
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

 GRADUAÇÃO EM ODONTOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

Luan Viana Faria 

 

 

 

 

Efeitos da fotobiomodulação no processo apoptótico de células do ligamento 

periodontal de camundongos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Juiz de Fora 

2020 



Luan Viana Faria 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeitos da fotobiomodulação no processo apoptótico de células do ligamento 

periodontal de camundongos 

 

Trabalho de conclusão de curso 
apresentado à Faculdade de Odontologia 
da Universidade Federal de Juiz de Fora, 
como requisito parcial à obtenção do grau 
de bacharel em Odontologia. 

 

 

Orientadora: Profa. Dra. Flávia de Paoli 

 

 

 

 

Juiz de Fora 

2020  



 

 

 

Ficha catalográfica elaborada através do programa de geração automática 

da Biblioteca Universitária da UFJF, com os dados fornecidos pelo(a) 

autor(a) 

Faria, Luan Viana. 

     Efeitos da fotobiomodulação no processo apoptótico de células do 
ligamento periodontal de camundongos / Luan Viana Faria. -- 2020. 
     37 p. : il. 

     Orientador: Flávia de  Paoli 

     Trabalho de Conclusão de Curso (graduação) - Universidade 
Federal de Juiz de Fora, Faculdade de Odontologia, 2020. 

     1. Fotobiomodulação. 2. Apoptose. 3. Caspase-6. 4. Bcl-2. 5. 
Ligamento periodontal. I. Paoli, Flávia de , orient. II. Título. 

 

 

 



19/10/2020 12:33SEI/UFJF - 0165488 - GERAL 02: Ata de Reunião

Página 1 de 2https://sei.ufjf.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprim…6702e558925b7ed36882105c8a75823ab8a74859011f5ae473c554910516

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
REITORIA - FACODONTO - Coordenação do Curso de Odontologia

 

Luan Viana Faria

 

 

Efeitos da fotobiomodulação no processo apoptótico de células do ligamento periodontal de
camundongos

 

 

Trabalho de conclusão de curso apresentado à
Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora como requisito parcial à
obtenção do título de Cirurgião-Dentista. 

 

Aprovado em 16 de outubro de 2020.

 

BANCA EXAMINADORA

 

Profª Drª  Flávia de Paoli - Orientadora

Universidade Federal de Juiz de Fora

 

Profª Drª Jacy Gameiro

Universidade Federal de Juiz de Fora

 

Profª Drª Leda Marília Fonseca Lucinda

Universidade Federal de Juiz de Fora

 

Documento assinado eletronicamente por Flavia de Paoli, Professor(a), em 16/10/2020, às

14:58, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 6º, § 1º, do Decreto nº

8.539, de 8 de outubro de 2015.

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm


19/10/2020 12:33SEI/UFJF - 0165488 - GERAL 02: Ata de Reunião

Página 2 de 2https://sei.ufjf.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprim…6702e558925b7ed36882105c8a75823ab8a74859011f5ae473c554910516

Documento assinado eletronicamente por Jacy Gameiro, Chefe de Departamento, em

16/10/2020, às 14:59, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 6º, § 1º, do

Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Leda Marilia Fonseca Lucinda, Professor(a), em

19/10/2020, às 12:23, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 6º, § 1º, do

Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no Portal do SEI-Ufjf (www2.ufjf.br/SEI)

através do ícone Conferência de Documentos, informando o código verificador 0165488 e o

código CRC 12B27B77.

Referência: Processo nº 23071.914872/2020-17 SEI nº 0165488

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico não só este trabalho mas também todas as minhas 

conquistas aos meus amados pais, Luciano Carvalho Faria e 

Silvânia Tebas Viana por tudo o que fizeram e continuam fazendo 

por mim, por todo trabalho árduo que realizam todos os dias na 

zona rural do meu distrito de Araraí (Alegre – ES), para poder me 

dar a oportunidade de atingir grandes voos.  

A minha irmã Luana, minha melhor amiga, e grande 

incentivadora, meu exemplo acadêmico, a quem tanto amo e 

admiro. 

E a todos os estudantes de áreas rurais que se esforçam 

todos os dias na busca da educação de qualidade. 



