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1. INTRODUCAO

Apesar dos avancgos cientificos dos materiais utilizados na endodontia eles
ainda nao sa capazes de erradicar todos 0s microrganismos no sistema de canais
radiculares (SCR). Essa dificuldade pode ser devida & resisténcia da microbiota
aos processos e a complexa morfologia dos SCR (LANA 2009).

Para isso sdo utilizados medicamentos intracanais como hidréxido de célcio
e o iodoférmio, que devem ser biocompativeis, ndo carcinogénicos e nao
genotdxicos, além de possuir a capacidade de induzir o reparo da regido lesada
sem interferir na osteogénese e na amelogénese (HEWARD et al. 2011). Visando
conhecer os efeitos toxicos da medicacao intracanal, por meio de testes, busca-se
analisar a citotoxicidade desses compostos sobre as células do periodonto. Para
tentar minimizar esses efeitos, foi proposto a utilizacdo da fotobiomodulagédo a
laser (FTL). A FTL € uma fonte de radiacdo eletromagnética com caracteristicas
peculiares, que a confere propriedades analgésicas, anti-inflamatérias e trofico-
regenerativas, além da capacidade de estimular a proliferacdo de diversos tipos
celulares, a atividade mitocondrial e a sintese de RNA e proteinas. A
fotobiomodulacéo a laser causa alteracdes nos fotorreceptores das mitocéndrias
que amplificam e transportam o sinal, ativando uma fotorresposta, que geralmente
€ caracterizada pela proliferacdo ou diferenciacdo celular, ou ainda ativacdo de
sintese protéica (FRANASSIS et al. 2014).

Desta forma, o presente estudo avaliou a associacdo (in vitro) entre
diferentes quantidades de exposicao celular a FTL e a medicacgfes intracanais na
viabilidade de fibroblastos.

2. METODOLOGIA

Fibroblastos (3T3) de camundongos foram obtidos no banco de células do
Laboratério de Cultivo Celular NCTBIO da Faculdade de Odontologia de Pelotas,
da Universidade Federal de Pelotas-UFPEL. Os fibroblastos foram cultivados com
Meio Essencial de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) e suplementados com
Soro Fetal Bovino (SFB) a 10%. Uma garrafa de cultivo foi incubada em ambiente
controlado (37°C, 95% de umidade e 5% CO2). Quando as células apresentaram
80% de confluéncia elas foram lavadas com solucéo tampéao fosfato-salino (PBS)
para que todos os metabdlitos presentes fossem removidos. Utilizou-se entéo,
tripsina por cinco minutos, para desagregar as células da garrafa de cultivo. A
tripsina foi inativada pela técnica de diluicdo, onde foi acrescentado volume duas
vezes superior de DMEM/SFB ao volume inicial de tripsina. Entdo, a solugéo
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contendo as células foi inserida em um tubo de 15ml e centrifugado por 5 min. a
1000 rpm, ocorrendo assim a deposi¢cdo das células no fundo do recipiente. O
sobrenadante foi removido e as células ressuspendidas em DMEM+ 10% de SFB.
As células foram homogeneizadas e 20 pL foram removidos para contagem
celular na caAmara de Neubauer. Desta forma 2 x 104 células foram semeadas
com 200 pyL de DMEM + 10% SFB em cada poco da placa de 96 pocos e
armazenadas na incubadora por 24hs para que ocorresse a adesao celular no
fundo de cada poco.

Para a confeccéo dos corpos de prova do grupo do hidroxido de calcio (HC)
utilizou-se 1g de hidréxido de célcio PA (Biodindmica Quimica e Farmacéutica
LTDA, PR, Brasil) + 1.1ml de agua destilada. Para o Grupo do lodofémio (10)
utilizou-se 1.5g de iodoférmio (K-dent, Quimidrol, SC, Brasil) + 600 uL de agua
destilada. Os materiais dos dois grupos foram espatulados e inseridos em uma
matriz com formatos seguindo orientacdes da ISO para ensaios de citotoxicidade.
Os mesmos foram esterilizados com radiacdo UV por 1 hora. Eludatos foram
produzidos mergulhando os corpos de prova em uma solugdo de 1ml de DMEM +
10% de SFB e armazenando-os em uma estufa a 37°C por 24 horas. Apés as 24
horas de adesao celular, as células aderidas na placa foram lavadas com PBS e
200 pL do eludato foi adicionado em cada poco. Cada eludato preencheu 4 pocos
da placa.

ApoOs uma hora foi realizado a irradiacdo das placas experimentais com o
laser de forma intercalada e diretamente na monocamada celular dos diferentes
grupos. Depois da irradiacdo, as placas voltaram a atmosfera imida, para testes
de citotoxicidade em 24h, 48h e 72h (Figura 1. A viabilidade celular foi
determinada através do método colorimétrico (MTT 5 mg/mL de DMEM). O MTT
ficou em contato com as células por 4 horas em estuda de CO2 para permitir que
o sal metiltetrazélio da solucdo de MTT fosse reduzido pelas desidrogenases
presentes nas mitocondrias dos fibroblastos, formando assim, cristais de
formazan. Ap6s o periodo, o meio foi sugado e os cristais de formazan
ressuspendidos com 200pL de dimetil sulfoxido (DMSO). O DMSO ficou em
contato com as células por 15 minutos e em seguida a placa foi colocada por mais
5 minutos em um agitador (150 rpm). Os resultados foram avaliados por meio de
espectrofotometria no Leitor Universal de ELISA, em um comprimento de onda de
540 nm, onde foram considerados os valores de absorbancia como indicador da
viabilidade celular.

