafo.

2) ou alfanumérico

Um autor - Silva %2 (1986)

Dois autores - Silva e Carvalho 2° (1987)

Trés autores - Ferreira, Silva e Martins 27 (1987)

Mais de trés autores - Silva, et al. 28 (1988)

Caracteres de pontuacdo, como periodos e virgulas, devem ser colocados apos a

citacdo numérica dos autores. Ex: Ferreira 38 .

REFERENCIAS

As referéncias devem seguir 0s "Requisitos uniformes para manuscritos submetidos
a Revistas Biomédicas - Vancouver".

Todas as referéncias devem ser citadas no texto. Eles devem ser ordenados
alfabeticamente pelo sobrenome do autor e numerados em ordem crescente de
acordo. A ordem de citagdo no texto deve seguir esses numeros. As abreviaturas dos
titulos das revistas internacionais citadas devem seguir o Index Medicus / MEDLINE.
Comunicag0des pessoais e dados ndo publicados sem data de publicagdo ndo devem

ser incluidos na lista de referéncia.
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Resumos, monografias, dissertacdes e teses ndo serdo aceitos como referéncias.
Os nomes de todos os autores devem ser citados até 6 autores;No caso de haver
mais autores, 0os 6 primeiros autores devem ser citados, seguidos pela expressao ",
et al.", Que deve ser seguida por "periodo" e ndo deve ser escrita em italico. Ex: Uhl,
et al.

No maximo, 30 referéncias podem ser citadas, exceto para comentarios convidados
pelo Editor-em-chefe.

Artigos publicados em revistas

Wenzel A, Fejerskov O. Validade do diagnostico de lesGes de caries questionaveis
em superficies oclusais de terceiros molares extraidos. Caries Res. 1992; 26: 188-93.
Trabalhos com mais de 6 autores

Os primeiros 6 autores sao citados, seguidos pela expressédo ", et al."

Parkin DM, Clayton D, Black RJ, Masuyer E, Friedl HP, Ivanov E, et al. Infancia -
leucemia na Europa apos Chernobyl: 5 anos de seguimento. Br J Cancer. 1996; 73:
1006-12.



