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RESUMO

A migracao e adesao de osteoblastos bem como a sintese de matriz mineralizada sao de
suma importancia para osseointegracao dos implantes orais. Por sua vez, a formacédo de
um selamento bioldgico efetivo € essencial para a longevidade deste tratamento e depende
diretamente da adeséo de células da mucosa oral a superficie dos componentes protéticos
dos implantes (abutments). A fotobiomodulacdo tem sido usada com o intuito de melhorar
a adeséo e proliferacdo celular em regides perimplantares. O objetivo deste estudo foi
avaliar a influéncia da aplicagéo da fotobiomodulacao utilizando laser de baixa intensidade
(LBI) e diodos emissores de luz (LED) sobre células dos tecidos ésseo e mucoso cultivadas
sobre discos de titanio usinado (Ti). Foram utilizadas linhagens celulares humanas de
osteoblastos (SaOs-2), fibroblastos (HGF) e células epiteliais (NOK). Estas células foram
cultivadas sobre os discos de Ti na densidade de 5x10* células/disco mantidas em meio de
cultura (DMEM) suplementado com solugdo antibiotica/antimicotica e 10% de soro fetal
bovino (SFB). Apés 24 horas, o meio de cultura foi substituido por meio livre de SFB e as
células foram submetidas &s irradiacdes. Foram realizadas 3 (trés) irradiagbes, com
intervalos de 24 horas, na densidade de energia de 3J/cm?, com area de irradiacédo de 2cm?
e distancia de 2,5cm, utilizando dispositivos especialmente desenvolvidos para cultura de
células. Para a LBI, foi utilizado o dispositivo LaserTABLE, no comprimento de onda de
780nm e irradiancia de 25mW, enquanto para a luz de LED, o dispositivo LEDTABLE foi
aplicado, nos parametros de 810nm, 20mW. Apdés as irradiacdes, foi determinado o nimero
de células aderidas ao substrato de Ti e espraiamento, por meio de fluorescéncia direta. A
viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de Alamar Blue e também foram avaliadas a
sintese de proteina total e de colageno, bem como atividade de fosfatase alcalina (ALP)
pelos osteoblastos. Os dados foram submetidos a andlise estatistica pelos testes de
ANOVA One Way complementado por Tukey, com nivel de significancia de 5%. A adesao
das células epiteliais foi significativamente afetada pela fototerapia, enquanto para as
outras células esta adesédo nao foi significativamente afetada. A viabilidade também foi
positivamente influenciada pelo LBl e LED, bem como a sintese de proteina total e
colageno, de forma distinta para cada tipo celular. A atividade de ALP foi estimulada apenas
para o grupo submetido a LBI. Desta forma, a aplicacédo da fototerapia pode resultar em

melhora nas fungdes celulares relacionadas ao processo de reparo peri-implantar.

Palavras-chave: Osteoblastos. Fibroblastos. Células Epiteliais. Laserterapia de Baixa
Intensidade. LED



ABSTRACT

Osteoblast migration and adhesion, as well as synthesis of mineralized matrix are of great
importance for osseointegration of dental implants. For its turn, the formation of an effective
biological sealing is essential for the longevity of this treatment, directly depending on the
adhesion of oral mucosa cells to the prosthetic components of implants (abutments). Pho-
totherapy has been used aiming at enhance cellular adhesion and proliferation in peri-im-
plant regions. This study aimed to assess the influence of low-level laser therapy (LLLT)
and LED over an in vitro implant model, by means of adhesion and metabolism of fibroblasts,
osteoblasts and epithelial cells on titanium surfaces. Osteoblast SaOs-2 cells, fibroblast
(HGF) and keratinocytes (NOK) were used. Cells were maintained in culture medium
(DMEM), supplemented by antibiotic/antimycotic solution and 10% fetal bovine serum. Af-
ter 24 hours, culture medium was replaced by FBS-free DMEM. Three irradiations were
performed at energy density of 3J/cm? at each 24 hours.. For LLLT, LASERTABLE device
was used with a wavelength of 780nm and 25mW, while for LED a LEDTABLE device was
used with parameters of 810nm, 20mW, at a density of 3J/cm?. After irradiations, the
number of adhered cells to substrate (Ti) and spreading was determined by means of direct
fluorescence. Cell viability was determined by Alamar Blue assay and total protein and
collagen synthesis were also evaluated as also ALP activity by osteoblasts. Data were sub-
mitted to ANOVA complemented by Turkey statistical tests at a 5% significance level. Ad-
herence of epithelial cells was significantly affected by phototherapy, while no significant
effect was observed for the other cell lines. Cell viability was also positively affected by LLLT
and LED, as also protein and collagen synthesis, in distinct patterns according to each cell
line. Alkaline phosphatase (ALP) activity was higher only for LLLT group. Therefore, photo-

therapy may result in enhancement of cellular functions related to peri-implant repair.

Key-words: Osteoblast. Fibroblast. Epithelial cells. Low-Level Laser Therapy. LED.
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1 INTRODUCAO

O sucesso da instalacdo dos implantes osseointegrados orais esta diretamente
relacionado com a obtenc&do de uma conexdao estavel entre a superficie dos implantes e os
tecidos peri-implantares (EISENBARTH et al., 1996; FRANCHI et al., 2005; JOOS et al.,
2006). Esta fixacdo é obtida a partir da formacao de tecido 6sseo ao redor do implante
(osseointegracdo), que garante a estabilidade e funcionalidade deste procedimento
reabilitador, bem como dos tecidos moles circundantes (KHADRA et al., 2005;
CONSOLARO et al.,2010; SALVI et al., 2015; AYUKAWA et al., 2016; ESFAHANIZADEH
et al., 2016).

Este processo se inicia a partir da obtencdo da hemostasia primaria, por meio da
formacédo de um coagulo e tecido de granulagcéo peri-implantares, seguido da migracéo e
adesdo de osteoblastos para a superficie do implante (KASEMO e GOLD, 1999). Entao,
estas células iniciam a formacéo de uma matriz coldgena e sua mineralizacéo, que culmi-
nardo na formacdo de um tecido 6sseo maduro em aproximadamente 10 semanas
(BERGLUNDH et al., 2003; MEYER et al., 2004; COLNOT et al., 2007).

A aceleracdo da migracdo e metabolismo das células osteoblasticas aderidas a
superficie dos implantes pode resultar também na obtencédo de estabilidade implantar mais
precoce, 0 que resulta em melhor prognostico para os implantes osseointegrados.