Os dados resultantes ndo apresentaram normalidade nem homogeneidade
de variancias, sendo colocados em postos, base da avaliacdo ndo-parameétrica de
ANOVA de 3-vias, seguido pelo Teste de Tukey. O programa utilizado para
analise estatistica foi o Sigmastat 3.5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A FTL vem despertando cada vez mais o interesse da Odontologia, com
aplicabilidade cada vez maior no ambito odontolégico. A FTL foi utilizada neste
estudo, com a perspectiva de minimizar possiveis efeitos citotoxicos de
medicamentos endoddnticos em contato com células presentes na regiao
periapical. O parametro de irradiagcdo utilizado nesta pesquisa teve como base o
fato de que, a irradiacdo no comprimento de onda visivel é absorvida pelos
fotorreceptores das mitocondrias, resultando em efeitos fotoquimicos,
desencadeando uma cascata de eventos metabdlicos que tem como resposta
final a biomodulagdo (RISO 2009). Estudos prévios (PEREIRA et al. 2002.
BASSO et al. 2012) relatam que a densidade de energia utilizada neste estudo
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apresenta resultados positivos no estimulo a fibroblastos aumentando o
metabolismo celular, o nUmero de células viaveis e a sua proliferacéo.

Os resultados encontrados nesta pesquisa, apresentaram diferenca
significativa entre o grupo néo irradiado e irradiado, apresentando uma maior
viabilidade nas células irradiadas. Para interagdo “tempo x uso do laser”, na
auséncia da FTL, observou-se uma tendéncia a diminuicdo na viabilidade celular
com o passar dos periodos experimentais atingindo os menores valores em 72h,
demonstrando um aumento da citotoxicidade dos medicamentos com o passar do
tempo. Diferentemente, na presenca da FTL esta alteracdo na viabilidade celular
nao foi observada. Este fato parece estar relacionado a capacidade da FTL
promover 0 aumento na concentracdo de ATP, estimulando a proliferacdo de
fibroblastos e consequentemente a liberagédo de fatores de crescimento celular
(PDGF, IGF-I, TGF) é favorecida (ALMEIDA-LOPES et al. 2001). A FTL por sua
vez, altera o redox celular, que induz a ativacdo de numerosas vias de sinalizacao
intracelular, e altera a afinidade de fatores de transcricdo relacionados com a
proliferacéao celular, sobrevivéncia, reparagao de tecidos e de regeneracao.

Em relacdo a interagdo “medicamento x tempo”, os grupos HC e 10
apresentaram menor viabilidade que o controle, indicando citotoxicidade dos
medicamentos. A pasta de HC apresentou-se mais citotoxica que 10 nos tempos
de 24 e 48h, e, quando comparada ao grupo controle menor viabilidade foi
observada em todos os tempos experimentais, porém, quando da associacdo com
o laser, observou-se que a FTL ndo promoveu mudancas positivas em relagéo ao
resultado. Este fato pode estar relacionado ao aumento do pH (GUIGAND et al.
1999) que promove desnaturacdo enzimatica e destruicdo da membrana celular,
levando a célula a morte.

Pode-se observar em outro estudo (RUPAREL et al. 2012) que o Ca(OH)2
apresentou alta citotoxicidade em 24h, com proliferacdo celular com o passar do
tempo em contato com as células. Essa discrepancia pode estar relacionada a
diversidade de etapas, tipo celular utilizado e metodologias existentes entre as
pesquisas.

Ja4 em 72hs, ndo houve diferenca entre HC e 10. Resultados semelhantes
foram encontrados por (SARIGOL et al. 2010), no qual, uma substancia a base de
iodoférmio apresentou aumento da citotoxicidade em fibroblastos com o passar do
tempo. O que pode estar relacionado a, provavelmente, funcdo dos componentes
do 10 agirem mais sobre tecidos necroticos, além de sua acao tixotropica, que é a
capacidade de uma substancia sélida absorver liquidos. Tornando-se mais lenta a
evidéncia de sua citotoxicidade.

Ja o grupo IO, na auséncia de irradiacdo a laser, apresentou uma maior
viabilidade celular do que os submetidos a FTL. Os mecanismos biomoduladores
da terapia a laser ainda néo séo totalmente compreendidos. Supde-se que alguns
efeitos da associagédo da FTL e 10 podem estar relacionados ao aumento da
producdo da espécie reativa oxigénio singlet o qual reage produzindo o peréxido
de hidrogénio, modulando a atividade redox da mitocdndria e/ou o estado redox
da célula podendo estimular o ciclo celular e a sintese de proteina em
concentracbes mais baixas, mas que sdo muito citotoxicos em concentragcdes
mais elevadas (VLADIMIRQV et al. 2004).

4. CONCLUSOES

Diante da metodologia utilizada, conclui-se que todas as medicagbes
intracanais mostraram-se citotoxicas. O hidroxido de calcio foi o mais citotdxico
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dos medicamentos testados em todos 0s tempos experimentais, e, a pasta de
iodoférmio apresentou menor citotoxicidade nas primeiras 48hs, em 72h néo
houve diferenca estatistica entre os grupos 10 e HC. A FTL amenizou os efeitos
citotéxicos das medicacdes intracanais quando da associacdo destas duas
terapias, pois nenhuma diferenca foi observada entre os tempos na presenca de
irradiacdo com laser. J& na auséncia da irradiacdo com laser foi observado uma
diminuicdo da viabilidade com o passar dos periodos experimentais. A FTL
promoveu uma maior viabilidade celular em 72h.
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