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Said Moreira C. Influéncia de diferentes tratamentos fisico-quimicos na adeséo de
fibroblastos de ligamento periodontal a superficie radicular simulando dentes
avulsionados [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia,

UNESP- Univ Estadual Paulista, 2016.
RESUMO

O reimplante tardio de dentes avulsionados € uma realidade dentro dos consultorios
odontologicos. Na tentativa de se restabelecer a arquitetura e a funcédo do ligamento
periodontal, além de se evitar a anquilose, evitando ou modulando a reabsorcao por
substituicdo, a superficie radicular dos dentes avulsionados pode ser tratada com
diversas substancias, dentre elas o EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) a
17%, sempre visando uma menor chance de ocorrer reabsorcdo inflamatoria e por
substituicdo. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do
tratamento de discos da superficie vestibular de raizes de dentes bovinos, com
EDTA 17%, com Emdogain®, com é&cido hialurénico e com colageno, através de
testes de viabilidade celular, quantificacdo das citocinas IL-13, IL-6, IL-8, IL-10 e
TNF-a por ensaio ELISA, além da ilustracdo por microscopia eletrénica de varredura
da adeséo dos fibroblastos sobre os discos de dentina. Foram cortados 155 discos
de dentina, com 4,5 mm de diametro, da face vestibular da superficie radicular de
dentes bovinos, previamente raspados ou ndo com cureta periodontal. Os discos
foram regularizados, limpos e autoclavados. Os espécimes foram tratados com as
substancias preconizadas e colocados em placas de 96 pocos onde foram
semeadas células de culturas primarias de fibroblastos humanos de ligamento
periodontal, que ficaram em contato com os discos por 48 horas. A sobrevivéncia e a
viabilidade celular na superficie dos discos foram avaliadas através do e o de
XTT. A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para verificar a aucsdo de
fibroblastos a superficie dos discos. A deteccéo e quantificacdo das citocinas foram
realizadas pelo teste ELISA. Os dados foram submetidos & analise estatistica pelo
teste ANOVA e Tukey (p < 0,05). Os resultados obtidos mostraram que o uso de
EDTA 17% por 5 minutos sem agitacao foi mais eficaz que os outros protocolos (p <
0,05) e aliado ao &cido hialurdnico, foi menos citotéxico promovendo melhor
viabilidade celular. N&o foi possivel assegurar a visualizacado dos fibroblastos em
microscopia eletronica de varredura. Quanto ao ensaio de ELISA, houve expresséo
das citocinas IL-1pB, IL-6 e IL-8 (citocinas pro-inflamatorias), porém houve diferenca
estatisticamente significante entre a IL-6 e a IL-8. Sendo assim, podemos concluir
que o EDTA 17% por 5 minutos sem agitacdo e o acido hialurénico apresentaram
menor indice de citotoxicidade aos fibroblastos do ligamento periodontal, porém
houve resposta inflamatéria pela expresséo de IL-6 e IL-8.

Palavras-chave: Avulsdo dentaria. Acido etilenodiaminotetracético. Ensaio de
imunoadsorcéo enzimatica.



Said Moreira C. Influence of different physical-chemical treatment on periodontal
ligament fibroblast adhesion to root surface of simulated avulsed teeth [doctorate
thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP —
Univ Estadual Paulista; 2016.

ABSTRACT

The delayed reimplantation of avulsed teeth is a reality in dental
offices. In an attempt to restore architecture and function of the periodontal ligament,
avoiding ankylosis, preventing or modulating the replacement resorption, avulsed
teeth root surface may be treated with various substances including EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid) to 17%, always seeking a lower chance of
occurring inflammatory or replacement resorption. Thus, the aim of this study was to
evaluate the effectiveness of the treatment of discs cutted of the vestibular surface of
bovine teeth roots with EDTA 17% with Emdogain® with hyaluronic acid and collagen
through cell viability tests, quantification of cytokines IL -1, IL-6, IL-8, IL-10 and
TNF-a by ELISA assay and, in addition, it was taken lllustrations by scanning
electron microscopy of the accession of fibroblasts on the dentin disks. 155 dentin
discs with 4,5 mm in diameter will be cut from the vestibular surface of the root
surface of bovine teeth, previously scraped or not with periodontal curette. The discs
were regularized, cleaned and autoclaved. The specimens were treated with the
substances advocated and placed in 96 well plates are seeded in which primary cell
cultures of human periodontal ligament fibroblasts that were in contact with the discs
for 48 hours. The survival and cell viability on the surface of the disks are evaluated
by XTT assay. The scanning electron microscopy was used to verify adherence of
fibroblasts to the surface of the discs. Detection and quantification of cytokines were
done by ELISA assay. The data were statistically analyzed by ANOVA and Tukey (p
< 0.05). The results showed that the use of 17% EDTA for 5 minutes without stirring
was more effective than the other protocols (p <0.05) and combined with hyaluronic
acid was less cytotoxic promoting better cell viability. It was not possible to ensure
the fibroblasts display in scanning electron microscopy. As for the ELISA assay,
there was expression of IL- 1B, IL -6 and IL -8 (pro- inflammatory cytokines), but
there was just statistically significant difference between IL -6 and IL -8. Thus, we can
conclude that 17% EDTA for 5 minutes without stirring and hyaluronic acid showed
less cytotoxicity index fibroblasts of the periodontal ligament, but there was
inflammatory response by IL -6 and IL-8 expression .

Keywords: Tooth avulsion. Edetic acid. Enzyme-linked immunosorbent assay.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a prevaléncia e a incidéncia de injurias dentais
trauméaticas tém sido muito estudadas, e a maior prevaléncia no Brasil tem sido
observada em estudantes na faixa etaria abaixo de 12 anos de idade (Damé-
Teixeira et al., 2013). Dentre estas injurias, a avulsdo € um dos mais graves
traumatismos e de prognostico muito dependente de inimeros fatores. Ha muitas
décadas tem se tentado estabelecer protocolos para o tratamento de pacientes
com dentes avulsionados (Andersson et al., 2012), porém observa-se uma lenta
evolucdo nas pesquisas basicas nesta area.

A avulsédo implica o deslocamento total do dente de seu alvéolo devido a
ruptura do ligamento periodontal que deixa células viaveis na maior parte da
superficie da raiz do dente (Lopes, Siqueira Jr, 2010). Se o dente avulsionado
permanecer por pouco tempo no meio extra-alveolar, as chances dessas células
se repararem apoés o reimplante imediato sédo altas, e a destruicdo causada pela
reacdo inflamatéria serd minima. O reimplante imediato permite que o0s
remanescentes do ligamento periodontal, junto com a corrente sanguinea,
possam se reorganizar como um tecido de granulacdo que pode se regenerar sob
condic@es ideais (Gulinelli et al., 2008). Portanto, o tratamento ideal da avulsao de
um dente permanente é a sua reimplantacdo imediata no alvéolo, jA& que o
sucesso da regeneracao do ligamento periodontal depende de fatores como o
meio de armazenamento do dente e o tempo extra-alveolar antes do reimplante
(Poi et al., 2007), além da correta fixacao e ajuste oclusal.

Por outro lado, sabe-se que o ressecamento em excesso da superficie
radicular ird causar danos as células do ligamento periodontal, ocorrendo uma
resposta inflamatéria difusa (Trope et al., 2011), que podera gerar uma
substituicdo do cemento e dentina por o0sso, denominada reabsor¢do por
substituicdo (Lopes, Siqueira Jr, 2009). Em um primeiro momento, areas de
necrose, acumulo de sangue e um exsudato inflamatorio se formam entre as
fibras do ligamento periodontal e no espaco ocupado por ele (Saito et al., 2011).

O movimento lento dos cementoblastos ndo permite o recobrimento total da
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superficie radicular a tempo e as células Osseas irdo se aderir a estas areas
promovendo anquilose e, possivelmente, pode se iniciar uma reabsor¢ao
substitutiva pelo processo da remodelacdo 0ssea (Trope et al., 2011). Além disso,
as células do ligamento periodontal podem sofrer necrose e, nestes casos, 0
tecido de granulacdo pode ser substituido por tecido 6sseo e iniciar o processo de
reabsorgcdo, que na presenca de microrganismos pode se tornar uma reacao
inflamatoria (Gulinelli et al., 2008).

Todavia, o reimplante tardio € uma realidade clinica para os dentistas,
considerando o momento que o paciente chega ao consultério odontol6gico, sua
idade, fatores locais, de saude geral e das condigcbes do armazenamento do
dente (Poi et al., 2007). Quando o tempo extra-oral do dente avulsionado é maior
que 15 a 20 minutos sem umidade e por mais de 4 horas em leite, as células do
ligamento periodontal provavelmente ndo estardo mais viaveis e a raiz deve ser
tratada para minimizar as provaveis consequéncias deste ressecamento (Trope et
al., 2011). Para limitar ou prevenir a reabsorcédo radicular e promover o reparo dos
tecidos, um dente submetido a um reimplante tardio deve receber um tratamento
na superficie radicular e inicio da terapia endodéntica (Mori et al., 2013).

Algumas questbes tém sido levantadas a respeito das terapias que
regulam ou promovem a proliferacdo e diferenciacdo das células do ligamento
periodontal, como o uso de fatores de crescimento, moléculas de adesédo a
superficie e/lou componentes da matriz extracelular e se estes sdo capazes de
melhorar o prognéstico do dente avulsionado (Hoang et al., 2002).

Uma das substancias de amplo espectro de utilizagdo na terapia
endddontica é o sal dissddico de EDTA devido a sua acdo quelante com
propriedades lubrificantes (Calt, Serper, 2002). Devido a essas propriedades,
além da molhabilidade sobre superficies, 0 EDTA 17% vem sendo estudado como
promotor da ades@o celular sobre superficies de raizes dentarias simulando
processo de avulsdo com reimplante tardio (Pang et al., 2014).

Dentro deste contexto, também tem sido utilizado o fluoreto de sédio para
o tratamento da superficie e a matriz derivada de esmalte, ou Emdogain®, o
primeiro com o objetivo de tornar a dentina mais resistente a acdo dos
osteoclastos e retardar a reabsorcdo por substituicdo, o segundo com o propdésito

de estimular a regeneragdo biologica através da migracdo, proliferacdo e
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diferenciacao dos fibroblastos do ligamento periodontal (Poi et al., 2007; Trope et
al., 2011). Além dessas substancias, também foram estudadas a aplicacdo de
vitamina C (Panzarini et al., 2005), solucdo de nitrato de galio, uma substancia
anti-reabsortiva (Mori et al., 2007), o propolis 15% (Gulinelli et al., 2008), a
aplicacdo de hidroxido de célcio misturado a CMCP (Canfora p-Monoclorofenol)
ou clorexidina (Trevisan et al., 2011), o uso de terapia a laser de baixo
intensidade (He et al., 2009; Saito et al., 2011), tratamento com laser de diodo
(Carvalho et al., 2012) e a aplicacdo de pasta de acetazolamida (Mori et al.,
2013).

Nos anos atuais, as pesquisas tém se voltado para a regeneracao e
reabilitacdo dos tecidos que sofreram alguma injaria e que possuem baixo
potencial de recuperacdo com sequelas previsiveis. Na engenharia de
biomateriais, e hoje nos demais setores da saude, os scaffolds tém tido grande
aplicabilidade por possuir similaridade com o organismo, além de prover ao
mesmo, condices de restabelecimento. A aplicacdo de colageno, acido
hialurdnico e matriz derivada do esmalte (Emdogain®) tém sido estudadas na
tentativa de se obter as condi¢Oes ideais para o reestabelecimento do ligamento
periodontal (Lyngstadaas et al., 2001; Bansal et al., 2010; Rungsiyanont et al.,
2012; Yang et al., 2012) e, pelo modo como geram um arcaboucgo para a adesdo
das células podem ser considerados scaffolds.

Além dos biomateriais e scaffolds, o processo inflamatério que acontece
quando do reimplante do dente previamente tratado também tem gerado
questionamentos, a cerca de quais mediadores quimicos inflamatérios sao
liberados e qual o papel dos mesmos na resposta inflamatéria. A interleucina 113,
citocina proinflamatoéria expressa pelos fibroblastos do ligamento periodontal, é
capaz de mediar o processo de defesa do hospedeiro, como por exemplo, a
resposta inflamatoéria e celular a uma injaria. Ja o fator de necrose tumoral-a é
capaz de, coordenadamente, estimular a indugéo de IL-113 e diminuir os efeitos da
mesma (Lin et al., 2015). Dentre outras citocinas, a interleucina 6 mantem a
homeostase tecidual, é capaz de mediar a resposta aguda, além de ser um fator
de crescimento hematopoiético, induz a diferenciacdo neuronal das células e
contribui com a remodelacéo éssea (Lyngstadaas et al., 2001). J4 a interleucina 8

€ produzida por macrofagos e células mesenquimais, sendo uma citocina muito
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importante na resposta inflamatéria devido & sua acdo quimiotatica para
neutrofilos, mediando a resposta inflamatoria, e atuacdo como fator angiogénico.
(Nasser et al.,, 2009; Cvikl et al.,, 2015). Por fim, a interleucina 10 tem
propriedades supressoras e anti-inflamatérias que séo capazes de inibir a
transcricdo de citocinas pro-inflamatorias (Baek et al., 2013).