Diversas estratégias tem sido propostas para obter maior adesdo e metabolismo
destas células como alteracbes de superficie dos componentes dos implantes, aplicacao
de fatores de crescimento e outras moléculas bioativas e a aplicacdo da fotobiomodulacao
utilizando laserterapia de baixa intensidade (LBI) e diodos emissores de luz (LED) (BOL-
DRINI et al., 2013).

Os beneficios da fotobiomodulacdo sdo demonstrados deste a década de 1960,
guando Mester et al. (1968) demonstraram um aumento de sintese de colageno em feridas.
Desde entao, a LBI tem apresentado efeitos positivos em diferentes células e tecidos, como
osteoblastos e fibroblastos, demonstrando aumento da proliferacéo, expressédo génica e
sintese protéica destas células. Esta terapia ndo é invasive e apresenta capacidade de
penetracdo tecidual, que € diretamente proporcional ao comprimento de onda utilizado.
Porém, seus efeitos estdo diretamente relacionados aos parametros utilizados, que além
do comprimento de onda somam-se densidade de energia aplicada, area irradiada,
distancia do tecido e poténcia.

Ja os LEDs foram aplicados na fotobiomodulacao tecidual a partir dos anos 1990 e
se mostram como uma alternativa com menor custo (MESTER et al. 1968; CERNAVIA et



al., 1994; WALSH 1997; YEH, WU, CHENG, 2010). Contudo, esta modalidade apresenta
menor capacidade de penetracdo tecidual e, apesar de apresentarem principios
semelhantes, estas terapias podem apresentar efeitos distintos sobre os tecidos.

Na Implantodontia, os estudos envolvendo a fotobiomodulacdo tem apresentado
enfoque principalmente na bioestimulacdo da proliferacdo e metabolismo de células
0sseas, atraves do uso da LBl e LEDs, o que auxiliaria no processo de osseointegracao
KHADRA et al., 2005b; LINS et al.,, 2010; TERHEYDEN et al., 2012; MARISCAL ,2013;
MAYER et al., 2015; ESFAHANIZADEH et al., 2016 ;BOSSHARDT et al. 2017).

Porém, ainda ndo ha um consenso sobre os parametros desta modalidade
terapéutica, ja que, como descrito anteriormente, a alteracdo de apenas um parametro da
irradiacao pode resultar em efeito totalmente distinto. Um estudo realizado por Maior, 2014
com aplicacédo de LBI (GaAlAs) com comprimento de onda de 830 nm e densidade de 2
Jicm? sobre culturas oesteogénicas demonstrou aumento da proliferacéo destas células.
Por outro lado, a mesma aplicagcdo da LBI (GaAlAs), porém no comprimento de onda de
915 nm e com mesma densidade de energia (2J/cm?) sobre osteoblastos humanos néo
apresentou resultados significativos sobre a viabilidade e proliferacdo destas células
(PARENTI et al., 2013). Outro estudo, sobre células de linhagem osteoblastica humana
(Sa0s-2) foram submetidas a irradiacéo de laser diodo (GaAlAs) com comprimento de onda
de 915 nm, mas com densidades de energia de 0, 5, 10, and 15 J/cm?. A LBI promoveu
maior expressdo génica de colageno tipo | e menor tempo de cicatrizacdo através do
estimulo de migracao celular e deposicéo de colageno pelos osteoblastos (TSCHON et al.,
2015). Adicionalmente, a utilizagdo da LBI no com comprimento de onda de 808 nm, irra-
diancia de 50 mW e densidade de 11 J/cm? afetou positivamente as caracteristicas do
tecido ésseo, favorecendo a osseointegracdo (BOLDRINI et al., 2013).

Outro fator muito importante na avaliagdo da resposta celular frente a um
determinado tratamento é a utilizagdo de modelos experimentais adequados, que simulem
da melhor forma as caracteristicas teciduais. Ja foi demonstrado que o tipo de
substrato utilizado durante os estudos in vitro alteram significativamente a resposta celular
(REF). Assim, desde 1996 foi demonstrado que a utilizacdo de substratos que se
assemelhem aquele utilizado durante a instalacéo dos implantes osseointegrados resultam
em resultados mais confiaveis sobre a adesdo e o metabolismo celular. Desta forma, a
utilizag&o de substratos de titanio, sendo este o material mais utilizado para a confecgéo de
parafusos de implantes osseointegrados é de extrema relevancia para os estudos que

avaliam os efeitos da fotobiomodulagcéo na resposta celular. Dito isto, € importante ressaltar
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gue muitos estudos anteriores nao utilizaram este modelo experimental e, portanto, a
grande diversidade de resultados também pode estar relacionada a este fator.

Estudos in vivo demonstraram que a aplicacéo da fotobiomodulacdo com LBI sobre
a interface O0ssea apods a instalacdo de implantes osseointegrados resultou em melhor
organizacao lamelar na interface periimplantar, o que sugere que a LBI poderia ter um efeito
positivo na maturacdo do osso durante o periodo de osseointegracdo (TORRES e
TEIXEIRA, 2008; PETRI, 2010; ESFAHANIZADEH et al., 2016; BOSSHARDT et al., 2017).

O potencial 6sseo para regeneracao depende do suprimento vascular amplo, pois
0s osteoblastos exercem suas atividades apenas nas proximidades de vasos sanguineos,
e a simples reducdo do oxigénio para essas células pode direcionar fenotipicamente a
formacéao de tecido fibroso ou fibrocartilaginoso. A formacao de canais de Havers maiores
Nno 0sso permitiria maior vascularizacdo sangiinea, melhorando o potencial de regeneracao
e maturacdo 0ssea. Este aumento do suprimento vascular causado pela irradiacéo laser foi
confirmado em tempo real num experimento em humanos num delineamento randomizado,
duplo-cego, placebo- controlado, numa profundidade de 8mm do ponto de irradiacao
(BANZER et al., 2006). Um estudo in vivo ndo apresentou alteracdes significativas na
neovascularizacdo local para os grupos submetidos a irradiacdo com LBI. Porém, um
aumento do numero de fibroblastos foi observado no tecido perimplantar. (ATASOY et al.,
2017).