AGRADECIMENTOS  

 

A Deus, por estar comigo em todos os momentos da minha vida. 

Aos meus pais, Luciano Carvalho Faria e Silvânia Tebas Viana, e a minha irmã 

Luana Viana Faria por todo apoio incondicional, amor e amparo. Deus me presenteou 

por ter vocês na minha vida. 

À minha orientadora Dra. Flávia de Paoli, professora que me deu a primeira 

aula no meu primeiro dia dessa longa jornada chamada graduação, obrigado por ter 

me motivado desde aquela aula a ser um aluno e profissional melhor. Tenho muito 

carinho e admiração por você, agradeço por ter me aberto diversas portas durante a 

graduação. 

 A todo grupo de pesquisa vinculado a professora Flávia de Paoli, em especial 

a Dra. Lúcia Mara e as cirurgiãs-dentistas Ingrid Navarro e Larissa Cerqueira. As 

agências brasileiras CNPq (APQ 474405/2013), Fundação de Amparo à Pesquisa do 

Estado de Minas Gerais (APQ 02123/15) e do Estado do Rio de Janeiro (E-

26/111.779/2013) e a Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

(CAPES) pelos incentivos financeiros. 

 Ao Prof. Marcos Vinícios Queiroz de Paula pela orientação nas disciplinas de 

Trabalho de Conclusão de Curso I e II. 

A minha turma “Supranumerários” e todos meus amigos e colegas pelo apoio, 

ajuda e paciência, vocês se tornaram minha família em Juiz de Fora. À minha dupla 

João Paulo, por ter alegrado meus dias de graduação e por ter me ensinado a ser 

uma pessoa cada dia melhor. A Danielle e Yuri por todo companheirismo ao longo 

destes cinco anos, obrigado por sempre estarem comigo quando precisei.  

Aos meus demais familiares, que me ajudam e torcem pelo meu sucesso, 

sobretudo meus avós maternos e paternos, Laurinda e Gilson, Suely e Altacir, por todo 

o carinho que tiveram e tem por mim. 

A todos os professores e funcionários das instituições de ensino por onde 

passei, “EEEFM Oscar de Almeida Gama” e “Instituto Federal do Espírito Santo – 

Campus de Alegre” que participaram da minha carreira acadêmica e me permitiram 

chegar aqui.  

A Universidade Federal de Juiz de Fora, por ter se tornado minha nova casa e 

por todo apoio especialmente através de seus programas de Iniciação Científica, 



Assistência Estudantil, Projetos de Extensão, Treinamento Profissional e alimentação 

por meio do Restaurante Universitário. A todos os servidores da UFJF, principalmente 

aos do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) e da Faculdade de Odontologia pela 

receptividade e por sempre estarem dispostos a nos ajudar, em especial a equipe de 

serviços gerais da FO por todos os cafezinhos e dedicação. 

A banca examinadora, por ter aceitado o convite e por contribuir para o 

aperfeiçoamento deste trabalho.  

Aos pacientes que atendi e que me permitiram aprender um pouco dessa linda 

profissão chamada odontologia. 

 

A vocês serei eternamente grato. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“– Não adianta a gente ficar sentado se preocupando. O que tiver que ser 

será, e nós o enfrentaremos quando vier” - Rúbeo Hagrid. 

  



RESUMO 

 

A fotobiomodulação (FBM) pelo laser de baixa potência tem sido usada para modular 

as respostas inflamatórias e imunológicas, aliviar a dor e promover a cicatrização de 

feridas. Portanto, a FBM é amplamente utilizada na prática odontológica e por isso 

seus efeitos celulares devem ser investigados. O objetivo deste trabalho foi avaliar se 

a FBM altera genes relacionados à morte celular, como caspase-6 e Bcl-2, nas células 

do ligamento periodontal. Para isso, dezoito camundongos foram divididos em três 

grupos (n = 6): (I) controle, (II) 3 Jcm-2 e (III) 30 Jcm-2. Os parâmetros do laser 

infravermelho de baixa potência (830 nm) foram: potência a 10 mW, densidades de 

energia 3 e 30 Jcm-2 no modo de emissão contínua, tempo de exposição de 15 e 150s, 

respectivamente, por quatro dias consecutivos. Vinte e quatro horas após a última 

irradiação, os animais foram eutanaziados e suas mandíbulas foram processadas e 

encaminhadas para técnica Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-

qPCR) utilizando primers para Caspase-6 e Bcl-2. Não foram observadas diferenças 

estatísticas para os níveis relativos de mRNA da Caspase-6 em ambas as densidades 

de energia (p>0.05), mas um aumento significativo dos níveis relativos de mRNA de 