O processo de cura dos tecidos ao redor de um dente reimplantado
tardiamente pode ser avaliado através de analise histomorfométrica e
imunohistoquimica, que séo dois tipos de instrumentos que se complementam na
busca pela informacdo precisa de expressao e localizacdo de cada proteina
envolvida na cura (Saito et al., 2011; Carvalho et al., 2012). Além disso, tem-se
utilizado a investigacdo por microscopia para andlise da superficie radicular apos
o tratamento da mesma com substancias que evitem a reabsorcéo e estimulem o
reparo (Mori et al., 2007) e a analise histologica (Wang et al., 2010; Trevisan et
al., 2011; Zhou et al., 2012). Porém, dentre os diferentes métodos de estudo
encontrados na literatura, pode-se empregar também o uso de ensaios para
avaliacdo da sobrevivéncia e viabilidade celular, testes de expressdo génica
(Palaiologou et al., 2001) e microscopia eletronica de varredura para verificar a
adesdo de fibroblastos a superficie radicular de dentes reimplantados
tardiamente.

Sendo assim, devido as variacdes nos tratamentos da superficie radicular
de dentes avulsionados e reimplantados tardiamente, com este estudo pretende-
se avaliar a eficacia de diferentes protocolos fisico-quimicos na adesao e
viabilidade de fibroblastos a superficie radicular através de teste de XTT e
ilustracdo por MEV, e a quantificacdo das citocinas IL-1R3, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a
pelo ensaio ELISA. A hip6tese do estudo é a de que o tratamento da superficie
radicular com EDTA 17% e os diferentes materiais testados aumentem a
viabilidade celular dos fibroblastos do ligamento periodontal, permitindo a
regeneracdo do mesmo e verificar qual destas substancias promovem uma

resposta inflamatdria de menor intensidade.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Citocinas inflamatorias

Baek et al. (2013) em seu estudo, objetivou avaliar a expresséo de genes
associados a inflamacgéo, degradacdo da matriz extracelular e destruicdo éssea
em fibroblastos gengivais obtidos de tecidos saudaveis e com periodontite na
presenca ou ndo de P.gingivalis. Para a pesquisa, foram isolados fibroblastos
gengivais primarios de pacientes saudaveis (n = 10) e de pacientes com
periodontite (n = 10) que foram estimulados in vitro juntamente com cepas de
P.gingivalis ATCC 49417. Para a expressao de citocinas proinflamatérias IL-6, IL-
8 e IL-1B e citocinas anti-inflamatoérias IL-4 e IL-10, além de MMP-1, MMP-2,
TIMP-3 e osteoprotegerina (OPG) foi o utilizado o ensaio de PCR em tempo real.
Os niveis de IL-6, IL-1R e proteina TIMP-3 foram medidos através de ensaio de
ELISA. Portanto, os autores observaram que a expressao de IL-6, IL-18 e TIMP-3
foram altos nos grupos com periodontite quando comparado ao grupo de
pacientes saudaveis, enquanto que a IL-4 foi mais expressa no grupo saudavel na
presenca ou auséncia de cepas de P. gingivalis. Os niveis expressos de IL-6, IL-1
R e TIMP-3 também foram altos no grupo de pacientes com periodontite na
presenca ou auséncia de cepas de P. gingivalis. Os autores também observaram
que havia variabilidade entre as cepas de P. gingivalis na habilidade de induzir a
expressdo de citocinas proinflamatorias, MMPs e OPG e na habilidade de
degradar a proteina IL-6. Sendo assim, uma alta expressdo de citocinas
proinflamatérias e TIMP-3 e baixa expressdo de IL-4 estdo relacionadas aos
fibroblastos gengivais e periodontite.

Belibasakis et al. (2013) tiveram por objetivo avaliar, in vitro, o feito do
complexo vermelho como constituinte do biofilme subgengival na regulacéo da IL-
8 no epitélio gengival. Para a pesquisa, foram selecionados os microrganismos
Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tanerella forsythia, Treponema denticola, Veillonella dispar,
Actimomyces oris, Streptococcus anginosus e Streptococcus oralis e outras 7

espécies que nao fazem parte do complexo vermelho (controle) Os biofilmes
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cresceram em placas de 24 pocossobre discos sintéticos de hidroxiapatita
simulando superficie radicular. Para os testes de cultura celular e citotoxicidade
foram utilziadas células epiteliais da gengiva estratificada que foram expostas aos
biofilmes. Além disso, foi realizado o teste de gPCR para expressao génica e
ensaio de ELISA para avaliagdo da expresséo de IL-8. Apds 3 horas, os biofilmes
revelaram expressao da IL-8, porém, a presenca do complexo vermelho resultou
em uma maior expressao. Portanto, os autores concluiram que o complexo
vermelho € capaz de regular a expressdao de IL-8 no epitélio gengival,
potencialmente afetando a resposta quimiotatica dos tecidos.

Outro estudo avaliando o crescimento celular e a expressao de citocinas
proinflamatérias é o de Diomede et al. (2014). Para a pesquisa, 0s autores
utilizaram um cimento a base de metacrilato (UDMA), o EndoRez sobre células de
polpa dental humana (hDPSCs), células de ligamento periodontal humano
(hPDLSCs), fibroblastos gengivais humanos (hGFs) e osteoblastos humanos
(hOSTs). As células, obtidas de cinco doadores jovens, foram isoladas in vitro e
semeadas em placas de 96 pocos juntamente com meio de cultura em diferentes
periodos de tempo: 24, 48, 72 horas e 1 semana. As células semeadas sobre o
cimento foram avaliadas pelo teste MTT para conferéncia da viabilidade celular. O
teste de tripan azul foi realizado também para verificacdo da viabilidade celular e
proliferacdo nos mesmos periodos de tempo, em microscépio de luz invertida.
Para a microscopia eletrbnica de varredura os espécimes foram fixados e
desidratados, e depois fixados em stubs para metalizacdo e visualizagdo. Para o
ensaio de ELISA, o sobrenadante das células cutivadas sobre o cimento foi
coletado e foram feitas as andlises para IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a. Apds todos os
testes 0s autores observaram que a exposicao das células ao cimento a base de
UDMA resultou em decréscimo em 50% das células viaveis apos 24 horas de
incubagéo. N&ao foi possivel visualizar nenhuma mudanga na morfologia das
células cultivadas. Apés 48 horas, 72 horas e 1 semana de tempo em cultura, um
crescimento das células foi evidente. Uma significante regulagdo das citocinas
estudadas em contato com o cimento comparado ao grupo controle foi observada.
Sendo assim, os autores concluiram que o cimento EndoRez foi capaz de afetar o
sistema bioldgico evidenciado pela inibicdo do crescimento celular e auto-

regulacdo das citocinas proinflamatérias.
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Shibata et al. (2014) investigaram os efeitos da IL-17 sobre a producéo de
IL-6, IL-113 e matriz metaloproteinase (MMP-1) e comparar a producéo de MMP-1
entre os efeitos individuais e combinados da IL-6 e IL-13 sobre fibroblastos do
ligamento periodontal humano (HPDLF). Essas células foram cultivadas e
transferidas para placas até que as mesmas atingissem 70% de confluéncia. A
seguir, as células foram estimuladas com IL-17 por meia hora, 1, 4, 24, 48 e 72
horas e foram cultivadas com IL-13, IL-6/Sil-6R, ou uma combinacéo de IL-1R e
IL-6/sIL-6R por 24 horas. Para o PCR em tempo real, o RNA foi isolado das
células HPDLF e foram utilizados primers especificos para a IL-13, IL-6 e MMP-1.
Para o ensaio de ELISA, o sobrenadante foi coletado para andlise dos niveis de
IL-13, IL-6 e MMP-1. Os autores observaram que a IL-17 aumentou
significantemente a expresséao de IL-6 e MMP-1 e transitoriamente aumentou a
expressao do gene para IL-1R3. Além disso, observaram que a combinacéo de IL-
13 e IL-6/sIL-6R aumentou os niveis de MMP-1 quando comparada com a
atuacao isolada da IL-1R. Portanto, os autores concluiram que a IL-17 regula a
producdo de IL-6 e MMP-1 em células HPDLF. O estudo sugeriu que a IL-17
induz a produgdo de MMP-1 ndo s6 diretamente, mas também indiretamente pela
promocdo da producdo de IL-6, resultando na degradacdo de colageno no
ligamento periodontal.

Um estudo mais recente de Civkl et al. (2015) avaliou a hipétese de que
saliva estéril e filtrada seria capaz de desenvolver um processo inflamatério em
células orais, in vitro. Para a pesquisa foram selecionados fibroblastos da
gengiva, palato e ligamento periodontal e células epiteliais priméarias. As células
foram isoladas e cultivadas, para a seguir, serem colocadas em contato com uma
diluicdo de saliva estéril e filtrada, incubadas por 6 horas para andlises de
expressédo e 24 horas para os ensaios de imuno. A expressao de citocinas e
quimiocinas foi analisada por ensaio micro, RT-PCR, imunoensaio e tecnologia
Luminex. O envolvimento das vias de sinalizagdo foi determinado por Western
blot e inibidores farmacolégicos. Os autores ja haviam reportado que a saliva é
capaz de induzir a expressao de IL-6 e IL-8 em fibroblastos da gengiva, palato e
ligamento periodontal, porém ndo em células epiteliais. Esta resposta inflamatoéria
exige a sinalizagdo do fator kappa-B nuclear e proteina quinase ativada por

mitogéno. A tecnologia Luminex revelou que a saliva aumenta substancialmente a
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expressao de varios outros genes inflamatérios e varias quimiocinas. Portanto, os
autores concluiram que a saliva é capaz de provocar uma resposta inflamatoria
em fibroblastos orais.

Liu et al. (2015), avaliou o ciclo inflamatoério e producéo de citocinas pelos
fibroblastos do ligamento periodontal (PDLF) em contato com Porohyromonas
gingivalis. No estudo, as células foram extraidas de tecido do ligamento
periodontal e cultivadas em meio proprio. A seguir, elas foram semeadas em
placas de 6 pocos e incubadas até atingir a confluéncia do poco. A diluicdo
bacteriana foi colocada em contato com as células. Para a deteccdo da
viabilidade celular foi realizado o teste de MTT e para andlise do ciclo celular foi
utilizado um citometro. Também foram realizados testes de PCR em tempo real,
Western blot e deteccdo de citocinas pelo ensaio de ELISA (IL-6 e IL-8). Com o0s
resultados, os autores concluiram que a infeccéo por P. gingivalis pode modular a
expressao de genes dos fibroblastos do ligamento periodontal que controlam o
ciclo celular e a producéo de citocinas inflamatorias, jA que houve um aumento na

expressao de IL-6 e IL-8, contribuindo na inflamacgé&o do tecido periodontal.

2.2 Tratamentos para dentes avulsionados

Em 2001, Lyngstadaas et al. investigaram o0s mecanismos celulares,
fatores de crescimento autécrinos, a sintese de matriz extracelular e o
crescimento celular na regeneracdo de fibroblastos do ligamento periodontal
expostos a matriz extracelular derivada do esmalte. Na realizacdo do estudo,
células humanas do ligamento periodontal (RN6) foram obtidas de periodonto
saudavel de pré-molares extraidos por motivos ortodénticos. Essas células foram
isoladas e cultivadas em meio DMEM. Foram utilizadas também células epiteliais
(HeLa) cultivadas em meio Eagle MEM. A seguir, as células foram colocadas em
contato com diluicdo de matriz extracelular derivada de esmalte (Emdogain®-
EMD). Para avaliagdo da adesao celular, as células que nédo se aderiram as
placas Sarstedt foram lavadas e centrifugadas para posterior contagem (controle).
As células aderidas foram removidas da superficie através de tripsinizacdo e

contadas da mesma forma que o grupo controle. Para analise de densidade, as
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células foram semeadas e mantidas em cultura com e sem EMD por 24, 48, 72,
96 ou 120 horas para posterior contagem em microscopio. J& 0o metabolismo
celular foi avaliado através de cultura por 24, 48, 72, 96, 120 ou 144 horas. Além
disso, foram realizados os testes para sintese de acido nucleico, deteccdo de
AMP-ciclico e deteccédo de fatores de crescimento (TGF-31, IL-1q, IL-B, IL-2 e IL-
6, e PDGF). Os autores observaram que a taxa de adesdo, crescimento e
metabolismo das células do ligamento periodontal aumentou frente a aplicacao de
EMD. Notaram também que o AMPc intracelular teve sua sinalizacdo aumentada
e a producado de TGF-1R, IL-6 e PDGF AB também aumentou em comparacao ao
grupo controle. Ja para as células epiteliais, houve aumento no AMPC e secrecao
de PDGF AB quando em contato com o EMD, porém a proliferacéo e crescimento
foram inibidos. Sendo assim, os autores concluiram que o EMD aumentou a taxa
de adesdo, crescimento e metabolismo das células do ligamento periodontal e,
consequentemente, liberou grande quantidade de fatores de crescimento no meio.
Em contrapartida, as células epiteliais apresentaram inibicdo do crescimento.
Portanto, sugere-se que o EMD favorece o crescimento de células mesenquimais
e os fatores de crescimento autécrinos liberados pelas células do ligamento
periodontal expostas ao EMD contribuem para a regeneragcdo e cura em um
processo que mimetiza o desenvolvimento natural da raiz dentéria.