A fosfatase alcalina (ALP) participa ativamente do processo de mineralizacdo da
matriz 6ssea, sendo entdo muito importante para o processo de osseointegracdo. No que
tange a estudos comparando LBl e LED, apresentaram-se resultados positivos sobre a
atividade de fosfatase alcalina por osteoblastos (PAGIN et al., 2014). E outros estudos tam-
bém demonstram um aumento na proliferacdo e migracdo de osteoblastos ap6s o uso de
LBl e LED (WHELAN et al, 2001; YANAMOTO et al.; 2001; PIRES OLIVEIRA,, 2008;
GRASSI et al., 2011; HUERTAS et al., 2014; GINANI et al., 2015; KUNIMATSU et al., 2018.
Discordante deste pensamento, no entanto, SCHWARTZ-FILHO et al., 2011).

O efeito da fotobiomodulacdo sobre a atividade de ALP por osteoblastos murinos
(MC3T3) utilizando LED e LBI nas densidades de energia de 3 e 5 J/cm? também foi
avaliado, sendo demonstrado que esta atividade nao foi influenciada pela aplicacdo das
distintas modalidades (PAGIN et al., 2014). Outro estudo, utilizando LBI (InGalp — 660nm e
AlAIAs — 780nm) em parametros distintos (20mW, 1.9J/cm? or 3.8J/cm?), no entanto,
demonstraram que as células MC3T3 irradiadas apresentaram maior atividade de ALP
(OLIVEIRA et al. 2017).



Além do processo de integracdo com o tecido 0sseo, a formacéo de um selamento
biolégico, a partir da intima relacdo dos tecidos mucosos orais com 0S componentes
protéticos do implante também é de suma importancia para o sucesso deste tratamento .
Este selamento tem o objetivo de reduzir a colonizagéo bacteriana na regiao peri-implantar,
reduzindo assim, a incidéncia de peri-implantites, que resulta na diminuicéo da longevidade
do tratamento com implantes osseointegraveis.

O selamento biologico atua ndo sé como uma barreira fisica, mas também como
uma barreira imunolégica contra os patdégenos envolvidos no desenvolvimento da peri-
implantite. Desta forma, a obtencao deste selamento deve ser a mais precoce possivel.

A formacdo deste selamento € diretamente relacionada a ades&do das ceélulas do
tecido epitelial e conjuntivo a superficie do componente protético denominado pilar ou “abu-
tment”. Tendo essa idéia em mente, a fotobiomodulacdo também tem sido estudada e
empregada com o propadsito de estimular a proliferacdo e metabolismo das células desses
tecidos (KHADRA et al., 2005a ; KHADRA et al., 2005b; CONSOLARO et al., 2010; LINS
et al., 2010; TERHEYDEN et al., 2012; MARISCAL ,2013; MAYER et al., 2015; SALVI et
al., 2015; AYUKAWA et al., 2016; ESFAHANIZADEH et al., 2016 ;BOSSHARDT et al. 2017;
BASSO et al., 2018).

Assim, com relagcéo a irradiagdo dos tecidos mucosos peri-implantares, de forma
geral, estudos in vitro tém demonstrado que a aplicacédo de fototerapia no comprimento de
onda de espectro vermelho (665 — 780nm) tem apresentado efeitos positivos na
estimulacdo da proliferacdo de fibroblastos e células epiteliais (KREISLER et al, 2003;
MARQUES et al, 2004; MOORE et al., 2005, KHADRA et al., 2005a; PAGIN et al., 2014).
Constatacao contréaria foi observada quando uma irradiacdo com comprimento de onda de
410nm foi usada sobre fibroblastos de queloide humano, mostrando uma menor expressao
do colageno tipo | (LEE,et al., 2017).

Em relacdo a aplicacao de LED, constatou-se que este pode influenciar a adesao,
diferenciacéo e proliferagdo dos fibroblastos gengivais humanos, através da estimulacéo
do gene de elastina (RONCATI et al., 2016).

Observou-se também que doses muito baixas ndo promovem efeitos bioldgicos,
enquanto densidades elevadas inibem as funcbes celulares (SOMMER et al., 2001,
TEUSCH, 2015; BASSO et al, 2016). Contudo, se comparadas pequenas e altas
densidades de energia, as primeiras levam a melhores efeitos de cicatrizagdo comparadas
as segundas ( PELLICIOLI et al., 2014).

Os efeitos da fototerapia sobre estes tecidos tem sido relacionados a um aumento

da capacidade mitogénica, bem como da expressdo de moléculas da matriz extracelular e
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fatores de crescimento. Além disso, a irradiacéo de células da mucosa oral com LBl e LED
tem resultado em diminuigdo da expressao e sintese de citocinas inflamatorias (LINS, 2010;
CHAVES et al., 2014; ALMEIDA, 2015). A terapia com laser de baixa poténcia exerce
efeitos anti-inflamatdrios importantes nos processos iniciais da cicatrizacao: reducdo de
mediadores quimicos, de citocinas, do edema, diminuicdo da migracdo de células
inflamatoérias e incremento de fatores de crescimento, contribuindo diretamente para o
processo de reabilitacdo tecidual (LINS et al., 2010; PIVA et al., 2011).

Assim, ratifica-se que o0 sucesso dos tratamentos com implantes osseointegraveis
depende, intimamente do processo de cicatrizacao e do potencial de células osteogénicas
em induzir a formagdo de uma nova matriz 6ssea, bem como de um adequado selamento
biolégico dos tecidos mucosos, a partir da proliferacdo de osteoblastos, fibroblastos e
células epiteliais (KHADRA et al., 2005). E, tanto irradiacbes com LBI e LED tém sido
recorrentemente testadas no intuito de influenciar positivamente nessa proliferacéo
(DORTBUDAK et at.,, 2002; MOORE et al., 2005; PAGIN et al.,, 2014; MAIOR,2014;
MAYER et al., 2015). Khadra (2004) em estudo in vivo, utilizando coelhos, demonstrou que
implantes irradiados tem melhor selamento que implantes néo irradiados (KHADRA et al.,
2004).

A importancia do presente estudo é justificada pela possivel aceleracao do reparo e
secamente peri-implantar principalmente em pacientes sistemicamente comprometidos

como diabéticos ou que apresentem osteoporose.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fotobiomodulacéo,
utilizando-se LBl e LED no metabolismo de células envolvidas no processo de

osseointegracéo e formacéo de selamento biolégico, em modelo in vitro.