Bcl-2 foi observado no grupo 30 Jcm-2 (p<0,05). Concluindo, a FBM foi capaz de 

aumentar o nível relativo de mRNA de Bcl-2, mas não foi capaz de alterar o nível 

relativo de mRNA de Caspase-6, indicando um possível efeito anti-apoptótico nas 

células do ligamento periodontal. 

Palavras-chave: Fotobiomodulação. 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): (I) control, (II) 3 Jcm-2 and (III) 30 Jcm-2. Low-power infrared 

laser (830 nm) parameters were: power at 10 mW, energy densities at 3 and 30 Jcm-2 

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-2 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 INTRODUÇÃO 

 

Desde a descoberta dos efeitos biológicos dos lasers de baixa potência há mais 

de 50 anos pelo pesquisador Dr. Endre Mester (MESTER; MESTER, 2017), abriu-se 

uma janela única que marcou o nascimento de um novo campo da ciência 

fotobiológica, que foi popularmente chamado de terapia a laser / luz de baixa potência, 

tratamentos com lasers frios ou, mais recentemente, terapia de fotobiomodulação 

(FBM) (FEKRAZAD; ARANY, 2019). 

A palavra laser é um acrônimo para “(L)ight (A)mplification by (S)timulated 

(E)mission of (R)adiation”, a qual significa, amplificação da luz pela emissão 

estimulada de radiação (SVELTO; HANNA, 2010). Entre as principais características 

ópticas da luz laser que tornam os dispositivos a laser atraente para aplicações 

clínicas está a colimação, a monocromaticidade, a direcionalidade, a coerência e a 

alta densidade de energia. Já um feixe de luz branca, emitida por lâmpadas 

convencionais, é divergente, apresenta diferentes comprimentos de onda, fases e, 

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

A modificação de nomenclatura de "terapia a laser de baixa potência" para 

fotobiomodulação (FBM) surgiu devido à dosimetria e os resultados-alvo em tecidos 

irradiados, que deram origem a uma mistura complexa de estimulação, inibição e 

variação na irradiação. Ademais, a utilização crescente do diodo emissor de luz (LED), 

que se caracteriza por ser um feixe de luz não coerente, estreito, e com distribuição 

fotônica não monocromática, não pôde ser incorporado na terminologia antiga, dando 

a FBM um escopo mais global (PARKER et al., 2019). 

A terapia com laser de baixa potência trabalha com o princípio de induzir uma 

resposta biológica por transferência de energia; a energia fotônica entregue ao tecido 

modula os processos biológicos dentro do tecido e dentro do sistema biológico do qual 

esse tecido faz parte (NIEMZ, 2007; PARKER et al., 2019). Os lasers causam efeitos 

não térmicos e não destrutivos (como induzir uma mudança estrutural permanente no 

tecido irradiado), mas alteram os processos biológicos, aumentando o metabolismo e 

a taxa de divisão celular, um efeito conhecido como bioestimulação ou biomodulação 

(KARU,1989; IWAHARA; PAOLI; FONSECA, 2010). Em geral, a FBM pode ser visto 
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como a manipulação do comportamento celular usando fontes de luz de baixa 

intensidade (PARKER et al., 2019). 

Ao nível intracelular, os acontecimentos ocorridos desde a absorção da 

radiação a laser e os efeitos biológicos observados na célula envolvem uma série de 

cascatas de sinalização intracelulares secundárias (KARU, 2008; 2014). 

Primariamente, os fótons são absorvidos por componentes celulares denominados 

fotoaceptores. Entre os principais fotoaceptores celulares destacam-se as proteínas 

da biomembrana, semiquinonas e citocromo oxidases, flavoproteínas, 

homeoproteínas, oxihemoglobina, melanina e certas moléculas de cadeia longa 

(PARKER et al., 2019). 

