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RESUMO

A fotobiomodulagao (FBM) pelo laser de baixa poténcia tem sido usada para modular
as respostas inflamatdrias e imunoldgicas, aliviar a dor e promover a cicatrizagéo de
feridas. Portanto, a FBM é amplamente utilizada na pratica odontologica e por isso
seus efeitos celulares devem ser investigados. O objetivo deste trabalho foi avaliar se
a FBM altera genes relacionados a morte celular, como caspase-6 e Bcl-2, nas células
do ligamento periodontal. Para isso, dezoito camundongos foram divididos em trés
grupos (n = 6): (I) controle, (Il) 3 Jcm=2 e (lll) 30 Jcm?. Os paradmetros do laser
infravermelho de baixa poténcia (830 nm) foram: poténcia a 10 mW, densidades de
energia 3 e 30 Jcm no modo de emissao continua, tempo de exposigéo de 15 e 150s,
respectivamente, por quatro dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds a ultima
irradiagédo, os animais foram eutanaziados e suas mandibulas foram processadas e
encaminhadas para técnica Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-
gPCR) utilizando primers para Caspase-6 e Bcl-2. Nao foram observadas diferengas
estatisticas para os niveis relativos de mMRNA da Caspase-6 em ambas as densidades
de energia (p>0.05), mas um aumento significativo dos niveis relativos de mRNA de
Bcl-2 foi observado no grupo 30 Jcm= (p<0,05). Concluindo, a FBM foi capaz de
aumentar o nivel relativo de mRNA de Bcl-2, mas nao foi capaz de alterar o nivel
relativo de mRNA de Caspase-6, indicando um possivel efeito anti-apoptético nas

células do ligamento periodontal.

Palavras-chave: Fotobiomodulagdo. Apoptose. Caspase-6. Bcl-2. Ligamento

periodontal.



ABSTRACT

Photobiomodulation (PBM) by low-power infrared laser has been used to modulate the
inflammatory and immune responses, pain relief and to promote wound healing.
Therefore, PBM is widely used in dental practice and its cellular effects should be
investigated. The aim of this work was to evaluate if PBM could alter caspase-6 and
Bcl-2 mRNA relative levels in periodontal ligament cells. Eighteen mice were divided
in three groups (n=6): () control, (Il) 3 Jcm2 and (lll) 30 Jcm2. Low-power infrared
laser (830 nm) parameters were: power at 10 mW, energy densities at 3 and 30 Jcm™?
in continuous emission mode, exposure time of 15 and 150 s, respectively, for four
days in a row. Twenty-four hours after last irradiation, the animals were euthanized,
their jaws dissected, and Caspase-6 and Bcl-2 mRNA relative levels were analyzed by
real time polymerase chain reaction. Statistical differences were not significant to
Caspase-6 mRNA relative level in tissues from jaws at both energy densities (p>0.05),
but a significant increase of Bcl-2 mRNA relative level was obtained at 30 Jcm group
(p<0.05). In conclusion, PBM can alter Bcl-2 mRNA relative level but cannot alter
caspase-6 mRNA relative level, indicating anti-apoptotic effect in periodontal ligament

cells.

Keywords: Photobiomodulation. Apoptosis. Caspase-6. Bcl-2. Periodontal ligament.
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1 INTRODUGAO

Desde a descoberta dos efeitos bioldgicos dos lasers de baixa poténcia ha mais
de 50 anos pelo pesquisador Dr. Endre Mester (MESTER; MESTER, 2017), abriu-se
uma janela unica que marcou o nascimento de um novo campo da ciéncia
fotobioldgica, que foi popularmente chamado de terapia a laser / luz de baixa poténcia,
tratamentos com lasers frios ou, mais recentemente, terapia de fotobiomodulagéo
(FBM) (FEKRAZAD; ARANY, 2019).

A palavra laser é um acrénimo para “(L)ight (A)mplification by (S)timulated
(E)mission of (R)adiation’, a qual significa, amplificacdo da luz pela emissao
estimulada de radiacdo (SVELTO; HANNA, 2010). Entre as principais caracteristicas
Opticas da luz laser que tornam os dispositivos a laser atraente para aplicacoes
clinicas esta a colimacédo, a monocromaticidade, a direcionalidade, a coeréncia e a
alta densidade de energia. Ja um feixe de luz branca, emitida por lampadas
convencionais, é divergente, apresenta diferentes comprimentos de onda, fases e,

normalmente, baixas densidades de energia (NIEMZ, 2007).