O objetivo do estudo de Palailogou et al. 2001 foi investigar as possiveis
diferencas nas propriedades de adesdo e expressao de fibronectina, laminina,
vitronectina, RGD peptideo, colageno tipo | e colageno tipo IV sobre fibroblastos
da gengiva, da derme, e do ligamento periodontal através de avaliacdo
fluorométrica e a RT-PCR. Primeiramente foi feita uma cultura do tecido gengival
e da derme para obtencédo dos fibroblastos e também os fibroblastos de ligamento
periodontal humano. Além disso, as proteinas da matriz extracelular obtidas
comercialmente (fibronectina, vitronectina, laminina, colageno tipo | e colageno
tipo 1V) foram diluidas e examinou-se a adesao das células a um polimero RGD-
peptidico. A seguir, 0 RNA foi isolado e através da acdo da enzima transcriptase
reversa foi-se obtido o DNA complementar que pode ser aplicado a reacao da
cadeia de polimerase utilizando primers especificos para 19 subunidades das
integrinas. Os autores observaram que os fibroblastos da gengiva e do ligamento

periodontal aderiram a vitronectina e aos colagenos tipos | e IV mais avidamente
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que os fibroblastos da derme. Da mesma forma, os fibroblastos do ligamento
periodontal aderiram bem & laminina. A quantificacdo de expresséo de integrinas
mostrou que os diferentes tipos de fibroblastos expressaram diferentes fatores de
transcricdo de integrina demonstrando ainda mais suas diferencas inatas. Sendo
assim, os trés tipos de fibroblastos estudados mostraram comportamentos
diferentes e expressaram diferentes receptores da matriz extracelular. Ao mesmo
tempo, os fibroblastos da gengiva e do ligamento periodontal apresentaram
similaridade na adeséo e na expressao de integrinas.

Com o objetivo de avaliar microscopicamente os efeitos de trés
substancias sobre dentes reimplantados tardiamente, Panzarini et al. (2005)
utilizou incisivos centrais extraidos de ratos. Os canais radiculares foram irrigados
com hipoclorito de sédio 1%. Nos grupos |, Il e Ill os dentes foram tratados,
respectivamente, com fluoreto de sédio 2% por 10 minutos, vitamina C
manipulada por 10 minutos e vitamina C efervescente por 10 minutos. Os dentes
foram preenchidos com pasta de hidréxido de célcio e reimplantados apos a
irrigacéo salina do alvéolo. Os ratos foram sacrificados apos 10 e 60 dias e os
espécimes foram enviados para processamento histolégico (obtencao de secc¢bes
e coloracdo das mesmas através de hematoxilina e eosina). No grupo |, tratado
com fluoreto de sdédio, apresentou as maiores areas de reabsorcdo por
substituicdo e anquilose. Comparando a acdo da vitamina C nos grupo Il e Ill, no
grupo Il os autores obtiveram melhores resultados mostrando mais areas de
anquilose e reabsorcéao por substituicdo do que areas de reabsorcéo inflamatéria.

A seguir, em 2007, Mori et al. investigaram os efeitos da solucédo de
nitrato de galio (uma substancia anti-reabsorcéo) em superficie de dentes de ratos
submetidos a reimplante tardio, com o objetivo de se evitar a reabsorcéo radicular
e acelerar o processo de cura. Para esse propésito, 20 incisivos centrais
superiores do lado direito foram divididos em 2 grupos: G1 — as raizes foram
tratadas com solucdo de nitrato de galio a 10*M por 20 minutos enquanto que no
G2 as raizes foram tratadas com fluoreto de sddio a 2% por 20 minutos. Todos 0s
canais foram preenchidos com pasta de hidroxido de calcio e reimplantados em
seus respectivos alvéolos. Cinco animais de cada grupo foram sacrificados apos
15 e 60 dias do reimplante e os espécimes foram retirados, fixados, processados

e embebidos em parafina para obtencdo de fatias dos tercos cervical, médio e
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apical, totalizando 20 fatias por espécime. As fatias foram analisadas em
microscépio de transmissdo de luz. Em ambos os grupos, foi observado uma
pequena ocorréncia de anquilose e reabsorcdo radicular. O tecido conjuntivo
formado no ligamento periodontal estava arranjado paralelamente a raiz na
maioria dos espécimes em ambos 0s grupos e apresentavam sinal de inflamacao.
No grupo 1, havia a formagdo de bolsa periodontal em todos os espécimes apos
60 dias do reimplante, revelando falta de reparacdo. Os achados destes autores
contradizem o uso de nitrato de galio para o tratamento da superficie radicular de
dentes que serdao submetidos ao reimplante tardio.

Com o0 objetivo de se estabelecer parametros para o uso de dentes
bovinos ao invés de dentes humanos em pesquisas cientificas, Camargo et al.
(2007) selecionaram 24 premolares unirradiculares extraidos por razdes
periodontais ou ortoddnticas e os dividiram em grupos de acordo com a idade:
GH1 - 10 a 15 anos; GH2 — 16 a 30 anos; GH3 — 31 a 45 anos e GH4 — 46 a 80
anos. A seguir, foram selecionados 24 dentes bovinos (animais com a mesma
idade de vida) separados em quatro grupos: GB1l - incisivo central;, GB2 —
primeiro incisivo lateral; GB3 — segundo incisivo lateral e GB4 — terceiro incisivo
lateral. Os espécimes foram limpos e polidos, seccionados ao nivel da juncao
cemento-esmalte, a polpa radicular foi removida e foi realizado o desbridamento e
preparo endodéntico para prover uma melhor andlise dos tubulos dentinarios. Os
dentes foram entdo cortados longitudinalmente no sentido vestibulo-lingual,
limpos com ultrassom por 5 minutos e lavados com EDTA por 3 minutos. Apds a
secagem 0s espécimes foram montados em stubs e analisados em microscopia
eletrbnica de varredura (1000x e 5000x). Pode-se observar que o terco cervical
das raizes apresentou o maior numero de tubulos e maior diametro dos mesmos
quando comparado aos outros tercos. Quanto ao niumero de tabulos dentinérios,
foi observado que os dentes bovinos apresentaram uma maior média quando
comparado aos dentes humanos, porém essa diferenca ndo foi observada quando
o didmetro dos dois tipos dentérios foi observado.

Poi et al. (2007) avaliaram por histologia e analise histométrica a
influéncia do Emdogain® e do fluoreto de sédio sobre a superficie radicular no
processo de cura ap0s o reimplante dentario tardio em ratos. Para o estudo, 24

incisivos de ratos foram extraidos e divididos em dois grupos: G1 — as superficies
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radiculares foram tratadas com 50 mL de hipoclorito de sédio 1% por 10 minutos,
lavadas com solugéo salina e imersas em solugéo de fluoreto de sodio acidulado
a 2%. Os canais foram preenchidos com hidroxido de calcio e propilenoglicol e os
dentes foram reimplantados em seus alvéolos, que ndo foram tratados, com
excecao da remocdo de coagulos de sangue. No G2 — as raizes também foram
tratadas como o grupo anterior, porém a imersdo dos dentes foi em gel de
Emdogain® e a seguir foram reimplantados. Os ratos foram sacrificados apés 10 e
60 dias (6 ratos de cada grupo para cada periodo). Os dentes foram removidos,
fixados e embebidos em parafina. A seguir foram cortados e corados com
hematoxilina e eosina para analise histolégica e histométrica. Os resultados
obtidos pelos autores mostraram que o uso de fluoreto de sédio 2% causou mais
areas de reabsorcdo por substituicdo enquanto que o uso de Emdogain® resultou
em mais areas anquilosadas e ndo foi capaz de evitar a anquilose dentoalveolar.
Os autores concluiram que nenhuma das duas substancias foi capaz de evitar a
reabsorcdo radicular em superficies radiculares de dentes que foram
reimplantados tardiamente.

Também na tentativa de se melhorar as condi¢cdes das raizes de dentes
reimplantados tardiamente, Gulinelli et al. (2008), selecionou 30 ratos que tiveram
0s incisivos superiores do lado direito extraidos e mantidos secos e em
temperatura ambiente por 60 minutos. Os canais tiveram a polpa radicular
extirpada e foram irrigados com solucéo salina. A seguir as superficies radiculares
dos espécimes foram gentilmente raspadas com uma cureta para remover
remanescentes de ligamento periodontal (PDL). A seguir os espécimes foram
distribuidos em 3 grupos (n = 10) de acordo com o tratamento da superficie
radicular: Gl — imersdo em 20 mL de solucao salina por 10 minutos, Gll — imersao
em 20 mL de fluoreto de sédio 2% por 20 minutos e Glll — imersdo em 20 mL de
solucdo de propolis e propilenoglicol por 10 minutos. Apdés os tratamentos o0s
canais radiculares foram preenchidos com pasta de hidroxido de calcio e
propilenoglicol e os espécimens foram reimplantados. 60 dias ap6s os ratos foram
sacrificados e as pecas anatdmicas foram removidas. Os dentes foram
decalcificados, embebidos em parafina, seccionados e coloragdo por
hematoxilina-eosina. Os resultados obtidos mostraram que houve reabsorcao

radicular externa similar nos grupos Il e Ill. Os dentes tratados com solucéo salina
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fisiologica tenderam a apresentar mais casos de reabsorcédo inflamatoéria dos que
0S demais grupos.

Wang et al. (2010) examinaram os efeitos do autotransplante tardio em
combinacdo com a engenharia tecidual periodontal usando células de ligamento
periodontal na cicatrizacdo do tecido periodontal j& que a regeneracdo do mesmo
em casos de dentes avulsionados que permanecem em ambiente extra-oral por
tempo excessivo tem sido uma constante pesquisa por parte dos cirurgides-
dentistas. Sendo assim, foram utilizados pré-molares de caes extraidos e
mantidos em ambiente seco por 1 més aplds o isolamento e proliferacdo de
células do ligamento periodontal (PDL cells). As raizes dos dentes foram divididas
em dois grupos: revestidas com hidrogel de alginato contendo 1x10° PDL cells ou
entdo somente o hidrogel, e autotransplantadas para alvéolos artificiais criados na
mandibula. Os caes foram sacrificados 2 meses apdés o transplante. Para a
andlise histoldgica, segmentos da mandibula contendo a raiz autotransplantada
foram ressecadas e imersas em formalina a 10% por 3 dias. Os espécimes foram
descalcificados em solucdo de EDTA a 14% e embebida em parafina apos a
desidratacdo em sequéncia de &lcoois. As seccdes foram obtidas de cortes no
sentido perpendicular ao longo eixo das raizes e levadas ao microscopio optico
para verificar a formacdo de arquitetura periodontal. Os autores observaram a
formacdo do complexo raiz-ligamento-osso em todos 0s casos carreados com
células do ligamento periodontal. Notaram também que o tecido conjuntivo similar
ao tecido periodontal formado estava localizado entre o 0sso alveolar e as raizes
transplantadas, com fibras inseridas no novo cemento e no osso alveolar. No
grupo controle, ndo foi encontrado tecido periodontal e foi observado casos de
anquilose. Sendo assim, os autores concluiram que os resultados indicaram que
células do ligamento periodontal de cultura autéloga contribuiram com o
reestabelecimento da arquitetura periodontal dos dentes autotransplantados que é
desprovido de células periodontais viaveis.

Em 2011, Trevisan et al. avaliaram o processo reparador da superficie
radicular apos o reimplante tardio de dentes avulsionados. Para a pesquisa, 30
ratos foram sedados e anestesiados para a extracdo dos incisivos superiores
direitos. Os dentes foram segurados pela coroa, fixados em uma placa e mantidos

secos por 60 minutos. A superficie radicular foi gentilmente raspada com uma
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cureta para a remocgdo de remanescentes do ligamento periodontal e o conteudo
do canal radicular foi removido com lima Hedstréom 35 sob irrigacdo com solucéo
salina. Apés a remocdao do ligamento periodontal os dentes foram imersos em 20
mL de fluoreto de sddio fosfatado acidulado 2% por 10 minutos e secos. Os
dentes foram divididos em grupos de acordo com o material de preenchimento do
canal radicular: G1- pasta de hidroxido de calcio e soro, G2- pasta de hidroxido de
calcio, CMPC e uma gota de glicerina e G3- pasta de hidroxido de calcio e
clorexidina 2%. Os alvéolos foram lavados com solucao salina e os dentes foram
reimplantados. Seis dias apés, os ratos foram sacrificados, as pecas anatdmicas
foram removidas e fixadas em formalina 10% por 24 horas e descalcificadas em
uma solucdo de EDTA 4,13%. A seguir, os espécimes foram embebidos em
parafina e cortes foram obtidos para posterior coloracdo com hematoxilina e
eosina, para andlise histolégica (onde foram observadas as caracteristicas da
mucosa gengival, ligamento periodontal, osso alveolar, cemento, dentina,
presenca de reabsorcdo inflamatdria, reabsorcdo por substituicdo e anquilose).
Para a andlise histomorfométrica e medicdo da area afetada pelo processo de
reabsorcdo foram utilizadas imagens do terco médio das raizes. No estudo foram
observadas nas imagens histolégicas, a presenca de reabsorcdo inflamatoria,
reabsorcdo por substituicho e anquilose nos 3 grupos. Houve diferenca
estatisticamente significante entre o0 G3 e 0s demais grupos. O uso de hidroxido
de calcio associado a CMPC ou clorexidina ndo foi mais vantajoso quando
comparado com o hidréxido de célcio associado ao soro na prevencao ou controle
de reabsorc¢éao inflamatéria em reimplantes tardios em ratos.