O citocromo c oxidase, o membro terminal da cadeia de transporte de elétrons 

mitocondrial, é um fotorreceptor que medeia muitos dos efeitos benéficos da FBM. 

Como fotorreceptor, representa o primeiro passo em uma via intracelular de 

sinalização e suas atividades enzimáticas são responsáveis por gerar as moléculas 

que servem para iniciar uma cascata de sinalização (POYTON; BALL, 2011). Essa 

reatividade do citocromo c oxidase é devida a quatro centros metálicos ativos redox: 

o CuA, o CuB, o heme a e o heme a3, todos com absorvência na faixa espectral do 

vermelho para o infravermelho. Como resultado, o status redox da molécula do 

citocromo c oxidase, bem como sua atividade funcional é modulada. A partir de então 

ocorre uma modulação de elementos de sinalização mitocondriais já bem 

documentados, entre eles o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), de nitrogênio, de íons cálcio (Ca2+) e alteração no potencial elétrico da 

membrana mitocondrial (ΔΨm). Estas modificações mitocondriais levam a alterações 

nos parâmetros homeostáticos celulares como o pHi, [Ca2+], Eh, [ATP] e [CAMP], que 

provocam a ativação de fatores de transcrição (como a NF-κB e AP-1), culminando 

com aumento da síntese de DNA e RNA e expressão de genes relacionados à síntese 

de proteínas, migração e proliferação celular, sinalização anti-inflamatória, proteínas 

anti-apoptóticas e enzimas antioxidantes, entre outros eventos (KARU, 2008; 2014; 

FREITAS; HAMBLIN, 2016, SILVA et al., 2019). 

Atualmente, não há relatos na literatura sobre efeitos adversos da terapia de 

FBM para as radiações vermelha e infravermelha. A ausência de efeitos colaterais 

pode estar relacionada entre outros fatores ao efeito não térmico e à baixa produção 
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de EROs. As EROs estão envolvidas nas vias de sinalização intracelular iniciadas 

após a absorção de fótons pelas mitocôndrias (HAMBLIN, 2018). Por exemplo, as 

EROs podem ativar o fator nuclear NF-kB, que induz a expressão de muitos genes, 

como aqueles envolvidos na ação anti-apoptótica e pró-sobrevivência, migração e 

proliferação celular (HAMBLIN, 2018; KARU, 2008). No entanto, se a energia 

fornecida for muito alta, paradoxalmente, as lesões tendem a ser exacerbadas pelo 

aumento do estresse oxidativo e pela ativação abundante de NF-κB. Pensa-se que os 

efeitos da dose bifásica induzida por FBM ocorram devido à geração excessiva de 

EROs, produção excessiva de óxido nítrico (NO), ativação de algumas vias citotóxicas 

e ativação excessiva de NF-κB, levando a inflamação e morte celular (FREITAS; 

HAMBLIM, 2016).  

Além disso, Wu et al. (2009) relataram que o FBM poderia induzir alterações 

na permeabilidade mitocondrial quando níveis mais altos de EROs são produzidos. 

Como consequência, a diminuição do ΔΨm causa permeabilização da membrana 

externa mitocondrial e, subsequentemente a liberação do citocromo c e o início da 

cascata de caspases. Como este processo está diretamente relacionada aos 

parâmetros do FBM, como comprimento de onda (nm), irradiância (mWcm-2), tempo 

(s) de exposição e densidade de energia (Jcm-2), é importante avaliar como diferentes 

tipos de células respondem a esse estímulo. 

As aplicações odontológicas para FBM estão aumentando e mais estudos 

clínicos foram relatados devido a excelentes resultados no tratamento da dor, 

respostas inflamatórias e imunes, cicatrização de feridas e regeneração de tecidos. 