A modificagdo de nomenclatura de "terapia a laser de baixa poténcia" para
fotobiomodulagédo (FBM) surgiu devido a dosimetria e os resultados-alvo em tecidos
irradiados, que deram origem a uma mistura complexa de estimulagao, inibicado e
variacao na irradiagdo. Ademais, a utilizagédo crescente do diodo emissor de luz (LED),
que se caracteriza por ser um feixe de luz ndo coerente, estreito, e com distribuicao
fotbnica ndo monocromatica, nao pdde ser incorporado na terminologia antiga, dando
a FBM um escopo mais global (PARKER et al., 2019).

A terapia com laser de baixa poténcia trabalha com o principio de induzir uma
resposta bioldgica por transferéncia de energia; a energia foténica entregue ao tecido
modula os processos biolégicos dentro do tecido e dentro do sistema biolégico do qual
esse tecido faz parte (NIEMZ, 2007; PARKER et al., 2019). Os lasers causam efeitos
nao térmicos e nao destrutivos (como induzir uma mudanga estrutural permanente no
tecido irradiado), mas alteram os processos bioldgicos, aumentando o metabolismo e
a taxa de divisao celular, um efeito conhecido como bioestimulagéo ou biomodulagéo
(KARU,1989; IWAHARA; PAOLI; FONSECA, 2010). Em geral, a FBM pode ser visto



17

como a manipulagdo do comportamento celular usando fontes de luz de baixa
intensidade (PARKER et al., 2019).

Ao nivel intracelular, os acontecimentos ocorridos desde a absor¢ao da
radiacdo a laser e os efeitos biolégicos observados na célula envolvem uma série de
cascatas de sinalizagdo intracelulares secundarias (KARU, 2008; 2014).
Primariamente, os fétons sdo absorvidos por componentes celulares denominados
fotoaceptores. Entre os principais fotoaceptores celulares destacam-se as proteinas
da biomembrana, semiquinonas e citocromo oxidases, flavoproteinas,
homeoproteinas, oxihemoglobina, melanina e certas moléculas de cadeia longa
(PARKER et al., 2019).

O citocromo ¢ oxidase, 0 membro terminal da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial, € um fotorreceptor que medeia muitos dos efeitos benéficos da FBM.
Como fotorreceptor, representa o primeiro passo em uma via intracelular de
sinalizacdo e suas atividades enzimaticas sao responsaveis por gerar as moléculas
que servem para iniciar uma cascata de sinalizagdo (POYTON; BALL, 2011). Essa
reatividade do citocromo c oxidase é devida a quatro centros metalicos ativos redox:
o0 Cua, o Cus, 0 heme a e o heme as, todos com absorvéncia na faixa espectral do
vermelho para o infravermelho. Como resultado, o status redox da molécula do
citocromo c¢ oxidase, bem como sua atividade funcional € modulada. A partir de entao
ocorre uma modulacdo de elementos de sinalizacdo mitocondriais ja bem
documentados, entre eles o aumento da producao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), de nitrogénio, de ions célcio (Ca?*) e alteragdo no potencial elétrico da
membrana mitocondrial (AWm). Estas modificagbes mitocondriais levam a alteracdes
nos parametros homeostaticos celulares como o pHi, [Ca?*], Eh, [ATP] e [ctAMP], que
provocam a ativagao de fatores de transcricdo (como a NF-kB e AP-1), culminando
com aumento da sintese de DNA e RNA e expressao de genes relacionados a sintese
de proteinas, migragao e proliferagao celular, sinalizagao anti-inflamatéria, proteinas
anti-apoptoticas e enzimas antioxidantes, entre outros eventos (KARU, 2008; 2014;
FREITAS; HAMBLIN, 2016, SILVA et al., 2019).

Atualmente, ndo ha relatos na literatura sobre efeitos adversos da terapia de
FBM para as radiagbes vermelha e infravermelha. A auséncia de efeitos colaterais
pode estar relacionada entre outros fatores ao efeito nao térmico e a baixa produgao
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de EROs. As EROs estao envolvidas nas vias de sinalizagao intracelular iniciadas
ap6s a absorgao de fotons pelas mitocéndrias (HAMBLIN, 2018). Por exemplo, as
EROs podem ativar o fator nuclear NF-kB, que induz a expressao de muitos genes,
como aqueles envolvidos na agao anti-apoptética e pré-sobrevivéncia, migragéo e
proliferagdo celular (HAMBLIN, 2018; KARU, 2008). No entanto, se a energia
fornecida for muito alta, paradoxalmente, as lesdes tendem a ser exacerbadas pelo
aumento do estresse oxidativo e pela ativagdo abundante de NF-kB. Pensa-se que os
efeitos da dose bifasica induzida por FBM ocorram devido a geragao excessiva de
EROs, produgéo excessiva de 6xido nitrico (NO), ativagao de algumas vias citotoxicas
e ativagao excessiva de NF-kB, levando a inflamacao e morte celular (FREITAS;
HAMBLIM, 2016).

