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INTRODUCAO

A Terapia a laser de baixa intensidade (LLLT), também conhecida como
fotobiomodulagéo (PBM), teve seus primordios na década de 1960 e utilizaram a luz como um
fator estimulante. A NASA, foi a primeira a utilizar a fotobiomodulagdo com a intencéo de
acelerar a cicatrizacao de ferimentos no espaco. No entanto, existem uma variedade de tipos
de tratamento em que o laser vem ganhando expressiva importancia e participa¢ao, incluindo
cicatrizagdo de ferimentos, antibidticos, anti-inflamatérios, na imunidade e vitiligo. Varios
estudos mostraram que PBM pode diminuir a inflamagéo, ensaios de PBM mostraram
citocinas inflamatdrias diminuidas, nos mais variados casos. Diante do exposto, faz-se
necessario um estudo aprofundado que avalie molecularmente o possivel papel da PBM tanto
na diferenciacdo, quanto no processo inflamatorio de células-tronco originadas da polpa
dental adulta.

OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a expressao de moléculas marcadoras de
diferenciacédo celular e inflamacéo em células-tronco extraidas do tecido pulpar antes e apés
o tratamento com laser de baixa intensidade.

MATERIAIS E METODOS

Ap0s autorizagdo do paciente por meio do TCLE, dentes higidos, adultos com indicacéo
para remogao cirurgica foram extraidos no curso de cirurgia, na associacdo paulista de
Cirurgides Dentistas - APCD Em seguida, foram colocados em recipiente estéril contendo soro
fisiol6gico, sendo posteriormente lavados com etanol 70 % e 5 vezes com tampao fosfatado
de sodio (PBS) para evitar qualquer tipo de contaminagdo bacteriana provenientes da
cavidade oral. Posteriormente, o elemento dental foi cortado na regido da juncdo esmalte-
cemento, a fim de separar a coroa dentéria da porgéo radicular e assim, acessar seu tecido
pulpar que foi removido e foi transferido para um recipiente contendo solucéo (a-MEM) sem
SFB (soro fetal bovino). O tecido pulpar excisado foi digerido em solucdo contendo
colagenase tipo | (3 mg/mL) e dispase (4 mg/mL) por 45 min a 37°C. Ap0s a digestao foram
adicionados 5 volumes de meio de cultura de células (a-MEM), contendo 10% de soro fetal
bovino. Esta solucao foi, entdo, centrifugada a 1200 rpm por 10 min, o material precipitado foi
ressuspendido em meio de cultura. As células resultantes do protocolo de extracdo foram
semeadas em placas para cultura celular, em presenca de meio de cultura a-MEM. Apés o
crescimento celular foi adicionado LPS na concentracdo de 10ug/ml ao meio de cultura com
solu¢ao a-MEM néo suplementada por 24hs em um total de 6 pogos para mimetizar a indugéo
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de processo inflamatério em todas as culturas celulares. Logo apés foi incidido o laser de
baixa poténcia em trés pocos contendo a cultura celular inflamada, em modo continuo
utilizando poténcia de 100mwW, comprimento de onda de 808nm e doses de 6J (100mW x 60
segs.) E as células foram colocadas em estufa de dioxido de carbono durante 4 horas. Logo
apos, foi realizado a extracdo do RNA por meio do kit RNeasy Mini Kit, e sua quantificacéo
por espectrofotometria. Dessa forma, com uma concentracdo adequada de RNA puro, foi
possivel obter o cDNA por transcri¢do reversa usando RT2 First Strand kit, onde foi obedecido
um protocolo, e entcom cDNA foi feito uma analise da expressdo de genes marcadores da
inflamacé&o por meio do kit O RT? Profiler™ PCR array.

RESULTADOS
o Expressao génica dos receptores PARs
As variacfes na expressao génica dos PARs-1, 2, 3 e 4 foi avaliada apo6s o tratamento

das células induzidas por LPS quanto aos efeitos da fotobioestimulagdo com laser nas
poténcias de 1 e 3J, respectivamente (Figuras 3 e 4).
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Figura 1. Expresséo génica dos receptores PARs apos tratamento com laser 1J e 3J de
poténcia em comparag¢do com o controle, ndo tratado.
e Andlise de dispersao da expressao dos genes

O grafico de dispersdo compara a expressado normalizada de cada gene no array entre
os dois grupos selecionados. A linha central indica o gene inalterado e, as linhas pontilhadas
indicam o limite de regulagem.
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Figura 2: Andlise da expressado génica apos ativacdo com LPS. Grafico de disperséo
(esquerda) e Tabela (direita) com os respectivos valores de variagdo da expressao dos genes
envolvidos na inflamacédo. Variacdes positivas estdo apresentadas em amarelo e negativas
em azul. Genes que ndo modularam estéo representados apenas no grafico e em preto.
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Figura 3: Andlise da expressé&o génica apos ativacdo com LPS e tratamento com laser
de baixa intensidade. Gréfico de dispersdo (esquerda) e Tabela (direita) com os respectivos
valores de variacdo da expressado dos genes envolvidos na inflamacéo. Variacdes positivas
estdo apresentadas em amarelo e negativas em azul. Genes que ndo modularam estdo
representados apenas no grafico e em preto.
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Figura 4: Heat Map do grupo LPS e tabela com os valores da expressao de cada gene.
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Figura 5:Heat Map do grupo LPS+Laser (6J) e tabela com os valores da expresséo de cada
gene.
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CONCLUSOES

A fotobiomodulacdo € uma area de pesquisa nova em nosso grupo e os resultados
obtidos até o momento sdo altamente promissores. Esta é a primeira vez que se estuda um
possivel papel modulador do laser na expressao dos receptores da familia PAR. Os PARs,
sabidamente, participam como receptores mediadores de respostas inflamatérias, seja ele
ativando ou inibindo tal processo. Os resultados apresentados nas figuras 8 e 9 mostram
claramente um aumento da expressdo do PAR-2, que é um receptor, canonicamente, ativado
por tripsina. Diferentemente do esperado, o PAR-1 parece nédo ser afetado pela incidéncia do
laser, mesmo sendo o receptor mais expressivo quantitativamente de toda a familia. A terapia
com laser de baixa poténcia, indiscutivelmente, foi capaz de modular a expressao de varios
genes que se alteraram durante o estimulo inflamatoério, como o coldgeno 10A1, que teve sua
expressao aumentada em 100% apdés o tratamento com o laser. Uma vez que o colageno é
uma molécula chave na remodelagéo tecidual, bem como no reparo, podemos concluir que o
laser, além de inibir o processo inflamatoério, também induz uma neoformacéo tecidual,
altamente desejada. Ainda, no grupo dos FGFs todos os genes avaliados sofreram
modulag¢des apos a laserterapia: O FGF1 teve sua expressao diminuida em 2,72 vezes, 0
FGF2 diminuicdo del,26 vezes, o FGFR1 passou de 1,24 para -1,05, uma diminuicdo de mais
de 100% na expressao, enquanto o FGFR2 foi de -1,27 para -7,34, quedas consideraveis na
expressao de moléculas importantes no processo infamatorio que foram moduladas
negativamente apds o tratamento com o laser. Os mesmos resultados podem ser observados
para o grupo dos genes SMAD. As SMAD compreendem uma familia de proteinas
estruturalmente semelhantes que sdo os principais transdutores de sinal para receptores da
superfamilia do TGF-B, que sdo moléculas importantes na regulacdo do desenvolvimento e
crescimento celular. Nossos experimentos mostram que as SMADs 1 a 5 tiveram, todas, as
suas expressdes reguladas negativamente.
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