Em um estudo recente de 2012, Padial-Molina et al. observaram a
regulacdo da periostina, proteina adaptativa altamente expressa por fibroblastos
do ligamento periodontal, durante o processo inflamatério. Devido a importancia
da periostina na manutencéo da integridade periodontal, o objetivo do estudo foi
avaliar a influéncia do processo inflamatoério crénico sobre os niveis teciduais de
periostina. Para a metodologia e desenvolvimento do estudo foram utilizados 30
ratos divididos em grupo controle (logo apos a inducéo da doenca periodontal por
ligadura), grupo de inducdo da doenca apds 2 semanas e grupo onde foi-se
esperado 4 semanas. A doenca periodontal induzida por ligadura foi desenvolvida

através de um procedimento cirdrgico. Para a andlise por Micro-CT Quantitativa,
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foram feitos blocos levados a bidpsia de cada periodo de tempo. As mandibulas
dos ratos foram fixadas e escaneadas e a seguir a perda alveolar 6ssea linear foi
determinada na area interproximal entre o primeiro e segundo molar segundo
alguns critérios. Foi feita também analise histolégica e imunofluorescente para
avaliacdo de neutrofilos polimorfonucleares e linfocitos-T, e niveis de periostina.
Pode-se observar que os niveis de periostina foram reduzidos ao longo do tempo
em reposta a acao inflamatéria. Simultaneamente, a perda 6ssea aumentou com
o passar do tempo. Portanto, os autores concluiram que os niveis de periostina no
ligamento periodontal diminuiram sob uma resposta inflamatéria crénica e
correlacionaram o fato com as mudancgas no periodonto ao longo do tempo.

Ainda com o objetivo de se estudar substancias que poderiam estimular a
viabilidade celular, Moazami et al. (2012) cultivaram fibroblastos de ligamento
periodontal humano provenientes de terceiros molares sadios. A cultura celular foi
feita em frascos contendo meio DMEM suplementado com soro fetal bovino e
solucdo antibiotica e antimicética até que houvesse um numero de células
suficiente para o subcultivo. O mesmo numero de células foi depositado em
placas de 24 pocos e as mesmas foram levadas para estufa para permitir que os
fibroblastos se aderissem ao fundo dos pocos. As solugcbes experimentais
colocadas em contato com os fibroblastos foram: G1- agua destilada como
controle, G2- meio DMEM suplementado com soro fetal bovino e antibiético como
grupo controle positivo, G3- HBSS (solucdo salina balanceada de Hank), G4-
férmula para bebés e G5- soymilk. As placas foram incubadas em estufa por 1, 2,
4 ou 8 horas. Ap6s esses periodos, as placas foram removidas da estufa, as
solucBes foram removidas dos pocos, as células foram coradas e levadas para o
hemocitometro para contagem, sob microscopia, das viaveis e das nao viaveis. O
pH também foi avaliado. Posteriormente a andlise estatistica, os autores
observaram que a férmula para bebés, o HBSS e o soymilk mantiveram a
viabilidade celular de forma parecida nos diferentes periodos de tempo. A agua
destilada (tap water) ndo conseguiu manter as células viaveis como as outras
solugcdes. Sendo assim, pode-se concluir que tanto o soymilk quanto a formula
para bebés podem ser recomendadas como meio de armazenamento para dentes

avulsionados por até 8 horas.
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No estudo de Manfrin et al. (2013), os autores avaliaram através de
imunohistoquimica a expressdo de OPG, RANK, e proteinas RANKL no processo
de cura e reparo de dentes de ratos avulsionados e reimplantados imediamente e
tardiamente. Para o estudo foram utilizados 56 ratos de laboratorio que foram
sedados e anestesiados para a extracdo ndo-traumatica do incisivo superior
direito. A seguir os animais foram divididos em 4 grupos (controle, reimplante
imediato, reimplante apds 60 minutos sem nenhum tratamento e reimplante apos
60 minutos com tratamento da superficie radicular e preenchimento do canal
radicular com hidréxido de calcio). Para o tratamento da superficie radicular, o
ligamento periodontal aderido foi removido mecanicamente e o dente foi imerso
em fluoreto de sédio acidulado a 2% por 20 minutos. Os alvéolos foram
gentilmente irrigados com solucao salina estéril e os dentes foram reimplantados.
Apébs essa etapa, os ratos foram sacrificados depois de 10 e 60 dias depois do
reimplante. Os dentes e os tecidos adjacentes foram removidos, fixados em
formalina a 10% por 24 horas e descalcificados em EDTA 4,13%. Foram feitos
cortes seriados de forma longitudinal, com 6 mm de espessura, que foram
embebidos em parafina e corados com hematoxilina e eosina para anélise
histoldgica das caracteristicas do ligamento periodontal, osso alveolar, cemento e
dentina, assim como da ocorréncia de reabsor¢cdo inflamatoria, reabsorcdo por
substituicdo e anquilose. Para andlise imunohistoquimica, procurou-se a
expressdo de OPG, RANK e RANKL durante o processo de cura apdés o
reimplante imediato e tardio. Através do estudo ao autores observaram que houve
a expressdo de OPG e proteinas de RANKL em todos os grupos nos dois
periodos de tempo com excecdo do grupo Il (apés 60 minutos e sem tratamento
da superficie radicular). A expressdo de RANK pode ser observada somente no
periodo de 10 dias. Sendo assim, pode-se concluir que quanto menor o tempo de
espera para o reimplante do dente avulsionado, melhor a acdo do sistema OPG-
RANK-RANKL no inicio do processo de cura dos tecidos ja que as células séo
estimuladas a produzir uma resposta ap6s o procedimento cirdrgico.

Com o objetivo de se analisar a qualidade da acédo do acido hialurénico
sobre variaveis clinicas, efeito antibacteriano e resposta local imune, Eick et al.
(2013) selecionaram 34 pacientes voluntarios com periodontite crénica e que

foram avaliados durante 1 més. No grupo teste (n = 17), apds a raspagem e
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aplainagem as bolsas periodontais receberam gel de acido hialurénico 0,8% (AH
0,8%) pelo periodontista e , a seguir, os pacientes foram orientados a aplicar gel
de acido hialurénico 0,2% (AH 0,2%) na margem gengival duas vezes ao dia por
14 dias. No grupo controle (n = 17) nao foi utilizado nenhum placebo, somente foi
realizado a raspagem e aplainamento das raizes. Além disso, a profundidade de
sondagem e o nivel clinico de inser¢do foram mensurados no inicio do tratamento
e apos 3 e 6 meses. A placa gengival e amostras do fluido do sulco foram levadas
a analise microbiolégica e bioguimica. A deteccdo quantitativa de bactérias
periodontopatogénicas foi realizada através de PCR em tempo real. Pode-se
observar que o nivel clinico de inser¢cdo e a profundidade de sondagem
diminuiram significantemente (p < 0,001) e as mudancas na profundidade de
sondagem, tal como o numero de bolsas periodontais foi significantemente maior
no grupo teste apds 3 e 6 meses. Na andlise microbiolégica, pode-se notar que
houve uma reducédo, apos 6 meses, nas contagens de Treponema denticola em
ambos os grupos enquanto que o Campylobacter rectus teve sua contagem
reduzida somente no grupo teste. Portanto, os autores puderam concluir que o
uso adjunto de &cido hialurdénico ao tratamento de raspagem e alisamento das
superficies auxilia na prevencdo da recolonizagdo por bactérias
periodontopatogénicas.

Outro estudo semelhante ao anterior avaliou histologicamente e
imunohistoquimicamente a cronologia do processo de cura ap0s o0 reimplante
imediato de dentes de rato. Para o estudo, Panzarini et al. (2013) selecionaram 36
ratos que foram sedados e anestesiados para a extracdo nao-traumatica do
incisivo superior direito de todos os animais. Os dentes foram mantidos em
solucéo salina estéril por 15 minutos e, a seguir, foi feita a assepsia do alvéolo.
Os dentes foram reimplantados e os ratos medicados. Ap6s os periodos de 3, 7,
15, 28 e 60 dias os ratos foram sacrificados e as pecas anatdbmicas contendo os
dentes foram removidas, fixadas em formalina, descalcificadas em EDTA 4,13% e
embebidas em parafina. Em seguida foram feitos cortes semiseriados
longitudinais que foram corados em hematoxilina e eosina para analise
histoldgica. Cortes adjacentes foram levados a analise imunohistoquimica para
determinar a expressao de OP, OPG, RANK, RANKL e TRAP durante o processo

de cura dos tecidos periodontais. A coloracao foi classificada de acordo com uma
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escala de intensidade. Os autores observaram na analise histoldgica a ruptura do
ligamento periodontal e formagdo de um berco de sangue, que comecou a ser
substituido por tecido conjuntivo apés 3 dias. Aos 7 dias, o epitélio da mucosa
gengival foi reinserido e pode-se observar areas de reabsorcéo radicular. Apés 15
dias, o ligamento periodontal estava reparado. Em 3 dias, a polpa nao
apresentava a camada odontoblastica, devido & substituicdo por tecido conjuntivo.
O tecido, em seguida, comecou a se calcificar, preenchendo o canal entre 28 e 60
dias, fechando o apice radicular. Na analise imunohistoquimica, houve grande
expressdo de OP, OPG e RANK nos periodos iniciais (0 e 3 dias), enquanto que a
expresséo de TRAP predominou em 28 e 60 dias. Portanto, pode-se concluir que
se o0 reimplante ocorrer tardiamente havera uma grande formacdo O6ssea nos
periodos iniciais do processo de reparacdo, enquanto que a reabsorcao 6ssea e a
remodelacdo ocorrem em periodos mais avancgados.

Recentemente, Pang et al. (2014) estudaram o efeito do EDTA na adesao
e diferenciacdo de células-tronco da polpa dentaria, jA que se acredita que o
EDTA induz a diferenciacdo dos odontoblastos pela liberacdo de fatores de
crescimento provenientes da matriz dentinaria. Para tal estudo, células-tronco de
terceiros molares humanos foram cultivadas em meio alfa modificado por Eagle
suplementado e utilizadas apés a 32 passagem. A expressdo do antigeno de
superficie de células-tronco mesenquimais foi analisada por citometria de fluxo.
Os espécimes dentinarios foram obtidos da dentina coronaria dos terceiros
molares usados na obtencdo das células-tronco. A seguir, os espécimes foram
tratados ou ndo com EDTA 17% por 1 minuto e as células foram plaqueadas
sobre eles e cultivadas por 3 dias. Apds esse periodo os espécimes foram
retirados, colocados em nova placa de 6 pocos, lavados e corados com tripano
azul para contagem celular através de um hematocitdmetro. A PCR Real Time foi
utilizada para analisar a expressédo de fibronectina, uma proteina chave da
adesdo. A microscopia eletrbnica de varredura foi utilizada pelos autores para
observar a adesé&o celular. E, além disso, foi analisada também a diferenciacao
celular pela PCR Real Time e a calcificagcdo da matriz extracelular pelo teste do
Alizarin Vermelho. Apés 3 dias os autores observaram que a densidade celular e
a expressao de fibronectina foi maior no grupo onde os espécimes foram tratados

com EDTA. Apdés 3 semanas as células-tronco no grupo tratado com EDTA
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mostraram maior expressao de sialofosfoproteina e proteina da matriz dentinaria
1 enquanto que as células cultivadas sem o contato com os espécimes tratados
com EDTA nao exibiram esses achados. Sendo assim, os autores concluiram que
a aplicacédo de EDTA induz a adeséo celular e a diferenciacdo de odontoblastos e

osteoblastos.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo verificar a viabilidade de
fibroblastos de ligamento periodontal plaqueados sobre discos radiculares (teste
XTT) submetidos a tratamento com EDTA 17%, acido hialurénico, colageno e
Emdogain®, a quantificacéo de citocinas IL-1R, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a pelo teste
ELISA e, em carater ilustrativo, observar em microscopia eletrénica de varredura

a adesao dos fibroblastos a superficie de discos radiculares.
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4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos — UNESP via Plataforma
Brasil, com numero de parecer 367.966.

Durante o estudo foram realizadas duas etapas de protocolos de
tratamento da superficie dos discos radiculares, a fim de se observar o melhor

resultado de adeséao e viabilidade dos fibroblastos do ligamento periodontal.