Além disso, Wu et al. (2009) relataram que o FBM poderia induzir alteragdes
na permeabilidade mitocondrial quando niveis mais altos de EROs sdo produzidos.
Como consequéncia, a diminuicdo do AWm causa permeabilizacdo da membrana
externa mitocondrial e, subsequentemente a liberacdo do citocromo ¢ e o inicio da
cascata de caspases. Como este processo esta diretamente relacionada aos
paradmetros do FBM, como comprimento de onda (nm), irradiancia (mWcm-2), tempo
(s) de exposigdo e densidade de energia (Jcm2), € importante avaliar como diferentes

tipos de células respondem a esse estimulo.

As aplicagdes odontolégicas para FBM estdo aumentando e mais estudos
clinicos foram relatados devido a excelentes resultados no tratamento da dor,
respostas inflamatorias e imunes, cicatrizagéo de feridas e regeneracéo de tecidos.
Variadas revisdes sistematicas publicadas nos ultimos anos apontam os efeitos
benéficos da FBM nas especialidades odontoldgicas, tais como na disfungao
temporomandibular e dor orofacial (PEDRO et al., 2020; TUNER; HOSSEINPOUR;
FEKRAZAD, 2019; YEH et al., 2019), ortodontia (CRONSHAW et al., 2019),
estomatologia (HE et al., 2018; SUTER; SJOLUND; BORNSTEIN, 2017; ZADIK et al.,
2019), endodontia (CHEN et al., 2019), cirurgia (HOSSEINPOUR; TUNER;
FEKRAZAD, 2019; KULKARNI; MEER; GEORGE, 2019; SANTINONI et al., 2017),
periodontia e implantodontia (AL-SHIBANI, 2018; GHOLAMI et al., 2019a, 2019b).

Em relagdo aos tecidos e estruturas dentarias, as células do ligamento
periodontal receberam mais atencao devido a descoberta de células-tronco (SEO et
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al, 2004). Portanto, é relevante avaliar se a exposi¢cado aos lasers de baixa poténcia,
amplamente utilizados nas praticas clinicas e, na periodontia como complemento ao
tratamento periodontal n&o cirargico (REN et al., 2017), poderia alterar a producéo de
EROs e induzir o processo de apoptose neste tecido. De fato, a apoptose € necessaria
para a renovagao do tecido no ligamento periodontal, mas a exacerbacgao nos tecidos
bioldgicos pode ser um efeito indesejavel, que pode reduzir a eficacia das terapias

baseadas em FBM.

A apoptose é desencadeada por varios estimulos externos ou internos da
célula, como a ligacao dos receptores da superficie celular, por danos ao DNA como
causa de defeitos nos mecanismos de reparo do DNA, tratamento com drogas
citotdxicas ou irradiacdo. Duas vias separadas levam a ativagdo da apoptose e das
pré-caspases: a via mediada pelo receptor da morte (ou via extrinseca) e a via
mediada pelas mitocdndrias (ou via intrinseca). Em qualquer caminho, o primeiro
passo é a ativagao das caspases iniciadoras (caspase-8 ou caspase-9), que ativam
caspases efetivas (caspase-3, -6 e -7) (LIU; ZHANG e XING, 2011). Como
consequéncia, ocorrem alteragdes morfoldgicas, incluindo eventos moleculares e
bioquimicos. O mais notavel é a ativagao de enzimas proteoliticas que eventualmente
mediam a clivagem do DNA em fragmentos oligonucleossémicos (SARASTE e
PULKKI, 2000), os quais pode ser detectado através de técnicas imunocitoquimicas
como TUNEL.