2.2 Objetivo especifico

Determinar o efeito da LBI (com comprimento de onda de 780nm, irradiancia de
25mW e densidade de energia de 3 J/cm?) e LED (nos parametros de 810nm, 20mWw,
também com densidade de 3J/cm?) sobre a adesdo e viabilidade celular, bem como a
sintese de proteina total, sintese de colageno e atividade de fosfatase alcalina (ALP) de

osteoblastos, fibroblastos e células epiteliais cultivados sobre discos de titanio usinado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DISCOS DE TITANIO

Foram obtidos 72 discos de titanio usinados (Realum, S&o Paulo, SP, Brasil) a
partir de cilindros de titdnio comercialmente puro, com 13mm de diametro e 1,5mm de
espessura. Todos os discos foram lixados com lixas d’agua de granulagdes de 400, 600 e
1200, para obtenc¢éo de rugosidade superficial padronizada (Figura 1).

Para cada tipo celular, foram utilizados 24 discos, que foram utilizados para a analise
da adeséo (n=4), viabilidade (n=6), sintese de proteina total e de colageno (n=6) e atividade

de ALP para os osteoblatos (n=6).

Figura 1. Discos de titanio usinado, comercialmente puro (13mmx 1,5mm)

Fonte: Autor

3.1.1 LIMPEZA DOS DISCOS

Para remover qualquer material organico aderido a superficie, os discos foram

submetidos a limpeza em ultrassom, de acordo com o seguinte protocolo:

1) Imersé&o por 30 minutos em acetona;

2) Imersao por 30 minutos em agua destilada;
3) Imerséo por 30 minutos em etanol 100%;
4) Imersao por 30 minutos em agua destilada;

Apos limpeza, os discos foram esterilizados em autoclave especifica para esse fim.



3.2 CULTURA DE CELULAS

Foram utilizadas linhagens celulares de osteoblastos humanos (SaOs-2) (American
Types of Cell Culture — ATCC # HTB85), fibroblastos de gengiva humana (HGF) (CAAE #)
e células epiteliais de gengiva (NOK — Cellosaurus Cell Line — CVCL # BW57). Estas células
foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium, Gibco),
contendo solucao antibiotica/antimicética (10.000 unidades/mL de penicilina, 10.000 pg/mL
de estreptomicina e 25 pg/mL de amfotericina B - Gibco) e suplementado com 10% de soro

fetal bovino. As células foram mantidas em incubadora de COz, a 37°C.

3.2.1 OSTEOBLASTOS

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada uma cultura imortalizada de
osteoblastos humanos (SaOs-2 — ATCC #HTB85). As células foram mantidas em meio de
cultura DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, até o momento do
experimento. Os subcultivos celulares foram realizados utilizando tripsina/EDTA 0,25%
(Gibco).

3.2.2 FIBROBLASTOS

Os fibroblastos de gengiva foram obtidos de pacientes jovens e saudaveis, nao-
fumantes apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — FOAr — UNESP (CAAE
#1432113.7.0000.5416). Apds obtencéo do fragmento de tecido gengiva, este foi levado ao
Laboratério de Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, onde as células foram isoladas por meio da técnica de digestao enzimética.

Para tanto, o fragmento de tecido foi incubado em meio de cultura sem soro fetal
bovino (SFB - Gibco), contendo 3mg/mL de colagenase tipo | (3 mg/ml; Worthington
Biochemical Corp., Lakewood, NJ, USA) por 24 horas. Apds este periodo, os fragmentos
celulares foram transferidos para um tubo estéril e centrifugados. A seguir, estes
fragmentos foram resuspensos em meio de cultura contendo 10% de SFB e transferidos
para um frasco de cultura celular de 25cm?, até a obtencédo de confluéncia de 80%. Os
procedimentos de subcultivo celular foram realizados utilizando tripsina 0,25% (Gibco).

Estas células foram mantidas em meio de cultura DMEM contendo 10% de SFB até

0 momento da realizacdo dos experimentos.
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3.2.3 CELULAS EPITELIAIS

As células epiteliais (NOK - CVCL # BW57) foram mantidas em meio de cultura
DMEM (Gibco) contend solucédo antibiotica e 10% de SFB até o momento da realizacao dos
experimentos. Os procedimentos de subcultivo desta linhagem foram realizados também
com tripsina 0,25% (Gibco).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a realizacdo do experimento, ap0s as esterilizacdo, os discos foram

posicionados no fundo de placas de 24 compartimentos (Figura 2).

Figura 2. Esquema representativo dos discos de Ti posicionados em placas de 24 compartimentos, contendo

meio de cultura DMEM.

Fonte: Autor

A sequir, as células (osteoblastos, fibroblastos e células epiteliais) foram cultivadas
isoladamente sobre discos de Ti usinados, previamente posicionados em placas de 24
compartimentos, na densidade de 5x10* células por disco. Foram estabelecidos os grupos
experimentais descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo dos grupos experimentais estabelecidos para cada linhagem celular

Grupo
Tratamento

Controle

LBI
LBI (LaserTABLE)

Comprimento de onda: 780 nm
Irradiacdo continua

Irradiancia: 25 mW/cm?
Densidade de energia: 3 J/cm?
Area: 2 cm?

Distancia: 2,5 cm

LED
LED (LEDTABLE)

Comprimento de onda: 810 nm
Irradiacdo continua

Irradiancia: 20 mW/cm?
Densidade de energia: 3 J/cm?

Area: 2 cm?
Distancia: 2,5 cm

Fonte: Autor

Apbs 24h, tendo-se divididos os grupos, o meio de cultura foi substituido por meio
livre de SFB e as células, submetidas a irradiagcdes com diodos de laser e LED, por meio
de prototipos especificamente delineados para estudos in vitro.

Foram realizadas 3 (trés) irradiacdes, a cada 24h, na densidade de energia de
3J/cm?. As irradiacGes foram feitas em compartimentos alternadas nas placas para que
nao houvesse influéncia da irradiacdo de uma ceélula para outra. Para LBI, foi utilizado um

dispositivo LaserTABLE com laser tipo InGaAsP, com comprimento de onda de 780nm e
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irradiancia de 25mW , enquanto a luz de LED foi realizada com um dispositivo LEDTABLE
nos parametros de 810nm, 20mW, também com densidade de 3J/cm?2.
Apo6s 24h da dltima irradiacéo, totalizando 5 dias de cultura, foram realizadas as

analises descritas a seguir (Figura 3).