4.1 Preparo dos discos

Para o estudo foram utilizados 155 discos radiculares. Os dentes foram
obtidos de doacdo e mantidos em agua deionizada e em freezer até o0 momento
da utilizac&o. Os discos foram provenientes da raiz de dentes bovinos que tiveram
ou ndo as superficies radiculares externas raspadas com uma cureta periodontal
tipo Gracey para descontaminacdo da superficie radicular. A seguir os dentes
foram lavados e mantidos em agua deionizada a uma temperatura de -18 °C até o
momento da sua utilizac&o.

Para a obtencdo dos espécimes uma broca, adaptada a recortadora de
amostras circulares (Figura 1) foi utilizada para realizar o corte sob refrigeracéo
na face vestibular da superficie radicular dos dentes totalizando de dois a trés
discos por espécime. Cada disco possuia 2 mm espessura por 4,5 mm de

didmetro.
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Figura 1 — Adaptacao das raizes bovinas na recortadora de amostras circulares e obtengéo dos
discos de dentina e cemento.

Apbs o corte, os discos foram adaptados a dispositivos e regularizados
em lixadeira politriz (DP 10 — Panambra), com a superficie dentinaria voltada para
a lixa. Foram utilizadas lixas d’agua de carbeto de silicio de granulacdo crescente
(1200 e 2500) com a finalidade de se obter uma superficie lisa, polida e uniforme.
A sequir os discos foram limpos em cuba ultrasénica por 5 minutos (SoniClean 6 —
Sanders do Brasil LTDA, Minas Gerais, Brasil) e autoclavados.
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Durante a primeira etapa do projeto os espécimes foram tratados com

EDTA 17% (Biodinamica Quim. e Farm. LTDA. Parana, Brasil) e agitados ou nao

de acordo com o quadro abaixo:

Quadro 1 - Divisédo dos grupos experimentais

N Tratamento Sob Agitacéo
12 Sem tratamento (controle) N&o
12 Com EDTA 17% (3 min) Sim
12 Com EDTA 17% (3 min) N&ao
12 Com EDTA 17% (5 min) Sim
12 Com EDTA 17% (5 min) Nao

Nos espécimes que ndo receberam tratamento da superficie com EDTA

17%, foi utilizado somente o PBS como liquido de imersdo. Pode-se observar

também que em 2 grupos os discos foram agitados em agitadora de microplacas

sem aquecimento Agimaxx AG-4PS (Biogen, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil)

durante o contato com o EDTA 17%.

ApoOs o tratamento os discos foram lavados com 5 mL de PBS por 5

minutos que foram aspirados em seguida. A seguir os discos foram colocados em

placas de 96 pocos onde entraram em contato com as células para a realizacao

dos testes de viabilidade por ensaio de XTT celular e microscopia eletrénica de

varredura (Figura 2).
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Figura 2 — Posicionamento dos discos na placa de 96 pogos

4.1.2 Segunda etapa do estudo: tratamento dos discos com Endogaim®,
acido hialurénico e colageno

A segunda etapa do estudo consistiu no tratamento dos discos com
Endogaim® (Straumann Brasil LTDA., Sdo Paulo, Brasil), &cido hialuronico
(HyStem, Sigma-Aldrich Brasil LTDA., Sdo Paulo, Brasil) e colageno (Collagen
Human, Sigma-Aldrich Brasil LTDA., Sdo Paulo, Brasil). Ficou estabelecido que o
grupo que apresentou melhores resultados quanto ao teste XTT de viabilidade e
sobrevivéncia celular na etapa anterior iria servir como protocolo para a segunda
fase da pesquisa. Portanto, todos os grupos foram tratados com EDTA 17% por 5
minutos sem agitacdo. Os discos foram divididos em grupos de acordo com o
protocolo do quadro 2.

Quadro 2 - Divisao dos grupos experimentais

N Tratamento

10 Controle (EDTA 17%)
10 Endogaim

10 Acido Hialurénico

10 Coladgeno
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Os materiais foram aplicados sobre os discos com auxilio de microbrush.

O experimento foi realizado em triplicata para melhor reprodutibilidade e
confiabilidade dos resultados.

A sequir foi realizado o teste de XTT para verificar a viabilidade celular. A
microscopia eletronica de varredura que seria realizada com 2 discos a mais por
grupo ndo apresentou resultados na avaliacdo qualitativa da adesdo dos
fibroblastos sobre a superficie radicular. Para o ensaio de Elisa, para
quantificacdo das citocinas IL-1i3, 1L-6, 1L-8, 1L-10 e TNF-a, 5 discos a mais por

grupo receberam os tratamentos preconizados.

4.2 Cultivo das células

Foram utilizadas células de fibroblastos provenientes de cultura primaria
de ligamento periodontal (PDL Cells).

As células foram descongeladas e cultivadas em garrafas plasticas para
cultivo celular, em meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
GIBCO/Invitrogen) suplementado com soro fetal bovino 10% (Cultilab Ltda,
Campinas, Brasil), com 150 U/mL de penicilina, 150 yg/mL de estreptomicina e
0,125 ug/mL de anfotericina (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil).

Em seguida, as células foram semeadas em frascos de cultura celular
com filtro (Prolab, Sdo Paulo, Brasil) e apdés a subconfluéncia da camada de
células, estas foram destacadas com auxilio de solucdo de tripsina 0,25% diluida
em solucao salina de tampéo de fosfato (PBS) (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), a
fim de reduzir a toxicidade da tripsina. Em seguida, essas células foram

semeadas em novo frasco.
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4.3 Descongelamento

Todos os procedimentos foram realizados dentro da capela de fluxo
laminar (Grupo Veco, Campinas, Brasil). Em um frasco para cultura de célula com
filtro (garrafa 75 cm? — 270 mL), foram pipetados 10 mL de meio de cultura; esse
procedimento foi realizado com antecedéncia para que a tensdo superficial do
frasco e do meio fosse quebrada. No livro de registros do banco de células foram
selecionados o0 puxador e a caixa do tambor de nitrogénio (Thermo Fisher
Scientific Inc, EUA) que continham as células desejadas. Um tubo criogénico
(Prolab, Sao Paulo, Brasil) foi removido e levado imediatamente para o banho-
maria (Quimis, Aparelhos Cientificos, Brasil) até o descongelamento total do seu
conteddo. As células foram inseridas no frasco para cultura previamente
preparado e levadas ao microscépio de luz invertida (Quimis, Aparelhos
Cientificos, Brasil) para verificacdo da presenca de células. Os frascos
permaneceram em estufa com temperatura de 37 °C e tensdo de CO, 5%
(Thermo Fisher Scientific Inc, EUA).

4.4 Trocade meio

A cada 48 horas o meio de cultura foi trocado. As células foram removidas
da estufa e verificadas no microscépio. O meio de cultura foi aspirado e em
seguida as células foram lavadas com solucdo salina tamponada - PBS (Cultilab
Ltda, Campinas, Brasil) para remoc¢do de células mortas. Um novo meio de

cultura foi entdo adicionado ao frasco e as células novamente levadas a estufa.

4.5 Subcultura
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A subcultura foi realizada quando as células cresceram a ponto de ocupar
quase todo o frasco, ou seja, 80% de confluéncia. Desta forma, as células foram
passadas de um frasco para dois ou mais, de acordo com o0 seu crescimento.

O meio de cultura presente no frasco de cultivo foi retirado com auxilio de
um pipetador automético (High Tech Lab, Poland) e descartado em um tubo de
ensaio. As células foram lavadas com 6 mL de PBS e em seguida foram
adicionados 3 mL de tripsina (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), uma substancia
utilizada para destacar as células do fundo da garrafa. O conjunto foi levado a
estufa (Thermo Fisher Scientific Inc, United States) onde permaneceu por 5
minutos. Em seguida, foram aplicadas leves batidas no fundo do frasco apenas
para auxiliar a remocao celular.

Apos o periodo em estufa, 6 mL de meio de cultura foram adicionados
sobre a tripsina para a sua neutralizacdo. Todo este contetdo foi levado para um
tubo Falcon (TPP, Trasadingen, Suica) e centrifugado por 5 minutos a 500 rcf
para obtencdo do ‘pellet”. O sobrenadante foi aspirado e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de meio fresco. Apés a homogeneizacao, a suspensao
foi dividida em dois ou mais frascos de mesmo tamanho contendo 10 mL de meio
de cultura, preparados previamente. Os frascos foram levados novamente a
estufa, onde permaneceram até a troca de meio e/ou realizagdo de uma nova
subcultura. Esse procedimento foi realizado até que as células estivessem em
guantidade suficiente para realizacdo da contagem e do plaqueamento.

Foram utilizadas neste estudo células da quarta a décima passagem,
evitando-se desta forma a utilizacédo de células senescentes.

4.6 Contagem das células

A contagem de células foi realizada antes do plaqueamento a fim de que
a mesma quantidade de células fosse colocada em cada poco das placas. Foram
realizados os mesmos passos da subcultura até a obtengao do “pellet”; porém, as
células foram ressuspendidas em 10 mL de meio fresco. Desta suspenséo foram

retirados 10 pL que foram levados para a camara de Neubauer (Labor Optik
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GmbH, Germany). A camara foi levada ao microscopio de luz invertida para
realizacdo da contagem das células presentes nos quatro quadrilateros
periféricos.

Para obtencdo da quantidade de células por mL de meio de cultura, foi
utilizada a seguinte férmula: C x 10* = n° células/mL, onde C correspondeu a
média das células encontradas nos quadrilateros periféricos.

4.7 Plagueamento

Apos a verificacdo da quantidade de células necessarias para o estudo,
foi realizado o plagueamento em placas de 96 poc¢os. Cada disco foi colocado em
um poco da placa com a face dentinaria voltada para baixo e 200 L de meio com
células foram adicionados ao poc¢o de forma que todo o disco tivesse contato com
0 meio. A quantidade de células a ser utilizada foi definida em 8 mil células por

200 pL de meio utilizado (Figura 3).

Figura 3 — Plaqueamento de 8000 células por pogo sobre os discos tratados.
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4.8 Ensaio XTT

O teste XTT baseia-se na habilidade de enzimas mitocondriais da
atividade metabdlica de células ativas em reduzir moléculas de 2,3-bis(2-methoxy-
4-nitro-5-sulphophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) em sal solavel
formazan, de cor alaranjada detectavel por uma absorbancia de 480 nm (Scelza
et al., 2012).

Dez discos de cada grupo foram submetidos ao teste do XTT.

O teste XTT iniciou-se com o preparo dos reagentes como descritos no
quadro 3:

Quadro 3 - Protocolo utilizado para preparo dos reagentes

Reagente Preparo
XTT 1 mg/mL PBS
Menadiona 0,00069 g/mL de acetona

ApoOs o preparo dos reagentes foi preparada uma solugdo com XTT onde

foram utilizados 200 pL por poco. A solucdo seguiu a seguinte proporcao:

- 158 pL de PBS;
- 40 pL do reagente preparado XTT,;

- 2 uL do reagente preparado menadiona.

Os discos foram removidos da placa de 96 pocos, lavados em PBS e
transferidos para placas de 96 pocos, com 200 pL da solucdo de XTT em cada
poco. As placas foram levadas a estufa por 3 horas a 37° C envolvida em papel
aluminio devido a sensibilidade da solugcédo a luz. Apos este periodo os discos

foram retirados dos pocos e as placas foram levadas ao espectrofotometro (Asys
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Hitech GmbH, Austria) para leitura dos resultados em comprimento de onda de
490 nm.

Os outros 2 discos foram preparados para microscopia eletrbnica de
varredura em M.E.V de baixo vacuo (Scanning Micrscope — JSM — 840A jeol,

Toquio, Japao).

4.9 Preparo dos discos para M.E.V

Para a andlise em microscopio eletrdnico de varredura (MEV), as células
foram colocadas sobre os discos de dentina e cemento de 500 um de espessura,
ja tratados, e incubadas em meio de Eagle modificado por DMEM 2 dias. As
células foram fixadas em PBS contendo 2% (v/v) de glutaraldeido por 1 hora,
desidratadas em sequéncia de etanol (10%, 25%, 50%, 75%, 90%) por 20
minutos em cada concentracdo e depois em etanol 100% por 1 hora e deixadas
em estufa 37 °C por 24 horas para completa secagem. A seguir dois discos de
cada grupo foram metalizados e analisados em MEV. Para isso, as amostras
foram colocadas em uma Metalizadora Emitech SC7620 Sputter Coater,
recebendo camada de liga de Au-Pd em vacuo de 8 nm.

Apos, as amostras foram colocadas em stubs, fixados com fita carbono e
posicionadas na camara do Microscopio Eletrdnico de Varredura Inspect S50
(FEI) e submetidas a vacuo. Foi utilizado o detector de elétron secundario LFD
(Large Field Detector), bem como voltagem de 12.5 HV e Spot 5.