Devido ao grande uso das terapias de fotobiomodulagdo nos tecidos
periodontais, como por exemplo no complemento ao tratamento periodontal nao
cirurgico e uma vez que a apoptose ocorre nas células do ligamento periodontal
quando expostas a estimulos extrinsecos, como infeccdo bacteriana, estimulos
mecanicos e fisicos, € necessario investigar se a FBM pode alterar as proteinas
envolvidas no processo de apoptose nessas células. Por isso, o objetivo deste estudo
foi avaliar se a FBM poderia alterar os niveis relativos de mRNA de caspase-6 e Bcl-

2 em células do ligamento periodontal, modulando assim o processo de apoptose.
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2 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora
(protocolo n° 039/2014).

2.1 ANIMAIS

Camundongos machos C57BL/6, pesando 24-28g cada, foram alojados 5 por

gaiolas com acesso gratuito a dieta de laboratério e agua potavel.

Os animais foram mantidos em ciclo claro / escuro de 12:12 h (luzes acesas
das 6:00 as 18:00) em ambiente com temperatura controlada (25° + 2°C). Os animais

foram distribuidos em trés grupos (n = 6): (a) controle, (b) 3 Jcm= e (c) 30 Jcm™2.

2.2 LASER DE BAIXA POTENCIA

O laser infravermelho de baixa poténcia (AlGaAs; HTM Industria de
Equipamentos Eletrénicos Ltda, Brasil) foi utilizado para os procedimentos
experimentais. Os parametros fisicos do laser, bem como a forma de tratamento,
estdo descritos na tabela 1. A irradiagao do laser foi aplicada por 4 dias consecutivos,
pontualmente e perpendicular a mandibula, na regido do dente incisivo central. Duas
densidades de energia foram testadas, 3 Jcm= e 30 Jcm2 (densidades utilizadas para
tratamento do processo inflamatério), dentro da janela terapéutica de tratamento para

laser de baixa poténcia e seguindo as indica¢des do fabricante.

Tabela 1: Parametros fisicos do laser.

Comprimento de onda (nm) 830
Laser de diodo AsGaAl
Poténcia (mW) 10
Area por ponto (cm?) 0.05
Densidade de Poténcia (Wcm-2) 0.2

Energia por ponto (mJ) 150 e 1500
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Densidade de energia (Jcm™) 3e30

Tempo por ponto (s) 15e 150

Numero de pontos 1

Técnica de aplicagao Pontual por contato com a pele
Numero de sessdes de tratamento Quatro

Fonte: elaborada pelo autor.

Para as aplicacdes do laser de baixa poténcia, os animais foram imobilizados
utilizando um tubo tipo Falcon adaptado, onde o fundo do tubo foi removido permitindo
que a parte anterior da face (incluindo a regido da mandibula) ficasse exposta para
fora do tubo. Isso permitiu a completa imobilizagcdo dos animais sem a necessidade

de anestesia e a aplicacao do tratamento nos tempos citados na tabela 1.

Vinte e quatro horas apds a ultima irradiagao, os animais foram eutanasiados
por aprofundamento anestésico, utilizando cloridrato de quetamina e xilazina. Apos,
suas mandibulas foram dissecadas, a pele removida e entdo as mandibulas foram

lavadas em solu¢do de PBS para retirada do excesso de sangue.

2.3 EXTRAGCAO DE RNA

As mandibulas foram imersas em nitrogénio liquido, maceradas, o RNA total foi
extraido usando TRIzol® (Invitrogen, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante
e centrifugado (12.000 rpm, 4°C, 10 min). Os sobrenadantes foram transferidos para
outros tubos, adicionado cloroférmio, e as misturas foram centrifugadas (12.000 rpm,
4 ° C, 15 min). As fases aquosas foram transferidas para outros tubos e foi adicionado
isopropanol. Apds incubacdo em temperatura ambiente por 15 min, as misturas foram
centrifugadas (12.000 rpm, 4°C, 10 min), os sobrenadantes foram descartados e o
precipitado foi lavado com solugao etanol-DEPC (etanol 80%, 0,1%) e centrifugado.
Os sobrenadantes foram removidos e o RNA total foi reconstituido em solucéo de
agua-DEPC (0,1%). A concentragdo e a pureza do RNA foram determinadas por
espectrofotdbmetro, calculando-se a razdo de densidade Optica na razdo de
comprimento de onda de 260/280 nm. Em seguida, 2 ug de RNA total foram transcritos
em DNA complementar (cDNA) usando o kit de transcri¢gao reversa de cDNA (Applied

Biosystems, EUA) seguindo as orientagbes do fabricante.
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2.4 ENSAIO RT-gPCR

Para os ensaios RT-qPCR, foram usados primers para caspase-6 e Bcl-2
(tabela 2). Todos os primers foram desenhados utilizando o programa Primer BLAST
(UNTERGASSER et al.,2012). Os ensaios RT-qPCR foram realizados no instrumento
Step One Plus™ Real Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes
condi¢cdes: 40 ciclos; em cada ciclo, desnaturagao inicial a 95°C por 10 min,
desnaturacao a 95°C por 15s e pareamento e extensao de primer a 60°C por 1 min.
Para analises dos niveis de RNA por RT-qPCR, o método Delta-Delta AACt foi usado
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). O primer B-actina foi usado como gene de controle

interno.