Variadas revisões sistemáticas publicadas nos últimos anos apontam os efeitos 

benéficos da FBM nas especialidades odontológicas, tais como na disfunção 

temporomandibular e dor orofacial (PEDRO et al., 2020; TUNÉR; HOSSEINPOUR; 

FEKRAZAD, 2019; YEH et al., 2019), ortodontia (CRONSHAW et al., 2019), 

estomatologia (HE et al., 2018; SUTER; SJÖLUND; BORNSTEIN, 2017; ZADIK et al., 

2019), endodontia (CHEN et al., 2019), cirurgia (HOSSEINPOUR; TUNÉR; 

FEKRAZAD, 2019; KULKARNI; MEER; GEORGE, 2019; SANTINONI et al., 2017), 

periodontia e implantodontia (AL-SHIBANI, 2018; GHOLAMI et al., 2019a, 2019b).  

Em relação aos tecidos e estruturas dentárias, as células do ligamento 

periodontal receberam mais atenção devido à descoberta de células-tronco (SEO et 
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al, 2004). Portanto, é relevante avaliar se a exposição aos lasers de baixa potência, 

amplamente utilizados nas práticas clínicas e, na periodontia como complemento ao 

tratamento periodontal não cirúrgico (REN et al., 2017), poderia alterar a produção de 

EROs e induzir o processo de apoptose neste tecido. De fato, a apoptose é necessária 

para a renovação do tecido no ligamento periodontal, mas a exacerbação nos tecidos 

biológicos pode ser um efeito indesejável, que pode reduzir a eficácia das terapias 

baseadas em FBM. 

A apoptose é desencadeada por vários estímulos externos ou internos da 

célula, como a ligação dos receptores da superfície celular, por danos ao DNA como 

causa de defeitos nos mecanismos de reparo do DNA, tratamento com drogas 

citotóxicas ou irradiação. Duas vias separadas levam à ativação da apoptose e das 

pró-caspases: a via mediada pelo receptor da morte (ou via extrínseca) e a via 

mediada pelas mitocôndrias (ou via intrínseca). Em qualquer caminho, o primeiro 

passo é a ativação das caspases iniciadoras (caspase-8 ou caspase-9), que ativam 

caspases efetivas (caspase-3, -6 e -7) (LIU; ZHANG e XING, 2011). Como 

consequência, ocorrem alterações morfológicas, incluindo eventos moleculares e 

bioquímicos. O mais notável é a ativação de enzimas proteolíticas que eventualmente 

mediam a clivagem do DNA em fragmentos oligonucleossômicos (SARASTE e 

PULKKI, 2000), os quais pode ser detectado através de técnicas imunocitoquímicas 

como TUNEL. 

Devido ao grande uso das terapias de fotobiomodulação nos tecidos 

periodontais, como por exemplo no complemento ao tratamento periodontal não 

cirúrgico e uma vez que a apoptose ocorre nas células do ligamento periodontal 

quando expostas a estímulos extrínsecos, como infecção bacteriana, estímulos 

mecânicos e físicos, é necessário investigar se a FBM pode alterar as proteínas 

envolvidas no processo de apoptose nessas células. Por isso, o objetivo deste estudo 

foi avaliar se a FBM poderia alterar os níveis 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 MÉTODOS  

 

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora 

(protocolo nº 039/2014). 

 

2.1 ANIMAIS 

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

gaiolas com acesso gratuito à dieta de laboratório e água potável. 

Os animais foram mantidos em ciclo claro / escuro de 12:12 h (luzes acesas 

das 6:00 às 18:00) em ambiente com temperatura controlada (25º ± 2ºC). Os animais 

foram distribuídos em três grupos (n = 6): (a) controle, (b) 3 Jcm-2 e (c) 30 Jcm-2. 

 

2.2 LASER DE BAIXA POTÊNCIA 

O laser infravermelho de baixa potência (AlGaAs; HTM Indústria de 

Equipamentos Eletrônicos Ltda, Brasil) foi utilizado para os procedimentos 

experimentais. Os parâmetros físicos do laser, bem como a forma de tratamento, 

estão descritos na tabela 1. A irradiação do laser foi aplicada por 4 dias consecutivos, 

pontualmente e perpendicular a mandíbula, na região do dente incisivo central. Duas 

densidades de energia foram testadas, 3 Jcm-2 e 30 Jcm-2 (densidades utilizadas para 

tratamento do processo inflamatório), dentro da janela terapêutica de tratamento para 

laser de baixa potência e seguindo as indicações do fabricante. 