4.10 Quantificacdo de citocinas pelo teste de ELISA (ELISA - enzymelinked
immunosorbent assay)

Para a quantificagdo de citocinas, 25 discos foram tratados de acordo
com os materiais estudados e divididos em grupo controle (disco sem tratamento
somente no meio de cultura com ceélulas), grupo EDTA 17%, grupo acido

hialurénico, grupo colageno e grupo Endogaim. Foi adicionado também um grupo
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controle negativo contendo somente o meio de cultura com as células. Os discos
foram colocados em placas de 96 pocos contendo 200 pyL de meio de cultivo e
8000 células por poco e foi aguardado um periodo de 48 horas para o
crescimento das mesmas.

O ensaio de ELISA foi realizado em dois dias com o uso de kits
laboratoriais especificos (Human Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, EUA).
No primeiro dia, 5 placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100 uL de PBS e
anticorpo de captura para cada citocina estudada (IL-113, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a)
e para o levantamento da curva padrdo. As placas foram cobertas com filme
plastico e deixadas sobre a bancada até o dia seguinte.

No segundo dia de teste, os pocos foram lavados 3 vezes com 300 pL de
solucéo tampdao (tampéo de lavagem) sendo esta composta por 980 mL de agua
destilada e 20 mL de Wash Buffer. A seguir, as placas foram batidas em
guardanapo para completa secagem dos poc¢os. O proximo passo foi a colocacao
de 300 pL de solucéo de bloqueio (ou reagente diluente) na proporcédo de 100 mL
de PBS para 1 g de BSA. As placas ficaram em repouso por 1 hora. Enquanto
isso, as curvas padrdo de cada citocina foram preparadas (5 grupos com 5
amostras cada). Foram colocados 600 puL do reagente diluente nos primeiros
eppendorfs de cada padréo e 300 pL nos demais (7 eppendorfs em cada caso). O
anticorpo de captura foi colocado no 1° eppendorf de cada grupo, sendo que sua
guantidade foi calculada de acordo com o manual do fabricante. A diluicdo foi
realizada passando-se 300 pL do 1° eppendorf para o 2° e assim por diante.

Apés essa 1 hora de repouso, as placas foram novamente lavadas 3
vezes com 300 pL de solucdo de lavagem e secas em guardanapo. Para a
montagem das placas, foram colocados 100 yL do padrdo nas duas primeiras
colunas (duplicata) e 100 pL das amostras nos demais poc¢os (também em
duplicata). As amostras foram coletadas do sobrenadante dos pocos plaqueados
com células e discos tratados. Foi aguardado um periodo de duas horas com as
placas tampadas sobre a bancada.

Novamente, apds esse periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com
300 pL de solugéo de lavagem e secas. Foram acrescidos 100 pL do anticorpo de
deteccdo em cada poco (10 mL de PBS por placa e 55,56 yL do anticorpo de

detec¢do). Mais uma vez, foi aguardado um periodo de 2 horas. A proxima etapa
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consistiu na lavagem das placas 3 vezes com 300 pL de solucdo de lavagem,
secagem das placas e aplicagdo de 100 pL de streptavidina em cada poco (na
proporcdo de 85 pL de estreptavidina para 17 mL de PBS). As placas foram
cobertas com papel aluminio e esperou-se 20 minutos. A seguir, as placas foram
lavadas por 3 vezes com 300 pL de solucdo de lavagem, secas e foi acrescido
100 pL da solucdo A+B (em quantidades iguais) por poco. As placas foram
novamente envoltas por papel aluminio e esperou-se 20 minutos para a reagéo. O
material dos poc¢os néo foi removido e foram adicionados 50 pL de solucédo stop
(&cido sulfarico 2N) em cada poco para parar a reacao.

O desenvolvimento e a intensidade da cor foram quantificados levando-se
as placas para um espectrofotbmetro com comprimento de onda de 450 nm
(Figura 4).

= g
Ty PR S X

. 4

T

Figura 4 — Placas de 96 po¢os com curva padrdo e amostras sensibilizadas para quantificacdo de
citocinas (ensaio Elisa).
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4.11 Anélise estatistica

Os testes ANOVA e Tukey, assim como os testes de Kruskal-Wallis e
Dunn (a = 0,05) (Graph Pad Prism for Windows-2006) foram utilizados para as
andlises estatisticas de viabilidade celular e expresséo de citocinas.
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5 RESULTADOS

Um estudo prévio a este foi realizado utilizando discos de dentina com
cemento raspado e discos de dentina com o cemento integro. O Unico tratamento
que os discos com cemento receberam antes do ensaio de XTT foi a colocacao
dos mesmos em 5 mL de solucéo de hipoclorito de sodio 2,5% por 1 hora para
que o ligamento periodontal fosse dissolvido. Foram utilizados 30 discos
separados em trés grupos: sem cemento e sem aplicagdo de EDTA 17%, com
cemento e sem EDTA 17% e com cemento e com EDTA 17% (n = 10). Os discos
foram tratados com EDTA 17% por 5 minutos sem agitacdo e colocados em
placas de 96 pocos contendo 200 pL de meio de cultura e 8000 PDLF cells. Apds
48 horas, os discos foram transferidos para outra placa e 200 pL de solucdo de
XTT foram adicionados por poco para leitura em espectrofotdmetro a 490 nm para
verificacdo da viabilidade celular. Foi observado, através do teste ANOVA e
Tukey, que houve diferenca estatisticamente significante entre o0s grupos
contendo discos com cemento com 0 grupo sem cemento e sem EDTA 17%
(91,72 + 41,03). Portanto, os grupos com cemento sem EDTA 17% (194,1 *
49,69) e com cemento com EDTA 17% (193,1 = 52,29) apresentaram melhores
taxas de viabilidade celular demonstrando que a manutencédo do cemento poderia
ser um protocolo melhor de tratamento para dentes avulsionados (Figura 5).
Porém, o proposito deste estudo foi verificar a viabilidade celular simulando
dentes avulsionados reimplantados tardiamente, cujo protocolo j& vem sido

pesquisado por outros autores.
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Figura 5 — Gréfico de média e desvio-padrédo para os grupos do estudo piloto.
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5.1 Primeira etapa do estudo (aplicacéo de EDTA 17% variando-se o tempo
de aplicacéo e o fator agitacao)

As variaveis experimentais para a avaliacdo da viabilidade e

sobrevivéncia celular para a primeira etapa do estudo foram o tempo de contato

do EDTA 17% com os discos de dentina radicular (3 minutos e 5 minutos) e o

fator agitagdo ou ndo dos discos.

5.1.1 Estatistica descritiva para a 12 etapa do estudo

Na Tabela 1 se encontram os dados obtidos para a viabilidade celular

através do ensaio de XTT dos espécimes tratados com EDTA 17% a 3 e 5

minutos, agitados ou ndo, em porcentagem (%) e na Tabela 2, a estatistica

descritiva para 0S mesmos.
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Tabela 1 — Valores em porcentagem (%) para os dados obtidos de viabilidade
celular apés o tratamento dos discos na 12 etapa

Controle

N s/t Controle | 3COM | 3SEM | 5COM 5 SEM
1 197,77 88,55 105,08 | 128,69 122,79 109,80
2 199,62 63,75 93,27 97,99 120,43 106,26
3 264,62 83,83 93,27 115,70 106,26 193,62
4 83,56 88,55 67,30 | 135,77 97,99 97,99
5 211,69 101,53 | 100,35 | 94,45 96,81 107,44
6 197,77 88,55 102,72 | 103,90 158,21 139,32
7 184,77 99,17 73,20 95,63 101,53 170,01
8 183,84 110,98 74,38 152,30 106,26 127,51
9 253,48 89,73 85,01 93,27 96,81 142,86
10 163,41 185,36 81,46 81,46 96,81 167,65

Média | 194,05 100 87,6 110 110 136

DP 49,69 32,5 13,3 22,5 19,3 32,4

3 COM - 3 minutos com agitacdo em agitadora de microplacas;

3 SEM — 3 minutos sem

agitacao;

5 COM -5 minutos com agitacdo em agitadora de microplacas;

5 SEM — 5 minutos sem

agitacao;

s/t — discos com cemento e sem tratamento;
Controle — discos sem cemento e com EDTA 17%.

Tabela 2 - Estatistica descritiva para os dados obtidos na 12 etapa do estudo

Controle

s/t Controle| 3COM | 3SEM | 5COM | 5 SEM
N 10 10 10 10 10 10
Minimo 83,56 63,8 67,3 81,5 96,8 98,0
Mediana 197,8 89,1 89,1 101 104 133
Maximo 264,6 185 105 152 158 194
Média 1941 100 87,6 110 110 136
Desvio- 49,69
padrao 32,5 13,3 22,5 19,3 32,4
Coeficiente
de variacdo | 25,60% | 32,46% | 15,22% | 20,48% | 17,51% |23,77%




5.1.2 ANOVA e Teste de Tukey para a 12 etapa do estudo

Pela ANOVA (Tabela 3), observou-se que houve diferencas estatisticas
no que diz respeito aos dois fatores avaliados, com desempenho superior para a
auséncia de agitacdo e para o tratamento por 5 minutos. Adicionalmente,
observou-se que o0 somente 0 grupo com a associacdo dos dois fatores (5

minutos sem agitacdo), foi o Unico que se diferenciou estatisticamente do grupo

controle (Tabela 4 e Figura 6).

Tabela 3 — ANOVA (Andlise de Variancia)

ANOVA SS DF MS F(DFn, DFp) P
Tratamento 73361 5 14672 F (5,54)=15,6 P < 0,0001
entre

colunas

Residuos 50663 54 938

Total 124023 59

Tabela 4 — Teste de Tukey

Grupos Diferenca média | Significancia |p< .05
Controle vs. 3 COM 12,4 Nao 0,6207
Controle vs. 3 SEM -9,92 Nao 0,6207
Controle vs. 5 COM -10,4 N&o 0,6207
Controle vs. 5 SEM -36,2 Sim 0,0094
Controle vs. Controle s/t -94.1 Sim <0,0001
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Figura 6 — Grafico de viabilidade celular X tratamentos de superficie ilustrando a diferenca
estatistica entre o grupo 5 SEM com 0s demais grupos.

5.1.3 Microscopia eletronica de varredura (M.E.V.)

Quanto a microscopia de varredura, os dados apresentados seriam de
forma qualitativa, uma vez que nédo foi possivel estabelecer diferencas visuais
entre os grupos. Desta forma, pode-se observar na Figura 7 que as células
mantiveram as caracteristicas fusiformes e com prolongamentos se aderindo a
superficie radicular tratada, de forma que pode-se afirmar que nenhum dos

tratamentos provocou indicios de citotoxicidade absoluta.
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Figura 7 — Imagem em Microscopia Eletrénica de Varredura dos fibroblastos de ligamento
periodontal. A) Cemento radicular apds aplicacdo de EDTA 17% por 3 minutos com agitacao
(1000x); B) Disco do grupo controle (1051x); C) Disco do grupo controle com adesdo de
fibroblastos sobre a superficie (1051x); D) Disco tratado com EDTA 17% com adesdo de
fibroblastos (2000x).

5.2 Estatistica descritiva para a 22 etapa do estudo

Na Tabela 5 se encontram os dados obtidos para a viabilidade celular
através do ensaio de XTT dos espécimes tratados com EDTA 17% a 5 minutos
sem agitacdo (controle), Endogaim® colageno e A&cido hialurénico, em
porcentagem (%). J4 na Tabela 6 podemos observar a estatistica descritiva para

os dados obtidos.
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Tabela 5 — Valores em porcentagem (%) para os dados obtidos de viabilidade
celular apés o tratamento dos discos na 22 etapa

Controle Acido

N (EDTA 17%) | Emdogain® Colageno hialurénico
1 90,75 129,34 206,78 264,53
2 96,07 82,23 129,34 217,16
3 106,18 101,92 184,16 256,28
4 106,98 99,53 139,09 163,21
5 72,19 74,42 157,57 147,3
6 94,61 105,04 106,41 138,92
7 94,61 104,53 158,28 125,56
8 101,58 95,76 108,6 103,12
9 114,08 85,82 78,45 85,99
10 116,14 86,33 87,36 85,13
Média 99,32 96,49 135,6 158,7
DP 12,81 15,5 41,7 66,31

Tabela 6 — Estatistica descritiva para os dados obtidos na 22 etapa do estudo

Controle

(EDTA 17%) | Emdogain®| Colageno | Acido Hial
N 10 10 10 10
Minimo 72,19 74,42 78,45 85,13
Mediana 98,83 97,65 134,2 143,1
Maximo 116,1 129,3 206,8 264,5
Média 99,32 96,49 135,6 158,7
Desvio-padréo 12,81 15,5 41,7 66,31
Coeficiente de
variacao 12,89% 16,07% 30,75% 41,78%
Soma 993,2 964,9 1356 1587

5.2.1 Kruskal-Wallis e Teste de Dunn

Quando os dados obtidos foram tratados com o teste ANOVA, um teste

paramétrico pode-se observar diferenca estatisticamente significante entre os

desvios-padrdes de cada grupo (p < 0,05). Sendo assim, foi aplicado o teste ndo
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paramétrico de Kruskal-Wallis para analise entre os grupos (p = 0.0141). Foi
observado que néo houve diferenca entre os diferentes tipos de tratamentos com
o grupo controle (EDTA 17% por 5 minutos sem agitacdo), porém houve diferenca
entre o grupo Emdogain® e o &cido hialurénico que mostrou melhor
compatibilidade com os fibroblastos do ligamento periodontal (Tabela 7 e Figura
8).