Tabela 2: Primers usados para RT-qPCR.

Primers Sequéncia

Foward (5' --> 3") Reverse (3' --> 5')
B-actina CATCCGTAAAGACCTCTATGC GGAGCCAGAGCAGTAATCTC
Caspase-6 GACGTGGTGGAAGGGCTAAA AGTGTCACAAAAGGGGAGGC
Bcl-2 TGGGTCTAGGAAAGGGGGAA CGGGCTATTCACAATTCTGCC

Fonte: elaborada pelo autor.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
paramétricos foram expressos como média £ desvio padrdo e comparados pelo teste
de varidncia One-Way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey (significancia p<0,05). O
software GraphPad InStat (versdo 7 para Windows 8, GraphPad Software, EUA) foi

usado para as analises estatisticas.
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3 RESULTADOS

3.1 NiVEIS RELATIVOS DE mRNA PARA GENES DE CASPASE-6 E BCL-2

Embora ndo tenham sido observadas diferengcas estatisticas quando
comparados com o grupo controle (p>0,05), ambas as densidades de energia,
especialmente a densidade de 30 Jcm™?, demonstraram tendéncia a diminuir

(downregulate) o nivel relativo de mRNA da caspase-6 (figura 1a).

Por outro lado, a figura 1b demonstra um aumento (upregulate) significativo do
nivel relativo do mRNA de Bcl-2 na densidade de energia de 30Jcm quando
comparado com o grupo controle (p<0,05), enquanto nenhuma diferencga estatistica

foi observada na densidade de energia de 3 Jcm (p>0,05).
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Figura 1. Niveis relativos de mRNA dos genes caspase-6 (A) e Bcl-2 (B) nas
mandibulas de camundongos apos fotobioestimulacdo nas densidades de energia de

3Jcm2 e 30Jcm™.
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4 DISCUSSAO

O uso de terapias menos invasivas para minimizar a dor e o desconforto
durante e apos as intervengdes odontologicas € cada vez mais comum. Acredita-se
que o FBM seja uma excelente abordagem para esse fim, uma vez que apresenta
efeitos benéficos nos tecidos bioldgicos, como ativagdo da microcirculagéo,
neovascularizagao, efeitos antiinflamatérios e analgésicos, além de estimular a
proliferagdo celular e regeneracgao tecidual (CAVALCANTI et al., 2011; RAHMAN et
al., 2013).

A interagcdo das radiagdes nao ionizantes com os tecidos biolégicos pode
ocorrer por fendbmenos de reflexao, absorcao, transmissao e espalhamento. Além
disso, as caracteristicas celulares e os parametros fisicos da radiagdo determinam
quais fendmenos sdo predominantes (FREITAS; HAMBLIM, 2016). Uma vez
absorvida pelas células, a radiagdo pode modular as reagdes bioquimicas e estimular
a atividade mitocondrial (KARU, 2008; HAMBLIN, 2018). Além disso, algumas dessas
reagdes poderiam acelerar a sintese de DNA, RNA e proteinas reguladoras do ciclo
celular, aumentando os niveis de EROs e promovendo a proliferagdo celular
(FONSECA et al., 2012). Assumindo que as EROs estao envolvidas com os efeitos
bifasicos da FBM (FREITAS; HAMBLIM, 2016), densidades de energia mais altas
podem levar a morte das células. Foi descrito que a FBM desencadeia mudancas nos
mecanismos de reparo do DNA, causa danos subletais ao DNA e altera a expresséao
génica relacionada a apoptose (FONSECA et al., 2012; FONSECA et al., 2013;
SERGIO et al., 2016; da SILVA et al, 2019).