Tabela 1: Parâmetros físicos do laser. 

Comprimento de onda (nm) 830 

Laser de diodo AsGaAl 

Potência (mW) 10 

Área por ponto (cm²) 0.05 

Densidade de Potência (Wcm-2) 0.2 

Energia por ponto (mJ) 150 e 1500 
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Densidade de energia (Jcm-²) 3 e 30 

Tempo por ponto (s) 15 e 150 

Número de pontos 1 

Técnica de aplicação Pontual por contato com a pele 

Número de sessões de tratamento Quatro 

Fonte: elaborada pelo autor. 

Para as aplicações do laser de baixa potência, 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 região da mandíbula) ficasse exposta para 

fora do tubo. Isso permitiu a completa imobilização dos animais sem a necessidade 

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

Vinte e quatro horas após a última irradiação, os animais foram eutanasiados 

por aprofundamento anestésico, utilizando cloridrato de quetamina e xilazina. Após, 

suas mandíbulas foram dissecadas, a pele removida e então as mandíbulas foram 

lavadas em solução de PBS para retirada do excesso de sangue.    

 

2.3 EXTRAÇÃO DE RNA 

As mandíbulas foram imersas em nitrogênio líquido, maceradas, o RNA total foi 

extraído usando TRIzol® (Invitrogen, EUA) de acordo com as instruções do fabricante 

e centrifugado (12.000 rpm, 4ºC, 10 min). Os sobrenadantes foram transferidos para 

outros tubos, adicionado clorofórmio, e as misturas foram centrifugadas (12.000 rpm, 

4 ° C, 15 min). As fases aquosas foram transferidas para outros tubos e foi adicionado 

isopropanol. Após incubação em temperatura ambiente por 15 min, as misturas foram 

centrifugadas (12.000 rpm, 4ºC, 10 min), os sobrenadantes foram descartados e o 

precipitado foi lavado com solução etanol-DEPC (etanol 80%, 0,1%) e centrifugado. 

Os sobrenadantes foram removidos e o RNA total foi reconstituído em solução de 

água-DEPC (0,1%). A concentração e a pureza do RNA foram determinadas por 

espectrofotômetro, calculando-se a razão de densidade óptica na razão de 

comprimento de onda de 260/280 nm. Em seguida, 2 μg de RNA total foram transcritos 

em DNA complementar (cDNA) usando o kit de transcrição reversa de cDNA (Applied 

Biosystems, EUA) seguindo as orientações do fabricante. 
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2.4 ENSAIO RT-qPCR 

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 

condições: 40 ciclos; em cada ciclo, desnaturação inicial a 95ºC por 10 min, 

desnaturação a 95ºC por 15s e pareamento e extensão de primer a 60ºC por 1 min. 

Para análises dos níveis de RNA por RT-qPCR, o método Delta-Delta ΔΔCt foi usado 

(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). O primer β-actina foi usado como gene de controle 

interno. 

Tabela 2: Primers usados para RT-qPCR. 

Primers Sequência  

Foward (5' --> 3') Reverse (3' --> 5') 
β-actina CATCCGTAAAGACCTCTATGC GGAGCCAGAGCAGTAATCTC 

Caspase-6 GACGTGGTGGAAGGGCTAAA AGTGTCACAAAAGGGGAGGC 

Bcl-2 TGGGTCTAGGAAAGGGGGAA CGGGCTATTCACAATTCTGCC 

Fonte: elaborada pelo autor. 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados 

paramétricos foram expressos como média ± desvio padrão e comparados pelo teste 

de variância One-Way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey (significância p<0,05). O 

software GraphPad InStat (versão 7 para Windows 8, GraphPad Software, EUA) foi 

usado para as análises estatísticas. 
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3 RESULTADOS 

 

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

 