Tabela 7 — Teste de Dunn

Grupos Diferenca média | SignificAncia |p <.05
controle vs. Emdogain 2,65 N&o > 0,9999
controle vs. Colageno -9,85 N&o 0,3576
controle vs. Acido Hial -11,2 Nao 0,1932
Endogaim vs. Colageno -12,5 Nao 0,101
Endogaim vs. Acido Hial -13,85 Sim 0,0485
Colageno vs. Acido Hial -1,35 N&o > 0,9999
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Figura 8 — Grafico de viabilidade celular X tratamentos de superficie para a 22 etapa do estudo.
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5.3 ELISA

O teste de Elisa foi realizado para avaliar a expressao das
citocinas IL-1R, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a pelos fibroblastos do ligamento
periodontal frente as substancias testadas (EDTA 17%, Emdogain, colageno e
acido hialurénico). Podem-se observar nas figuras 9, 10 e 11 as curvas padrdo
para cada citocina e sua expressdo. Nas figuras 12 e 13 observamos somente 0s
graficos das curvas padrdo para a IL-10 e TNF-a jA que ndo houve expressao

destas citocinas no teste de ELISA.
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Figura 9 — Gréficos de curva padrdo e média para interleucina 113 em PDLF cells.
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Figura 10 — Graficos de curva padrao e média para interleucina 6 em PDLF cells.
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Figura 11 — Gréficos de curva padrdo e média para interleucina 8 em PDLF cells.
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Figura 12 — Gréficos de curva padrdo para a interleucina 10 em PDLF cells.
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Figura 13 — Graficos de curva padrao para fator de necrose tumoral — a em PDLF cells.

5.3.1 ANOVA e Tukey

Aplicando-se o teste ANOVA e Tukey para cada citocina isoladamente,
fez-se uma comparacdo entre 0os grupos e pode-se observar que somente a

interleucina-6 e a interleucina-8 apresentaram diferencas estatisticamente
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significantes. Dentro da IL-6, o grupo EDTA 17% (0.9580 + 0.185) diferiu do grupo
controle positivo (0.2150 + 0.028) e do grupo tratado com acido hialurénico

(0.1850 + 0.353) (p < .05), ou seja, o tratamento com EDTA 17% expressou

maiores niveis de IL-6 quando comparado com os demais (Figura 14).
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Figura 14 — Grafico de média e desvio-padrdo para a IL-6 (ANOVA)

A IL-8 apresentou diferencas estatisticamente significantes entre o grupo
EDTA 17% e o grupo tratado com colageno, o controle positivo e o controle

negativo, e entre o Emdogain e os demais grupos com excec¢ao do grupo tratado
com EDTA 17% (Figura 15).
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Figura 15 — Grafico de média e desvio-padrdo para a IL-8 (ANOVA).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizada a microscopia eletrénica de varredura
(MEV) para verificar a presenca ou nao de fibroblastos do ligamento periodontal
sobre os discos de dentina e cemento ap0s o tratamento com as substancias
preconizadas, assim como Hakki et al. (2010) que utilizou as imagens do MEV de
forma qualitativa para avaliar a morfologia e adesdo celular em superficies
radiculares. Da mesma forma, Oliveira et al. (2012) e Bolortuya et al. (2012)
utilizaram imagens de MEV para visualizagdo da adesdo de componentes
sanguineos e adesdo de fibroblastos apds a irradiacdo com laser sobre a
superficie radicular. Yang et al., em 2012, empregaram o uso da microscopia para
analisar a diferenciagdo e proliferagdo celular em scaffolds. Sendo assim,
podemos observar que ha na literatura varios estudos que mostram a eficicia da
microscopia eletrénica de varredura para visualizacdo celular sobre estruturas
dentérias.

Para o teste de viabilidade dos fibroblastos do ligamento periodontal,
adotamos o teste de XTT que é um ensaio de citotoxicidade que se baseia na
habilidade de enzimas mitocondriais da atividade metabdlica de células ativas em
reduzir moléculas de 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide em sal solivel formazan de cor alaranjada (Scelza et al., 2012).

As formazanas sdo excessivamente insollveis em &agua, portanto, foi
desenvolvido o corante derivado de MTT, o XTT, que produz formazanas mais
intensamente coloridas e sollveis em Aagua, facilitando assim a leitura no
espectrofotometro (Barltrop, Owen, 1991). O uso de XTT simplifica muito o
processo de medicdo da proliferacdo, e €, portanto, uma excelente solucao para a
quantificacdo e viabilidade celular sem usar isétopos radioativos.

Por fim, o ensaio de ELISA, um teste imunoenzimético que se baseia na
interacdo antigeno-anticorpo para detec¢do de anticorpos especificos, foi utilizado
neste estudo com o objetivo de se detectar a presenca ou ndo de algumas
citocinas pré e anti-inflamatorias expressas pelos fibroblastos ap6s o contato com
determinadas substancias. Diomede et al., em 2014, utilizaram o teste de ELISA

para detectar citocinas proinflamatérias apos a exposicéo de células a um cimento
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a base de metacrilato, assim como Shibata et al., também em 2014, utilizou do
mesmo ensaio para verificar a presenca das citocinas em fibroblastos do

ligamento periodontal humano.

6.1 Estimulacéo bioldgica e adeséo celular

O ligamento periodontal suporta estruturalmente o dente e é composto
por um tecido conjuntivo ndo mineralizado entre o osso alveolar e o cemento,
desempenhando um papel importante ha manutencédo e renovacao dos tecidos
periodontais (Wu et al., 2015).

Nos ultimos anos as pesquisas tém sido dirigidas em busca de um
tratamento eficaz para a superficie radicular de dentes que sofreram avulsédo
traumatica e que foram reimplantados tardiamente, na esperanca de que o0s
danos causados as estruturas de suporte, ou seja, ao ligamento periodontal,
sejam minimos ou nulos. A engenharia de tecido dentario requer trés elementos
basicos: uma fonte de células adequada, uma estrutura de suporte biodegradavel
para servir como uma matriz extracelular temporaria (ECM) e sinais de
funcionamento 6timos para a célula (Yang et al., 2011).

O reimplante de um dente avulsionado vai permitir a manutencdo da
espessura e altura do osso alveolar, mesmo que a anquilose e a reabsorcéo por
substituicdo ocorram (Poi et al., 2007). As substancias empregadas com fins
terapéuticos sobre a superficie radicular devem possuir caracteristicas
bactericidas/bacteriostaticas, além da capacidade de promover a sobrevivéncia e
a proliferacdo celular (Trevino et al., 2011). Entretanto, devido a complexidade
dos tecidos envolvidos, o reparo e cura da area afetada ndo sdo ainda um
processo de absoluto sucesso (Panzarini et al., 2013).

As células do ligamento periodontal humano (PDLF cells) sdo conhecidas
por regular a homeostase e formar proteinas estruturais de colageno, além de
possuirem funcdes regulatorias na imunidade inata. S&8o capazes tambéem de
regular a génese de osteoclastos, expressar proteinas da matriz 6ssea e formar

agregados mineralizados in vitro (Liu et al., 2015). De acordo com Lindskog et al.
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(1983), como os fibroblastos ndo sao capazes de aderir a superficie dentinéria, a
formacdo de cemento acelular é de suma importancia para a reorganizacdo do
ligamento periodontal funcional. No presente estudo foi utilizada uma cureta
Gracey #15 para a gentil raspagem da raiz com o0 objetivo de remover 0s
remanescentes do ligamento periodontal necrético, visando sempre a simulacao
de avulsdo com reimplante tardio. No estudo de Gulinelli et al. (2008), os autores
realizaram a raspagem das superficies com uma lamina de bisturi como parte do
tratamento da superficie. Os autores alegam que esta técnica é facil de realizar e
preserva a camada de cemento, o que foi considerado uma barreira importante
para a o controle da reabsorcdo externa (Lindskog, Hammarstrém, 1980). Por
outro lado, a necrose do ligamento periodontal leva a perda de estruturas
importantes, tais como o0s restos epiteliais de Malassez, cementoblastos e pré-
cemento, que parecem ter um papel importante na preservacdo do espaco
periodontal (Gulinelli et al., 2008). Hakki et al. (2010) também realizaram a
raspagem da superficie radicular pois os autores constataram que as pesquisas
com descontaminacdo e modificacdo da raiz dentaria melhoram a resposta das
terapias periodontais favorecendo a ades@o de células criticas a formagéo de
tecido periodontal. Além disso, sabe-se que a superficie radicular com doenca
periodontal inibe a adesao de fibroblastos do ligamento (Schwarz et al., 2009).
Um fato contraditério a essas ultimas afirmacfes sdo os resultados obtidos no
estudo piloto que mostram melhores taxas de viabilidade celular quando as
células sdo semeadas sobre discos de dentina e cemento ndo raspado. O
editorial de Andersson et al. (2012) mostra uma técnica para reimplante tardio que
consiste na remocdo do tecido mole ndo viavel de forma cuidadosa,
exemplificando com o uso de gaze. O gque pode justificar os melhores resultados
no estudo piloto é a capacidade do fibroblasto em se diferenciar em
cementoblasto ou odontoblasto, portanto, quando utilizamos curetas para raspar o
tecido necrotico, objetivamos a remocao do tecido necrosado e néo viavel, porém
alteramos a estrutura da raiz. O estudo teve seguimento com a proposta inicial,
pois a intencdo era verificar novas possibilidades para o tratamento de dentes
avulsionados e reimplantados tardiamente.

O objetivo do presente estudo, na sua primeira etapa, foi avaliar o

crescimento celular, por meio do teste de XTT, do EDTA 17%, sob agitacdo ou
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nao, em contato com discos de dentina radicular sobre fibroblastos do ligamento
periodontal (PDLF) e a caracteristica da adesdo dos mesmos por meio de
microscopia eletrénica de varredura. Ressalta-se que a literatura é rica em
exemplos de substancias testadas, como vitamina C, fluoreto de sédio, extrato de
propolis e mesmo misturas de hidroxido de calcio (Panzarini et al., 2005; Poi et
al., 2007; Gulinelli et al., 2008; Trevisan et al., 2011) e, em nosso estudo, optamos
pelo EDTA por este ser um quelante efetivo com proeminente acéo lubrificante e
largamente utilizado na terapia endodontica (Calt, Serper, 2002).

Pode-se observar, por microscopia eletrbnica de varredura (MEV), a
adesdo das células PDLF sobre a superficie cementaria sem que houvesse
diferenca entre os grupos. Sendo assim, o presente estudo observou a morfologia
das células e ilustrou, qualitativamente, a adesdo das mesmas sobre os discos
(Figura 7). No estudo de Prasad et al. (2012), pode-se observar também por MEV,
a capacidade do EDTA 17% em eliminar a smear layer de raizes previamente
expostas a doenca periodontal e em abrir os tdbulos dentinarios. Em
concordancia com o0 nosso estudo, os autores afirmaram que 0s agentes
desmineralizantes podem ser usados nas superficies radiculares na tentativa de
se restabelecer a biocompatibilidade das raizes atuando como agentes
condicionadores.

Através do teste de XTT, que objetiva avaliar a atividade metabdlica das
células, pode-se observar que no grupo onde os discos estiveram em contato com
o EDTA 17% por 5 minutos sem agitacdo, a viabilidade celular foi maior
diferenciando-se do grupo controle. Ressalta-se que essa tendéncia foi observada
também na analise de variancia, onde os fatores tempo e agitacéo influenciaram
nessa diferenca estatistica. Uma hipdtese € que tanto o aumento do tempo de
aplicagao quanto o “descanso” da superficie radicular em solugdo de EDTA,
permitiiam um contato mais efetivo entre a superficie, melhorando a acao
quelante, e consequentemente a adesédo e proliferagdo celular do ligamento
periodontal.

Por meio de analise imunohistoquimica, Trevino et al. (2011), avaliando a
citotoxicidade de substancias irrigadoras sob cultura de células da papila apical,
observaram que o EDTA 17% apresentou os melhores resultados de viabilidade

celular quando comparado aos demais grupos. Huang et al. (2012), estudando a
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propriedade de molhabilidade de substancias irrigadoras, constataram que 0 uso
de EDTA 17% por 1 minuto n&o foi o suficiente para produzir tal efeito na
superficie dentinaria, e é essa propriedade que promove a sobrevivéncia das
células e a sua adesédo as estruturas (Wang et al., 2009; Ke et al., 2010). Além
disso, a acdo quelante do EDTA é capaz de liberar fatores de crescimento
derivados da dentina capazes de induzir a proliferacdo, a sobrevivéncia e a
diferenciacdo celular (Roberts-Clark, Smith, 2000; Pang et al. 2014). Sendo
assim, podia-se esperar que 0 maior tempo de aplicacdo do EDTA 17% sob a
superficie cementéria produzisse melhores resultados.