O ligamento periodontal é um tecido conjuntivo fibroso denso que sustenta e
fixa o dente ao seu alvéolo alveolar, sendo o colageno seu principal componente, que
esta embutido em uma matriz gelatinosa (SEO et al, 2004; GULABIVALA; NG, 2014).
As células principais sdo os fibroblastos, ocasionais células de defesa e, desde a
descoberta em 2004, células-tronco do ligamento periodontal. Essas células foram
encontradas em pequeno numero no ligamento periodontal e exibiram capacidades
de autorrenovacgao e diferenciagao multipotente, tipicas das células-tronco (SEO et al,
2004). Devido a ampla aplicagao das terapias de FBM na odontologia e a presenca

de células pluripotentes nesse tecido, torna-se relevante avaliar as respostas celulares
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e moleculares relacionadas aos parametros do laser. Portanto, o presente trabalho
investigou se a FBM poderia alterar genes envolvidos em processos pro- e anti-

apoptaoticos.

A apoptose é um processo complexo dependente de energia, caracterizado por
modificagdes morfoldégicas e bioquimicas especificas, incluindo a ativagdo de
caspases, que desempenham um papel central (NAGATA, 2018). As caspases sao
expressas na forma de proé-enzimas, inativadas na maioria das células e, uma vez
ativadas, podem ativar outras pro-caspases, permitindo o inicio de uma cascata de
proteases. A caspase-6 é considerada uma proteina pro-apoptatica e, quando ativada,
€ responsavel pela clivagem das proteinas da matriz nuclear juntamente com a
caspase-3 e -7 (ELMORE, 2007; YUAN; AKEY, 2013; NAGATA; 2018). No presente
estudo, o nivel relativo do mRNA da caspase-6 nao foi alterado apés a aplicagao de
ambas as densidades de energia (3 Jcm2 e 30 Jcm?) quando comparado com o grupo
controle (p>0,05), mas foi observado uma discreta diminuicdo na densidade de
energia de 30 Jcm2 (Figura 1a). Adicionalmente, em estudos anteriores de nosso
grupo de pesquisa utilizando técnicas imunocitoquimicas para detecgado de apoptose,
foi observado uma redugdao da marcagao de células positivas para caspase-6 na
mesma densidade de energia (p <0,05) (CERQUEIRA, 2016). Tais resultados indicam
que FBM na densidade de energia de 30 Jcm pode modular tanto o nivel relativo do

MRNA da caspase-6 quanto a proteina em células do ligamento periodontal.

Mais ainda, os resultados deste estudo combinados com os achados
preliminares de Cerqueira (2016) sugerem que FBM aumenta tanto o nivel relativo do
mRNA de Bcl-2 (Figura 1b), quanto a expressao da proteina Bcl-2 em células do
ligamento periodontal em densidade de energia mais alta (30 Jcm). As proteinas da
familia Bcl-2 regulam a permeabilidade da membrana mitocondrial e sdo pro-
apoptéticas ou anti-apoptéticas. Algumas das proteinas anti-apoptéticas incluem Bcl-
2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcel-w e BAG, enquanto as proteinas pré-apoptéticas incluem
Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik e Blk (SCHINZEL, KAUFMANN; BORNER, 2004). Essas
proteinas desempenham um papel fundamental na determinacéao se a célula ira iniciar
ou interromper o processo apoptotico. Além disso, Wu e colaboradores (2009)

relataram que o laser de baixa poténcia em altas densidades de energia pode
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modificar a permeabilidade da membrana mitocondrial e mediar a transloca¢ao de Bax

induzida pela produgéo de EROs.

O principal mecanismo de ag&o da familia Bcl-2 é a regulacao da liberagao do
citocromo ¢ da mitocdndria, por meio da alteracdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial (CORY; ADAMS, 2002). Mais, a Bcl-2 contribui para a inibicdo da
producao de EROs e acidificagao intracelular, estabilizando o potencial de membrana
da mitocondria (KUSHIBIKI, 2013). Portanto, a FBM na densidade de energia de 30
Jem poderia regular o processo apoptdtico nas células do ligamento periodontal

através do aumento da expressao génica e proteica de Bcl-2.