Figura 3. Representacao esquematica do delineamento experimental seguido durante a realizagédo do estudo.

o N/
<>
(<]

| 24horas | \ | |

PROTOCOLOS

Cultivo celular Substituicdo do 3 Irradiagdes, a

meio de cultura cada 24 horas
5x10* células/disco
12 Irradiagdo

Fonte: Autor

3.4 ANALISE DA MORFOLOGIA DAS CELULAS ADERIDAS

Para avaliar o nimero e o espraiamento das células sobre os discos de titanio, as
amostras foram submetidas a fluorescéncia direta, utilizando um marcador do citoesqueleto
celular. As amostras foram entédo fixadas em paraformaldeido 4% por 8 horas a 4°C. A
seguir, foram submetidas a lavagem com tampao fosfato-salino (PBS) 1x e permeabilizacéo
com triton x-100 0,1% em PBS (Sigma-Aldrich) por 15 minutos. Apés lavagem em PBS, as
amostras foram tratadas com faloidina (1:200, Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) por
30 minutos.

O numero de células que permaneceram aderidas foi determinado por meio da
marcacao nuclear com um intercalante de acido desoxirribonucleico (DNA) (Hoescht,
Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA). Ap0s o contato com o marcador fluorescente, a
marcagao nuclear foi realizada com o reagente na concentragdao 1:5000 em PBS por 15

minutos. As amostras foram entdo avaliadas em microscépio invertido acoplado a
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fluorescéncia (EVOS) (Figura 4). Foram obtidas 5 fotomicrografias de cada amostra, que

foram submetidas a analise em software ImageJ.

Figura 4. Representacéo esquematica do protocolo de fluorescéncia direta
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Fonte: Autor

3.5 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada por meio do reagente Alamar Blue (Invitrogen), o
gual se baseia na incorporacdo de um indicador de oxirreducdo que apresenta alteracao
de cor em resposta a reducédo quimica do meio de cultura em decorréncia da respiracao
aerdbica das células. Sobre as células cultivadas nos discos de Ti, foram adicionados 900
WL de meio de cultura (DMEM) sem soro fetal bovino associado a 100 pL de solugéo Alamar
Blue. As células foram incubadas por 4 horas (37°C e 5% de CO2). ApGs este periodo, 2
aliquotas de 100 uL foram obtidas de cada compartimento e entdo transferidas para uma
placa de 96 compartimentos. A fluorescéncia das amostras foi determinada em fluorimetro
(Synergy — H1 — Biotek Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda de 570 e 600 nm
(Figura 5).

Os dados foram expressos em porcentagem. A média dos resultados obtidos para o
grupo controle foi considerada como 100% de viabilidade, sendo 0s outros grupos

experimentais expressos em fungao deste grupo.
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Figura 5. Representacdo esquematica do protocolo de Alamar Blue, para determinacdo da viabilidade das

células em cultura, apés os tratamentos propostos.

Bk

Fonte: Autor

3.6 ANALISE DA SINTESE DE PROTEINA TOTAL

A producdo de proteina total foi determinada pelo método de Lowry, conforme
metodologia previamente descrita (BASSO et al., 2013a). Ap0s 0s tratamentos propostos,
as células foram lisadas em Lauril sulfato de sédio 1% por 40 minutos, a temperatura
ambiente. Depois, foi adicionado 1mL de Lowry Reagent (Sigma-Aldrich), seguido de
incubacgéo por 20 minutos e adicdo do Reagente de Folin & Ciocautel’s (Sigma-Aldrich).
Apo6s 30 minutos, a concentracdo de proteinas de cada amostra foi determinada em
espectrofotdmetro a 655 nm (Synergy H1- Biotek), de acordo com uma curva padrdo com
concentracdes pré-determinadas de albumina (Figura6). Os dados de sintese de proteina
total fo-ram expressos em porcentagem. A média dos resultados obtidos para o grupo
controle foi considerada como 100% de sintese, sendo 0S outros grupos experimentais

expressos em funcéo deste grupo.

Figura 6 Representacdo esquematica do protocolo sintese de proteina total.

O eesses

Fonte: Autor
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3.7 ANALISE DA SINTESE DE COLAGENO

A sintese de colageno total foi determinada pelo método colorimétrico de Sirius Red
(ORRISS et al., 2009), sem, contudo, diferenciar o tipo de colageno. Para tanto, apds 24
horas da ultima irradiagdo, o meio de cultura de cada amostra foi coletado e armazenado a
-20°C. Para a realizagdo da metodologia, aliquotas de 400 pL foram adicionadas a tubos
de 1,5 mL, juntamente com 400 uL da solucéo de Direct Red 0,1% (Sigma-Aldrich). A
seguir, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente, sob agitacdo a 400 rpm.
Apos esta incubacéo, as amostras foram centrifugadas (12000 rpm, 10 minutos). O material
sobrenadante foi descartado e a fracao precipitada (“pellet”) foi lavada com 800 pL &cido
cloridrico (HCI - 0,1 M), seguido de centrifugacéo e descarte do sobrenadante. Finalmente,
o pellet foi re-suspendido em 300 pL hidréxido de sédio (NaOH — 0,5 M) até obtencédo de
solucdo homogénea. Duas aliquotas de 100 uL de cada amostra foram, entdo, transferidas
para uma placa de 96 compartimentos e analisadas em espectrofotometro a 555 nm
(Synergy H1- Biotek). (Figura 7). Os dados foram expressos em porcentagem. A média dos
resultados obtidos para o grupo controle foi considerada como 100% de sintese de

colageno, sendo 0s outros grupos experimentais expressos em funcao deste grupo.

Figura 7. Representacéo esquematica do protocolo de sintese de colageno

Fonte: Autor

3.8 ANALISE DA ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA (ALP)

A analise foi realizada utilizando o Kit de Fosfatase Alcalina (Labtest Diagnostico
S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil). As amostras foram lisadas em lauril sulfato de sodio 0,1%
por 40 minutos. Tubos individuais preparados contendo 500 yL de tampé&o e 50 pL de
substrato foram incubados a 37°C por 2 minutos, conforme recomendacéo do fabricante. A

seguir, uma aliquota de 50 uL de cada amostra foi adicionada ao tubo correspondente e as
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mesmas foram incubadas por mais 10 minutos. Apds este periodo, se adicionou o reagente
de cor, e aliquotas de 200 yL de cada amostra foram transferidas para uma placa de 96
compartimentos e analisadas em espectrofotometro a 590nm (Synergy H1- Biotek) (Figura
8). A atividade de ALP foi determinada por meio de curva padrdo com concentracdes
conhecidas da enzima (BASSO et al., 2013b). Os resultados de atividade de ALP foram
normalizados pela sintese de proteina total de cada amostra.