Embora não tenham sido observadas diferenças estatísticas quando 

comparados com o grupo controle (p>0,05), ambas as densidades de energia, 

especialmente a densidade de 30 Jcm-2, demonstraram tendência a diminuir 

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

Por outro lado, a figura 1b demonstra um aumento (upregulate) significativo do 

nível relativo do mRNA de Bcl-2 na densidade de energia de 30Jcm-2 quando 

comparado com o grupo controle (p<0,05), enquanto nenhuma diferença estatística 

foi observada na densidade de energia de 3 Jcm-2 (p>0,05).  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 1. Níveis relativos de mRNA dos genes caspase-6 (A) e Bcl-2 (B) nas 

mandíbulas de camundongos após fotobioestimulação nas densidades de energia de 

3Jcm-2 e 30Jcm-2. 
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4 DISCUSSÃO  

 

O uso de terapias menos invasivas para minimizar a dor e o desconforto 

durante e após as intervenções odontológicas é cada vez mais comum. Acredita-se 

que o FBM seja uma excelente abordagem para esse fim, uma vez que apresenta 

efeitos benéficos nos tecidos biológicos, como ativação da microcirculação, 

neovascularização, efeitos antiinflamatórios e analgésicos, além de estimular a 

proliferação celular e regeneração tecidual (CAVALCANTI et al., 2011; RAHMAN et 

al., 2013).  

A interação das radiações não ionizantes com os tecidos biológicos pode 

ocorrer por fenômenos de reflexão, absorção, transmissão e espalhamento. Além 

disso, as características celulares e os parâmetros físicos da radiação determinam 

quais fenômenos são predominantes (FREITAS; HAMBLIM, 2016). Uma vez 

absorvida pelas células, a radiação pode modular as reações bioquímicas e estimular 

a atividade mitocondrial (KARU, 2008; HAMBLIN, 2018). Além disso, algumas dessas 

reações poderiam acelerar a síntese de DNA, RNA e proteínas reguladoras do ciclo 

celular, aumentando os níveis de EROs e promovendo a proliferação celular 

(FONSECA et al., 2012). Assumindo que as EROs estão envolvidas com os efeitos 

bifásicos da FBM (FREITAS; HAMBLIM, 2016), densidades de energia mais altas 

podem levar à morte das células. Foi descrito que a FBM desencadeia mudanças nos 

mecanismos de reparo do DNA, causa danos subletais ao DNA e altera a expressão 

gênica relacionada à 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 colágeno seu principal componente, que 

está embutido em uma matriz gelatinosa (SEO et al, 2004; GULABIVALA; NG, 2014). 

As células principais são os fibroblastos, ocasionais células de defesa e, desde a 

descoberta em 2004, células-tronco do ligamento periodontal. Essas células foram 

encontradas em pequeno número no ligamento periodontal e exibiram capacidades 

de autorrenovação e diferenciação multipotente, típicas das células-tronco (SEO et al, 

2004). Devido à ampla aplicação das terapias de FBM na odontologia e à presença 

de células pluripotentes nesse tecido, torna-se relevante avaliar as respostas celulares 
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e moleculares relacionadas aos parâmetros do laser. Portanto, o presente trabalho 

investigou se a FBM poderia alterar genes envolvidos em processos pró- e anti-

apoptóticos. 

A apoptose é um processo complexo dependente de energia, caracterizado por 

modificações morfológicas e bioquímicas específicas, incluindo a ativação de 

caspases, que desempenham um papel central (NAGATA, 2018). As caspases são 

expressas na forma de pró-enzimas, inativadas na maioria das células e, uma vez 

ativadas, podem ativar outras pró-caspases, permitindo o início de uma cascata de 

proteases. A caspase-6 é considerada uma proteína pró-apoptótica e, quando ativada, 

é responsável pela clivagem das proteínas da matriz nuclear juntamente com a 

caspase-3 e -7 (ELMORE, 2007; YUAN; AKEY, 2013; NAGATA; 2018).  No presente 

estudo, o nível relativo do mRNA da caspase-6 não foi alterado após a aplicação de 

ambas as densidades de energia (3 Jcm-2 e 30 Jcm-2) quando comparado com o grupo 

controle (p>0,05), mas foi observado uma discreta diminuição na densidade de 

energia de 30 Jcm-2 (Figura 1a). Adicionalmente, em estudos anteriores de nosso 

grupo de pesquisa utilizando técnicas imunocitoquímicas para detecção de apoptose, 

foi observado uma redução da marcação 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-2 pode modular tanto o nível relativo do 

mRNA da caspase-6 quanto a proteína 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 nível relativo do 

mRNA de Bcl-2 (Figura 1b), quanto a expressão da proteína Bcl-2 em células do 

ligamento periodontal em densidade de energia mais alta (30 Jcm-2). As proteínas da 

família Bcl-2 regulam a permeabilidade da membrana mitocondrial e são pró-

apoptóticas ou anti-apoptóticas. Algumas das proteínas anti-apoptóticas incluem Bcl-