Dentre as caracteristicas morfolégicas observadas numa célula apoptotica
estdo descritos diminuicdo celular, nucleo picnético como consequéncia da
fragmentacao do DNA (devido a agdo das caspases ativadas) e perda de cromatina
(SARASTE; PULKKI, 2000; ELMORE, 2007). Em outro estudo anterior do nosso grupo
de pesquisa, foi observado que a fragmentacdo do DNA em células periodontais e da
polpa dental diminuem na densidade de energia 30Jcm? (ANDRADE, 2017; FARIA et
al, 2020). Por outro lado, a fragmentag¢ao de DNA e o fenétipo nuclear de caracteristico
de células apoptéticas foram observadas em células de tenddes apds laser de baixa
poténcia com baixa densidade de energia (de PAOLI et al., 2015). Mais ainda, foi
descrito que a apoptose ocorre exclusivamente em células inflamatorias, enquanto
outras células préximas nao respondem da mesma forma (dos ANJOS et al., 2017).
Tomados em conjunto, todos esses achados indicam que diferentes tipos de células
tém mecanismos de morte e sobrevivéncia em diferentes limiares e o entendimento
sobre os parametros da FBM e as respostas celulares € verdadeiramente relevante

para aplicagdes clinicas, progndstico de doengas e possiveis efeitos colaterais.
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5 CONCLUSAO

A fotobiomodulagao definitivamente trouxe a odontologia para uma nova era.
Novas aplicagdes baseadas no efeito da luz nos tecidos bucais e dentais tornaram-se
o tema de um grande e crescente numero de pesquisas realizadas nesse campo.
Neste estudo foi observado que a fotobiomodulagao por laser infravermelho de baixa
poténcia altera os niveis relativos de mRNA da Bcl-2 em densidade de energia

maiores, mas nao é capaz de alterar o nivel relativo de mMRNA de Caspase-6.
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ANEXO A

Os resultados do presente trabalho foram publicados sob a forma de artigo
cientifico na revista Lasers in Medical Science (Fl: 2.342), classificada como A2 na
area de Odontologia da classificacdo Qualis 2013/2016 da Coordenagdo de

Aperfeicoamento do Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Os resultados apresentados nesse artigo cientifico também englobam outras
analises provenientes de trabalhos de conclusdo de curso apresentados em anos
anteriores na Faculdade de Odontologia/UFJF (CERQUEIRA, 2016; ANDRADE,
2017).

FARIA L. V. et al. Photobiomodulation can prevent apoptosis in cells from mouse
periodontal ligament. Lasers In Medical Science., v. 35, n. 8; oct 2020. doi:
10.1007/s10103-020-03044-9.
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Abstract

Photobiomodulation (PBM) has been used to modulate the inflammatory and immune responses, pain relief, and to promote wound
healing. PBM is widely used in dental practice and its cellular effects should be investigated. The aim was to evaluate if PBM changes
proteins cell death-related, such as caspase-6 and Bcl-2, in periodontal ligament cells. Eighteen mice were divided in three groups (n
=6), i.e., (I) control, (IN) 3 J em 2, and (II) 30 J cm 2. Low power infrared laser (830 nm) parameters were power at 10 mW, energy
densities at 3 and 30 J cm 2 in continuous emission mode, exposure time of 15 and 150 s, respectively for 4 days in a row. Twenty-
four hours after last irradiation, the animals were euthanized, and their jaws were fixed and decalcified. Caspase-6 and Bcl-2 were
analyzed by real-time polymerase chain reaction and immunocytochemical techniques, and DNA fragmentation was evaluated by
TUNEL. Statistical differences were not significant to caspase-6 mRNA relative levels in tissues from jaws at both energy densities,
but a significant increase of Bel-2 mRNA relative levels was obtained at 30 J cm 2 group. Also, 30 J cm 2 group showed caspase-6
positive-labeled cells decreased and Bel-2 positive-labeled cells significantly increased. TUNEL-labeled cells demonstrated DNA
fragmentation decreased at 30 J ¢m 2. PBM can alter Bel-2 mRNA relative level and both caspase-6 and Bcl-2 protein, modulating
cell survival, as well as to reduce DNA fragmentation. More studies must be performed in order to obtain conclusive results about
photobiostimulation effects using infrared low-level laser in apoptosis process as to achieve the optimum dosage.

Keywords Apoptosis - Bel-2 - Caspase-6 - DNA fragmentation - Periodontal ligament - Photobiomodulation

Introduction
4 Luan Viana Faria

luanvfarial 3@ hotmail.com ; 2 g
Nowadays, there is absence of reports in literature on

photobiomodulation (PBM) therapy side effects for both red
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related to non-thermal effect and low production of reactive
oxygen species (ROS). ROS are involved in intracellular sig-
naling pathways initiated after photon absorption by mitochon-
dria [1]. For instance, ROS can activate nuclear factor kappa B
(NF-kB), which induces expression of many genes, as those
genes involved in anti-apoptotic and pro-survival, cell migra-
tion, and proliferation [ 1, 2]. However, if light energy delivered
is too high, injuries paradoxically tend to be exacerbated by
increased oxidative stress and overabundant activation of
NF-kB. Biphasic dose effects induced by PBM are thought to
occur due to excessive generation of ROS, excessive produc-
tion of NO, activation of some cytotoxic pathways, and exces-
sive activation of NF-kB, leading to inflammation and cell
death [3]. Additionally, Wu and co-workers [4] reported that
PBM could induce mitochondrial permeability pore transition