Os dados foram expressos em porcentagem. A média dos resultados obtidos para o
grupo controle foi considerada como 100% de atividade de ALP, sendo 0s outros grupos

experimentais expressos em funcéo deste grupo.

Figura 8 Representacdo esquematica do protocolo de atividade de ALP.

== |[][]]

Fonte: Autor

3.9 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Observados parametros de normalidade, foram aplicados testes estatisticos
paramétricos one-way ANOVA One Way, complementado por Tukey, com inferéncias

estatisticas considerando nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE DA RUGOSIDADE DOS DISCOS

A andlise da rugosidade dos discos de titdnio mostrou uma média de 0,3 pum.

4.2 ANALISE DA MORFOLOGIA DAS CELULAS ADERIDAS

A andlise qualitativa da adesao dos osteoblastos ao substrato de titanio revelou que
nao houve diferencga significativa na distribuicdo celular para os diferentes tratamento,
porém, quando as células foram irradiadas com LBI, menor marcacdo dos filamentos de
actina foi observada, demonstrando menor espraiamento celular (Figura 9).

Por meio da analise quantitativa do numero de células aderidas também foi
observado que ndo houve diferenca estatisticamente significante em relacdo a adesao de
osteoblastos ao substrato entre os trés grupos experimentais : controle (C), laser de baixa
intensidade (LBI) e luz emitida por diodo (LED) (Figura 10) .
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Figura 10. Analise quantitativa do nimero de células aderidas (osteoblastos) a superficie de Ti apos

0s tratamentos propostos.
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Em relacdo a adesdo de fibroblastos, as analises qualitativa e quantitativa nao
demonstraram diferenca entre 0s grupos experimentais e o grupo controle (Figuras 11 e
12).
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Figura 12. Andlise quantitativa do nimero de células aderidas (fibroblastos) a superficie de Ti apds
os tratamentos propostos. Grupos identificados com simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente

significativa (Tukey, p<0,05).
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Fonte: Autor

Em relacdo as células epiteliais, houve um aumento significante nos grupos LBI e
LED quando comparados ao grupo controle (C), no entanto, sem diferenca significativa

entre os grupos LBl e LED (Figuras 13 e 14)
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Figura 14. Andlise quantitativa do nimero de células aderidas ((células epiteliais) a superficie de Ti
apés os tratamentos propostos. Grupos identificados com simbolos diferentes indicam diferenca

estatisticamente significativa (Tukey, p<0,05).
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4.3 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

Em relacdo a viabilidade celular pode-se constatar aumento significativo de
viabilidade de osteoblastos quando as células foram tratadas com LBI e LED (Figura 15).

Quanto aos fibroblastos, observou-se melhores ganhos no grupo LBI, enquanto os
grupos LED e C apresentaram resultados estatisticamente semelhantes (Figura 16).

Ja em relacado as células epiteliais, os maiores escores foram obtidos no grupo LED,
e 0s grupos LBI e C apresentaram resultados similares entre si, porém menores que 0s

encontrados para o grupo LED (Figura 17)
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Figura 15. Andlise da viabilidade dos osteoblastos submetidas aos diferentes tratamentos.. *Grupos

identificados por simbolos iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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Figura 16. Analise da viabilidade dos fibroblastos submetidas aos diferentes tratamentos.. *Grupos

identificados por simbolos iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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Figura 17. Analise da viabilidade das células epiteliais submetidas aos diferentes tratamentos.. *Grupos

identificados por simbolos iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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4.4 ANALISE DE SINTESE DE PROTEINA TOTAL

A avaliacdo de producdo de proteina total, determinada pelo método de Lowry,
demonstrou que para os osteoblastos houve aumento significativo para os grupos LBI e
LED, guando comparados ao grupo controle (Figura 18).

Para os fibroblastos, aumento da sintese de PT foi observado apenas para o grupo
LBI. (Figura 19).

A sintese de proteina total das células epiteliais foi semelhante para todos os grupos

avaliados, experimentais e controle (Figura 20).
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Figura 18. Analise da sintese de proteina total por osteoblastos submetidos aos diferentes

tratamentos.*Grupos identificados por simbolos iguais nao diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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Figura 19. Analise da sintese de proteina total por fibroblastos. *Grupos identificados por simbolos iguais ndo
diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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Figura 20. Analise da sintese de proteina total por células epiteliais submetidas aos diferentes tratamentos.

*Grupos identificados por simbolos iguais néo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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4.5 ANALISE DE SINTESE DE COLAGENO

A sintese de colageno total, determinada pelo método colorimétrico de Sirius Red
apresentou 0s seguintes resultados:

Houve uma maior sintese de colageno no grupo irradiado por LED para os osteoblas-
tos, ndo havendo diferencga estatisticamente significante entre os grupos controle e LBI
(Figura 21).

Em relacdo aos fibroblastos houve, também, superioridade no grupo LED.
Comparando-se apenas o0s grupos LBl e C, ambos apresentaram resultados
estatisticamente similares (Figura 22).
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Figura 21. Andlise da sintese de colageno por osteoblastos submetidos aos diferentes tratamentos. *Grupos

identificados por simbolos iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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Figura 22. Andlise da sintese de colageno por fibroblastos submetidos aos diferentes tratamentos. *Grupos

identificados por simbolos iguais ndo diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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4.6 ANALISE DA ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina pelos osteoblastos cultivados sobre o substrato de
tithnio mostrou-se superior, em relacdo aos osteoblastos, no grupo LBI, seguida pelo grupo

C e com menores valores para o grupo LED (Figura 23).
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Figura 23. Andlise da atividade de ALP por osteoblastos submetidos aos diferentes tratamentos..

*Grupos identificados por simbolos iguais nao diferem estatisticamente entre si (Tukey, p<0,05).
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Figura 24. Quadro comparativo da superioridade dos tratamentos distribuidos entre as variaveis ana-
lisadas e os tipos de células. Campos marcados com (*) indicam igualdade entre tratamentos e grupo controle.

Campos marcados com (-) indicam onde as andlises nao se aplicam.