As demais substancias utilizadas no nosso estudo foram empregadas
com o intuito de tratar a superficie radicular apés a raspagem do cemento, que
simulou uma condicdo de necrose e contaminacdo apOs exposicdo em meio
extra-alveolar por tempo maior que 60 minutos. Ja no ano de 1981, Andreasen
afirmou que a combinacédo de infeccdo bacteriana dentro do canal radicular e
lesdo cementéaria na superficie radicular externa resultam, na maioria dos casos,
em reabsorcdo inflamatoria externa, o que leva ao insucesso no reimplante
dentario.

Dentro deste contexto utilizamos o Emdogain® na superficie radicular por
se tratar de um gel terapéutico que consiste em matriz derivada do esmalte e
amelogeninas de uma familia de proteinas hidrofobicas, em veiculo de alginato
propilenoglicol que é bastante utilizado em cirurgias periodontais por atingir a
regeneracao bioldgica da adesdo do dente pela promocdo da migracao,
proliferacéo e diferenciacéo de fibroblastos do ligamento periodontal para cobrir a
superficie radicular exposta (Mellonig, 1999; Pontoriero et al., 1999; Poi et al.
2007). O Emdogain® tem sido amplamente utilizado para mimetizar a
cementogénese, restaurando completamente a fungéo do ligamento periodontal,
cemento e 0sso alveolar em pacientes com periodontite severa (Lyngstadaas et
al.,, 2001). Sua constituicdo permite que se forme uma matriz extracelular
insolivel com grande afinidade por hidroxiapatita e colageno e com grande
potencial para suportar interagbes com células em tecidos adjacentes
(Lyngstadaas et al., 2001; Fincham et al., 1994; Gestrelius et al., 1997).
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J& o &cido hialurdnico é um glicosaminoglicano néo sulfatado e linear,
consistindo em unidades repetidas de (B,1-4) &cido glucurdnico-(B,1-3)-N-acetil
glucosamina (Takeda et al., 2011) e € um componente principal da matriz
extracelular (Jiang et al., 2011). Em um estudo de Takeda et al. (2011)
observaram que scaffolds de &cido hialurénico empregados em dentes de
cachorros, foram promotores da adesdo e proliferacdo de fibroblastos do
ligamento periodontal. O &cido hialurénico (AH) pode ser empregado em scaffold
devido a sua acao na funcionalidade da matriz extracelular. Produzido também
pelos fibroblastos, o AH contribui significativamente na hidrodindmica tecidual, na
migracao celular e na sua proliferacéo (Bansal et al., 2010).

Foi observado em nosso estudo que o acido hialurbnico promoveu
melhores resultados no teste de citotoxicidade sendo, portanto, mais
biocompativel com os fibroblastos do ligamento periodontal que as demais
substancias empregadas na pesquisa. Estatisticamente, o &cido hialurénico diferiu
do grupo Emdogain®, como visto na figura 8. Além disso, Woodard et al. (2007) e
Zand et al. (2010) afirmam que o espalhamento apropriado dos cristais de
hidroxiapatita melhoram a fixagao inicial das células sobre um substrato.

Por outro lado, o colageno apresentou bons resultados de viabilidade de
fibroblastos do ligamento periodontal, porém, se comparado aos demais grupos,
nao apresentou diferenca estatisticamente significante e nem se mostrou o melhor
material. O coldgeno tem acdo benéfica esperada sobre tecidos duros devido a
seu alto grau de grupos funcionais biol6gicos e tem potencial para ser usado em
scaffolds (Kujipers et al., 2000). Além disso, foi um material de escolha no nosso
estudo por ser principal constituinte da matriz extracelular e, sob o colageno, era
esperado que os fibroblastos do ligamento periodontal humano apresentasse
morfologia fusiforme, funcionalidade e distribuigcdo tal como o estudo de Alves et
al. (2015). Rungsiyanont et al. (2012) observaram em seu estudo que a utilizagao
de um arcabouco de colageno e hidroxiapatita associada ao colageno atraiu e foi
capaz de fixar fibroblastos de ligamento periodontal humano ao scaffold sem
causar danos toxicos as mesmas. Em outro estudo realizado no mesmo ano,
Yang et al. observaram que o colageno/quitosana e outras moléculas foram

capazes de prover um ambiente propicio ao crescimento das células do ligamento
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periodontal, mostrando-se um material com alto potencial de uso na regeneragao
tecidual.

Diante dos resultados obtidos, tanto no estudo piloto quanto no estudo
experimental, confirmamos a hipotese de que as substancias testadas
aumentariam a viabilidade celular dos fibroblastos do ligamento periodontal.
Entende-se também que é necessario realizar novos estudos variando-se 0s
meios de descontaminacdo do cemento sem que 0 mesmo seja raspado e outras

substéancias, aplicando-se novos testes.

6.2 Influéncia dos tratamentos fisico-quimicos na expressdao de citocinas

Segundo Preshaw e Taylor (2011), citocinas sédo proteinas solUveis que
se ligam as células-alvo através de receptores especificos, iniciando uma cascata
de sinalizacdo intra-celulares resultando em mudancas no fendétipo celular. Sao
proteinas eficazes em baixas concentracdes e produzidas de forma transitoria
atuando, primeiramente, nos tecidos onde sdo produzidas.

As citocinas inflamatdrias, como o TNF-a (fator de necrose tumoral- a) IL-
6 e IL-8 participam de uma importante funcdo na modulacdo dos sistemas
inflamatérios. S&o produzidas ndo somente pelas células imunes (linfécitos,
mondcitos e macréfagos), mas também por células epiteliais, endoteliais e
fibroblatos (Wu et al., 2015).

A interleucina 8 é conhecida como uma citocina pré-inflamatéria que
participa da defesa do hospedeiro, bem como em varios graus de danos ao
tecido, através do seu envolvimento no recrutamento de neutréfilos, adeséo
celular, angiogénese e crescimento tumoral. E produzida principalmente por
queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e macréfagos em resposta as
bactérias periodontais e componentes bacterianos e, como atua direcionando
neutrofilos polimorfonucleares para o local da infeccdo, o recrutamento destas
células resulta na producdo de mais citocinas, contribuindo para a progressao da
doenca (Sahingur, Yeudall, 2015).
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Jéa a interleucina 6 é considerada uma citocina pro-inflamatoria em injaria
aguda. Participa também da reabsorcdo Ossea e do estabelecimento de
inflamacéo croénica em doencas periodontais, tem implicagdo no controle da
permeabilidade vascular e na producéo de colageno, resultando no recrutamento
de células inflamatorias.

No estudo de Wu et al. (2015), os autores observaram que houve um
aumento na expressao de IL-6 e IL-8 em hPDLF (células do ligamento periodontal
humano) frente a estimulos de LPS, e que outras citocinas ndo foram igualmente
susceptiveis a este estimulo. Nosso estudo mostrou resultados coerentes com o
estudo de Wu et al. (2015) mostrando diferencas estatisticamente significantes na
expressao de IL-6 e IL-8 quando os fibroblastos foram semeados sobre os discos
de dentina tratados com as substancias propostas. Os autores afirmam que niveis
elevados de IL-6 e IL-8 em resposta a um estimulo patogénico representam uma
situacdo de dano tecidual ou stress e contribuem para a resposta imune de
fibroblastos. Quando comparada a expressdo das citocinas entre 0S grupos,
podemos observar que, apesar dos melhores resultados em termos de viabilidade
e proliferacdo celular, o EDTA 17% causou maior resposta inflamatdria com a
producdo de IL-6, onde diferiu estatisticamente dos grupos controle positivo e
negativo, e com a expressao de IL-8 onde diferiu dos grupos colageno, controle
positivo e negativo. Observando-se somente a expressao da IL-8 podemos
também concluir que o Emdogain® teve comportamento bem semelhante ao
EDTA 17%.

Em nosso estudo a interleucina 1-f apresentou resultados de expresséo
através do teste de ELISA, porém nédo diferiu estatisticamente das demais
citocinas. A IL-18 é uma citocina com efeitos biol6gicos confirmados como a
reabsorcdo 6ssea, febre e inducdo de sintese de prostaglandinas (Preshaw,
Taylor, 2011). Assim como a IL-8, a IL-18 € um mediador pré-inflamatorio que
exacerba a resposta inflamatéria e promove a progressao para estagios mais
avancados da doenca, assim como causa a perda da rede de fibra de colageno
em torno do infiltrado inflamatério devido a ativacdo do sistema imune local,
sendo que a sua importancia na destruicdo das articulacdes parece resultar da
sua capacidade de suprimir a sintese de colageno tipo Il e promover a sintese de

colagénio de tipo | caracteristico de fibroblastos (Lin et al., 2015; Sahingur,
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Yeudall, 2015). Além disso, essa citocina medeia uma variedade de processos de
defesa do hospedeiro, tais como a inflamacao e resposta celular contra uma lesao
(Lin et al., 2015). Na presenca da IL-113, as células do ligamento periodontal sdo
capazes de mudar suas caracteristicas fenotipicas de forma transitoria e passam
a mediar processos catabdlicos como a reabsor¢do éssea (Kanzaki et al., 2002).

A interleucina 10 e o TNF-a ndo mostraram niveis de expressao no
presente estudo. A IL-10 € um polipeptideo néo glicosilado, com caracteristicas
anti-inflamatorias, sintetizado principalmente em células imunolégicas e tecidos
neuro-endécrino e neural (Oliveira et al., 2011). A sua expressao atuante
principalmente nestes tipos celulares podem justificar a sua auséncia no ensaio
de ELISA. Se tivesse apresentado expressido no nosso estudo, provavelmente
teria suprimido o aparecimento da IL-1 e IL-6 e ativado o aparecimento de outras
citocinas anti-inflamatorias (Oliveira et al., 2011; Baek et al., 2013). O TNF-q, ou
caquetina, também possui efeitos pleiotrépicos incluindo a ativacdo de leucdcitos
inflamatorios, modificacdo da permeabilidade vascular e inducdo da reabsorcéo
6ssea, além de estar presente em inflamacdes cronicas (Marinho et al., 2015). E
uma citocina pro-inflamatéria produzida principalmente por mondcitos,
macréfagos e linfécitos-T e pode estimular a producéo de fibroblastos (Oliveira et
al., 2011). Devido a sua capacidade de modificar eventos hemodinamicos e de
causar reabsorcdo Ossea, esperdvamos que essa citocina fosse expressa no
estudo, porém a sua auséncia pode ser explicada pela sua relacdo com outros
tipos celulares que n&o o fibroblasto (Marinho et al., 2015).

Sendo assim, concordamos com Graves et al. (2008) e Oliveira et al.
(2011), quando os autores dizem que, dadas as consequéncias profundas da
liberacdo de citocinas de forma descontrolada, a regulamentacdo destas
moléculas biologicamente ativas se faz essencial para o funcionamento das
respostas imune e inflamatéria, uma vez que a producdo exagerada de citocinas
pré-inflamatérias a partir da lesdo pode manifestar-se sistematicamente com

instabilidade hemodinamica ou distdrbios metabdlicos.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

a) aacdo do EDTA 17% por 5 minutos, sem agitagdo, é mais efetiva na
adesado de fibroblastos do ligamento periodontal sob a superficie
cementaria, além de produzir menores efeitos citotoxicos sobre as
mesmas;

b) dentre as substancias empregadas, o acido hialurénico apresentou
melhores resultados frente ao teste de citotoxicidade, se mostrando
mais biocompativel com os fibroblastos do ligamento periodontal;

C) quanto a resposta inflamatéria, pode-se observar que houve a
expressao da IL-1pB, IL-6 e IL-8, citocinas pré-inflamatérias.
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APENDICE A - Citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias

Quadro 4 — Citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias.

Citocina | Agcédo Producéo Celular Atividade

IL-18 Pro-inflamatéria | Macréfagos, Inflamagéo  sistémica,
mondcitos, ativacdo da COX-2 e
fibroblastos e células | PGE; (febre). Mantem a
endoteliais dor pos-operatéria

IL-6 Pro-inflamatéria | Macréfagos, Causa febre, induz e
monacitos, controla a sintese e
eosinofilos, liberacdo de proteinas
hepatécitos e daglia | da fase aguda pelos

hepatécitos e promove
a maturagdo e ativacao
de neutrofilos,
macrofagos e linfocitos-
.

IL-8 Pré-inflamatéria | Macrofagos,  células | Quimiotaxia para
epiteliais e células | neutréfilos, promotor da
endoteliais, angiogénese,
fibroblastos,
gueratindcitos,
melandcitos,
hepatdcitos e
condrécitos

IL-10 Anti-inflamatéria | Células imunoldgicas | Inibe citocinas  pré-
e tecidos neuro- | inflamatodrias e estimula
enddcrino e neural a producdo endodgena

de citocinas anti-
inflamatérias. Também
possui efeito supressivo

TNF-a Pré-inflamatéria | Mondcitos, Hiperalgesia
macrofagos, inflamatoria e
linfécitos-T, neurdnios | neuropética, estimula a
e células da glia proliferacéo de

linfocitos-T, fibroblastos
e células matadoras
naturais

(Kraychete et al., 2006; Kumar et al., 2010; Oliveira et al., 2011).
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