@ Springer
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ANEXO C - Apresentacgao dos resultados do qPCR no 37° Congresso
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INTRODUCAO

O laser de baixa poténcia (LBP) possui destaque na
odontologia?3. Entretanto, a grande aplicabilidade
do LBP pode levantar questdes sobre o tempo de
tratamento, tipos de lesGes e possiveis efeitos
colaterais’.

Apesar de atualmente nado existir relatos sobre
esses efeitos, diversos trabalhos tem atribuido que
mesmo com baixas producdes de espécies reativas
de oxigénio, as células sdao capazes de
desencadear sinalizagbes intracelulares e gerar até
mesmo danos sub-letais no DNA™.

OBIJETIVO

Avaliar a expressdo relativa de mRNA de genes
envolvidos em vias de apoptose, como a Bcl-2 e

Caspase-6, em mandibulas de camundongos
tratadas com laser.
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Figura 2. Niveis relativos de mRNA para os genes da caspase-6 (A) e
Bcl-2 (B) na mandibula do camundongo apds a fotobioestimulacéo.
Apoptose é um complexo processo, dependente de
energia e caracterizado por  especificas
modificagées morfolégicas e bioquimicas, incluindo
a ativacdo de caspases. A caspase-6 é considerada
uma proteina pré-apoptotica (efetora ou executora).
Ja a familia de proteinas Bcl-2 regula a
permeabilidade da membrana mitocondrial e pode
ser pro-apoptética ou anti-apoptética, sendo a
proteina Bcl-2 um exemplo de proteina anti-
apoptotica.
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CONCLUSAO
O LBP foi capaz de prevenir a apoptose nas células
da polpa dentaria e do ligamento periodontal, devido
a regulagao negativa da caspase-6 e ao aumento do
Bcel-2.
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RESUMO

Usado isoladamente ou como coadjuvante de tratamentos, o laser de baixa poténcia (Ibp) possui destaque na Odontologia,
principalmente por apresentar-se como uma terapia com potencial efeito analgésico, anti-inflamatorio e biomodulador das fungdes
celulares. A grande aplicabilidade do lbp pode levantar questdes sobre o tempo de tratamento, tipos de lesdes e possiveis efeitos
colaterais. Atualmente, ndo ha relatos sobre esses efeitos e essa auséncia muitas vezes ¢ atribuida ao efeito atérmico e baixa produ-
¢do de espécies reativas de oxigénio (ros). Por outro lado, diversos trabalhos tem atribuido que mesmo com baixas produgdes de ros,
as células sdo capazes de desencadear sinalizagdes intracelulares e gerar até mesmo danos sub-letais no DNA. Com isso, fazem-se
necessdrias investigagdes dos efeitos moleculares do Ibp. O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis relativos de genes envolvidos em
vias de apoptose, como a bel-2 e capase-6, em mandibulas de camundongos tratadas com laser. O estudo foi previamente aprovado
pelo comité de ética em uso de animais da Universidade Federal de Juiz de Fora (039/2014). Dezoito camundongos (c57bl/6) foram di-
vididos em trés grupos: controle (1), 3 jlem2 (1) e 30 j/em? (Ill). Os parametros do laser foram: 830 nm, poténcia de 10 mw, 3 e 30j/cm?,
area irradiada de 0,05 cm2, em emissdo de luz continua, por quatro dias consecutivos. Vinte e quatro horas apds a ultima irradiagdo,
os animais foram submetidos a eutanasia e suas mandibulas foram dissecadas e lavadas em soro fisiologico. O material foi macerado
apos imersao em nitrogénio liquido, e o rna total foi extraido para realizagao de pcr em tempo real, a fim de determinar os niveis
relativos de genes relacionados a apoptose. Os resultados demostraram que os niveis relativos de bel-2 foram aumentados, enquanto
0s niveis para caspase-6 foram diminuidos apos o tratamento com Ipb, especialmente para a maior dose (30 j/em?2). Conclui-se que
0 laser desencadeia uma resposta celular, o qual possui uma tendéncia a proteger a célula contra a apoptose.
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