- * LBI LBI LED

- * LBI LBI LED _
- LBI e LED LED * _ _
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5. DISCUSSAO

A osseointegracdo, bem como a formacédo de um selamento mucoso em torno de
implantes osseointegraveis esta intimamente ligada a longevidade desse tipo de
tratamento. Para que isso ocorra de forma satisfatoria, é imprescindivel a proliferacao de
células envolvidas no processo como osteoblastos, fibroblastos e células epiteliais. Tudo
gue favoreca isso € de suma importancia e estudos tém se dedicado a avaliar os efeitos da
fotobiomodulacéo celular através de aplicacdo de laser de baixa Intensidade e LED. (
KHADRA et al., 2005b; LINS et al.,, 2010; TERHEYDEN et al., 2012; MARISCAL ,2013;
MAYER et al., 2015; ESFAHANIZADEH et al., 2016 ;BOSSHARDT et al. 2017).

Especificamente no que tange o processo de osseointegracdo, a adesao de
osteoblastos a superficie do implante, bem como a sintese e mineralizacdo de matriz estéo
diretamente relacionadas ao processo de reparo desse tecido ( KHADRA et al., 2005a;
JOOS et al., 2006; CHANG et al., 2010; CONSOLARO et al.,2010; SALVI et al., 2015;
AYUKAWA et al., 2016; ESFAHANIZADEH et al., 2016 BASSO et al., 2018).

No presente estudo, a avaliacdo do efeito da fototerapia utilizando LBl e LED em
modelo in vitro sobre a adesdo dos osteoblastos ao substrato de titanio usinado, néo
revelou diferenca estatisticamente significante com relacao ao grupo controle. Excecao feita
em relacdo ao espraiamento celular que, para o grupo submetido ao LBI, as células
apresentaram menor expressdo de filamentos de actina, demonstrando menor
espraiamento citoplasmatico. No entanto, o nimero de células aderidas foi semelhante para
todos os grupos controle, LBl e LED. Esses dados corroboram com os achados de
SCHWARTZ-FILHO et al. (2011) e PARENTI et al. (2013) e difere de outros autores
(WHELAN et al, 2001; YANAMOTO et al., 2001; PIRES OLIVEIRA et al., 2008; KHADRA
et al., 2005; GRASSI et al., 2011; BOLDRINI et al., 2013; HUERTAS et ,al., 2014; GINANI
et al., 2015; MAIOR, 2014 e KUNIMATSU et al., 2018).

Os diferentes resultados observados entre os estudos sao provavelmente derivados
da utilizacdo de diferentes para@metros e modelos de irradiacdo celular. Sabe-se que a
alteracao de quaisquer fatores — densidade, poténcia, area, distancia — resulta em fenoétipos
celulares distintos. A falta de padronizacdo entre os parametros utilizados pode ser o
principal fator relacionado com os resultados negativos da fotobiomodulagéo. Desta forma,
para o presente estudo utilizamos dispositivos especificamente desenvolvidos para estudos

em cultura de células, a LaserTABLE e a LEDTABLE, que oferecem irradiacao
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padronizada (area e distancia) para todos os compartimentos em que as células estao
cultivadas (BASSO et al. 2012).

Além disso, alguns estudos avaliaram o efeito da fototerapia em modelos cujas
células foram semeadas em substratos de poliestireno e, no presente estudo, estas células
foram semeadas sobre substratos de titanio, simulando a interagao destas com o implante
osseointegrado, tentando-se, dessa forma, chegar o mais préximo possivel de uma
situacao in vivo. Este fator também pode alterar a resposta celular, j& que estas podem
apresentar fenaotipo distinto quando cultivadas em diferentes substratos (ALGHAMDI et al.,
2012). Este € também um fator diferencial do presente estudo, ja que dos estudos prévios
avaliando a fotobiomodulacéo visando elucidar seu efeito no reparo peri-implantar, poucos
utilizaram substratos de titanio (NAGAI et al., 2002; DEPPRICH et al., 2008; PETRI et al.
2010; CANKAYA et al., 2011; MIAO et al., 2017).

Demonstrou-se que quando os osteoblastos sao cultivados sobre este tipo de
substrato estas células apresentam adesdo, espraiamento e metabolismo distintos aqueles
apresentados para superficies de poliestireno, podendo, portanto, influenciar diretamente
no resultado obtido (GROESSNER-SCHREIBER e TUAN, 1992).

Apesar das terapias com LBl e LED n&o terem estimulado a adesdo dos
osteoblastos, deve-se ressaltar que estas também nao atuaram como um fator negativo
guantitativo para esta adesao, sem efeito prejudicial para a interacdo dos osteoblastos com
0s substratos de titanio. Porém, o menor espraiamento observado para o grupo LBl no
presente estudo, pode estar associado a uma fraca adesao dos osteoblastos ao substrato,
0 que também pode resultar em reparo tecidual mais lento (JOOS et al., 2006; CHANG et
al., 2010).

Outro fator a ser considerado no estudo, neste caso como fator limitante, é a
interacdo da luz laser e LED com o substrato metalico. Até o presente momento, néo foi
demonstrado se existe uma relacdo de absorcéo, reflexdo ou ainda um efeito térmico
guando desta interagdo, que possa estar relacionado a um efeito deletério as células
cultivadas. Tendo apenas estudo de efeito térmico quando de fotobiomodulacdo sobre a
pele (JON-JONSEN, 2011).

Um terceiro fator diferencial deste estudo € a avaliacdo das diferentes células
envolvidas no reparo peri-implantar, sendo estas constituintes dos tecidos 6sseo e mucoso
(epitélio e conjuntivo), de forma a elucidar de maneira abrangente a interacdo da
fotobiomodulacédo sobre todos os tecidos que podem ser expostos a esta modalidade

terapéutica.
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A interface entre o tecido gengival e o implante dental também deve apresentar uma
intima relacdo. Ela promove uma barreira fisica e biologica, que protege os tecidos
perimplantares da invasdo de patdégenos, jA que o epitélio atua como barreira fisica e
imunolégica (HYNES, 2002; AN et al., 2012). Apés a instalacdo dos implantes, estas células
devem aderir ao abutment, sendo que esta adesdo deve ser seguida da expressao de
marcadores fenotipicos relacionados a sintese de moléculas de adesédo e de moléculas da
matriz extracelular, bem como de fatores de crescimento, citocinas inflamatorias e
imunoglobulinas (HYNES, 2002; LINS, 2010; AN et al., 2012; CHAVES et al.,, 2014;
DORKHAN, 2014; ALMEIDA, 2015).