2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w e BAG, enquanto as proteínas pró-apoptóticas incluem 

Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik e Blk (SCHINZEL, KAUFMANN; BORNER, 2004). Essas 

proteínas desempenham um papel fundamental na determinação se a célula irá iniciar 

ou interromper o processo apoptótico. Além disso, Wu e colaboradores (2009) 

relataram que o laser de baixa potência em altas densidades de energia pode 
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modificar a permeabilidade da membrana mitocondrial e mediar a translocação de Bax 

induzida pela produção de EROs.  

O principal mecanismo de ação da família Bcl-2 é a regulação da liberação do 

citocromo c da mitocôndria, por meio da alteração da permeabilidade da membrana 

mitocondrial (CORY; ADAMS, 2002). Mais, a Bcl-2 contribui para a inibição da 

produção de EROs e acidificação intracelular, estabilizando o potencial de membrana 

da mitocôndria (KUSHIBIKI, 2013). Portanto, a FBM na densidade de energia de 30 

Jcm-2 poderia regular o processo apoptótico nas células do ligamento periodontal 

através do aumento da expressão gênica e proteica de Bcl-2. 

Dentre as características morfológicas observadas numa célula apoptótica 

estão descritos diminuição celular, núcleo picnótico como consequência da 

fragmentação do DNA (devido à ação 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 fragmentação do DNA em células periodontais e da 

polpa dental diminuem na densidade de energia 30Jcm-2 (ANDRADE, 2017; FARIA et 

al, 2020). Por outro lado, a fragmentação de DNA e o fenótipo nuclear de característico 

de células apoptóticas foram observadas em células de tendões após laser de baixa 

potência com baixa densidade de energia (de PAOLI et al., 2015). Mais ainda, foi 

descrito que a apoptose ocorre exclusivamente em células inflamatórias, enquanto 

outras células próximas não respondem da mesma forma (dos ANJOS et al., 2017). 

Tomados em conjunto, todos esses achados indicam que diferentes tipos de células 

têm mecanismos de morte e sobrevivência em diferentes limiares e o entendimento 

sobre os parâmetros da FBM e as respostas celulares é verdadeiramente relevante 

para aplicações clínicas, prognóstico de doenças e possíveis efeitos colaterais. 
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5 CONCLUSÃO 

 

A fotobiomodulação definitivamente trouxe a odontologia para uma nova era. 

Novas aplicações baseadas no efeito da luz nos tecidos bucais e dentais tornaram-se 

o tema de um grande e crescente número de pesquisas realizadas nesse campo. 

Neste estudo foi observado que a fotobiomodulação por laser infravermelho de baixa 

potência altera os níveis relativos de mRNA da Bcl-2 em densidade de energia 

maiores, mas não é capaz de alterar o nível relativo de mRNA de Caspase-6.  
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ANEXO A 

 

Os resultados do presente trabalho foram publicados sob a forma de artigo 

científico na revista Lasers in Medical Science (FI: 2.342), classificada como A2 na 

área de Odontologia da classificação Qualis 2013/2016 da Coordenação de 

Aperfeiçoamento do Pessoal de Nível Superior (CAPES).  

Os resultados apresentados nesse artigo científico também englobam outras 

análises provenientes de trabalhos de conclusão 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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ANEXO B – Certificado de aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) 
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ANEXO C - Apresentação dos resultados do qPCR no 37º Congresso 

Internacional de Odontologia 
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ANEXO D – Publicação dos resultados do qPCR nos anais do 37º Congresso 

Internacional de Odontologia de São Paulo (FARIA, et al., 2019) 

 

 

 