Assim, a formacdo de uma barreira efetiva é crucial para a manutencdo dos
componentes dos implantes e para a hemostasia local (KHADRA et al., 2005a ; KHADRA
et al., 2005b; CONSOLARO et al.,2010; LINS et al., 2010; TERHEYDEN et al., 2012,
MARISCAL ,2013; MAYER et al., 2015; SALVI et al.,, 2015; AYUKAWA et al.,, 2016;
ESFAHANIZADEH et al., 2016 ;BOSSHARDT et al. 2017; BASSO et al., 2018). E, uma
menor interacdo das células da mucosa oral com 0s componentes protéticos pode afetar o
estabelecimento desse selamento bioldgico (AN et al. 2012). Também para estimular esse
selamento mucoso se aplicam técnicas de fotobiomodulacao.

Alguns estudos in vitro demonstraram que a aplicacdo da fotobiomodulacdo no
comprimento de onda de espectro vermelho e infra-vermelho préximo (665 — 780nm), como
os utilizados no presente estudo, tem apresentado efeitos positivos na proliferacédo de
fibroblastos e células epiteliais, acelerando o processo de adeséo focal dessas células ao
titinio (KREISLER et al, 2003; MARQUES et al, 2004; MOORE et al., 2005, KHADRA et
al., 2005a; PAGIN et al., 2014). No presente estudo néo houve diferenca significante entre
os grupos Controle, LBI e LED quando da anélise de adeséao de fibroblastos. Maior adeséo
contudo, foi observada para as células epiteliais submetidas a LBl e LED , sem diferenca
estatistica entre ambas terapias.

A viabilidade dos osteoblastos foi maior para os grupos submetidos ao LBl e LED,
corroborando com os estudos de KHADRA et al., 2005b; LINS et al., 2010; TERHEYDEN
et al.,, 2012; MARISCAL ,2013; MAYER et al., 2015; ESFAHANIZADEH et al., 2016
;BOSSHARDT et al. 2017). Para as células da mucosa oral, resultados distintos foram
observados, sendo que para os fibroblastos, a terapia com LBI resultou em maior
viabilidade para estas células, enquanto o LED apresentou os melhores resultados para as

células epiteliais.
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Estes resultados também podem estar associados aos diferentes niveis de interacao
da luz com as células em cultura. J& foi demonstrado que maiores comprimentos de onda
apresentam maior penetragao tecidual e podem afetar as organelas celulares de formas
distintas. (SOMMER et al., 2001; PELLICIOLI et al., 2014; TEUSCH, 2015; BASSO et al,
2016).

A sintese de proteina total reflete o estado metabdlico das células em cultura. Ambas
as terapias, LBl e LED promoveram aumento do metabolismo dos osteoblastos, enquanto
os fibroblastos foram estimulados apenas para a terapia com LBI. As células epiteliais ndo
apresentaram alterac6es metabdlicas ap0Os as irradiacoes.

Apés a adesdo das células ao substrato, o processo de reparo peri-implantar
também esta associado a sintese e deposicdo de matriz extracelular, composta
principalmente por colageno tipo I ( AN et al., 2012).

O grupo irradiado por LED mostrou melhor resultado para a sintese de colageno
pelos osteoblastos e fibroblastos, corroborando com os estudos de Lam et al. (1986) e
Nanami et al. (1993). Para as células epiteliais, uma equidade estatistica foi observada para
todos os grupos experimentais. Assim, a sintese de matriz extracelular nos tecidos
mesenquimais pode ser acelerada para os grupos submetidos a fototerapia com LED.
Deve-se lembrar que esses efeitos dependem dos parametros de irradiagao, principalmente
de comprimento de onda e dose (SOMMER et al., 2001; CHAVES et al., 2014; PELLICIOLI
et al., 2014; TEUSCH, 2015; BASSO et al, 2016).

Além da sintese de matriz, a capacidade de mineralizacdo também € um fator muito
importante no processo de osseointegracdo dos implantes orais. Uma das enzimas que
participa ativamente do processo de mineralizacdo Ossea € a fosfatase alcalina. Os
resultados deste estudo demonstraram que a atividade desta enzima pelos osteoblastos
cultivados sobre o substrato de titanio mostrou-se superior para o grupo LBl em relacéo
aos demais grupos. As células submetidas a fototerapia com LED apresentaram reducédo
desta atividade apés 5 dias em cultura. Também, alguns estudos demonstraram aumento
da atividade de ALP por osteoblastos em cultura apos a irradiagdo com LBI, em parametros
semelhantes aos aplicados neste estudo. ( KHADRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2017).

As diferentes fototerapias aplicadas sobre as células em cultura apresentaram
resultados distintos no que se refere a adesao, viabilidade e metabolismo celulares. Assim,
fica evidente que é necessario realizar mais experimentos in vitro e in vivo, a fim de elucidar

0s eventos moleculares para padronizar e otimizar 0 uso destas terapias. Fica evidente
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também que a selecdo do tipo de fototerapia a ser aplicada deve ser baseada no tecido

alvo, e também na etapa do processo de reparo peri-implantar em que se deseja atuar.



6 CONCLUSOES

De forma geral, a aplicacdo de ambas as modalidades de fotobiomodulacéo resultou

em melhora das fungdes celulares relacionadas com os processos de reparo dos tecidos

peri-implantares. Porém, estas respostas foram distintas par cada tipo celular.

Além disso, é possivel concluir que:

A fotobiomodulacdo com LBI e LED resultou em aumento da ades&o das células
epiteliais, sem resultados significativos para osteoblastos e fibroblastos;

A viabilidade celular dos osteoblastos foi maior nos grupos LBl e LED, enquanto para
os fibroblastos foi no grupo LBI e, para as células epiteliais foi no grupo LED

Maior atividade celular foi observado quando os osteoblastos foram irradiados com
ambas as modalidades, sendo que apenas a LBl promoveu efeitos significativos para
os fibroblastos de gengiva. A atividade celular das células epiteliais nédo foi

significativamente afetado.

As células mesenquimais apresentaram maior sintese de colageno apés fototerapia
com LED in vitro, sem alteracBes para as células de origem epidérmica.

A atividade de ALP pelos osteoblastos cultivados sobre o substrato de titanio foi me-
Ihor com aplicacéo de LBI e piorada com a aplicacéo de LED.

O efeito estimulatério da fotobiomodulacdo depende, intimamente, da relacao entre

o tipo de luz que € aplicada e tipos celulares distintos.
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