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Franca M. Influéncia do ressecamento da superficie radicular, do tratamento com
EDTA e acido Hialurénico na viabilidade e expressao de citocinas inflamatorias de
fibroblastos do ligamento periodontal. [tese]. S&o José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

O momento ideal para o reimplante de um dente avulsionado é imediatamente apds a
avulsao, no entanto, isso nem sempre é possivel. Uma série de fatores influenciam na
viabilidade das células do ligamento periodontal (PDL) contribuindo para acelerar ou
minimizar a ocorréncia da reabsorcado radicular ou anquilose, consequéncias mais
frequentes dos reimplantes. Um destes fatores € o periodo extra-oral e o tratamento
da superficie radicular. O EDTA (&cido etilenodiamino tetracético) a 17% e o acido
hialurbnico (AH) sdo utilizados para tratar a superficie radicular, visando menor
ocorréncia de reabsorcao inflamatdria e por substituicdo. Sendo assim, os objetivos
deste estudo foram: a) avaliar a viabilidade de fibroblastos do ligamento periodontal
(PDLF) em contato com discos radiculares submetidos ou ndo ao ressecamento de
superficie por diferentes tempos e tratados com EDTA e/ou AH; b) quantificar as
citocinas inflamatérias IL-6, IL-8, IL-1B € TNF-a expressas por PDLF; c) observar a
adesdo de PDLF na superficie do discos radiculares tratados. Foram obtidos 108
discos de dentina e cemento da superficie radicular de dentes bovinos, com 4,5 mm
de diametro, que foram previamente submetidos a dissolucdo do ligamento
periodontal em solucéo de hipoclorito de sodio 1% por 15 min. Em seguida os discos
foram esterilizados em concentragdes decrescentes de alcool (100%,90%,80% e
70%). Os espécimes foram submetidos ou ndo ao ressecamento radicular por 1h ou
24h e tratados com EDTA associado ou ndo ao acido hialurénico, colocados em placas
de 96 pocos onde foram semeadas células de culturas primarias de PDLF, que ficaram
em contato com os discos por 48 h. A viabilidade celular na superficie dos discos foi
avaliada através do ensaio de XTT. A microscopia eletrdnica de varredura foi utilizada
para verificar a ades@o de PDLF a superficie dos discos. A deteccao e quantificacdo
das citocinas foi realizada pelo teste ELISA. Os dados foram submetidos a analise
estatistica pelo teste ANOVA e Tukey (p < 0,05). A maior média foi apresentada no
grupo sem ressecamento para o tratamento EDTA+AH (148,39), que diferiu
significativamente dos grupos controle e EDTA. No grupo ressecamento 1 h EDTA+AH
(144,91) foi diferente dos demais. Para ressecamento 24h, verificou-se que o grupo
EDTA+AH diferiu do grupo controle. Nado houve modificacdes na expressao das
citocinas IL-6, IL-8, IL-18 e TNF-a quando foi acrescentado os tratamentos propostos.
A IL-6 mostrou uma diminuicdo quando em contato com AH no periodo de 24h. Foi
observada pelo MEV adeséo de PDLF na superficie de todos os discos tratados e em
todos os periodos analisados. Conclui-se que o acido hialurdnico é uma alternativa de
tratamento para casos de dentes avulsionados ja gue mostrou seu papel promovendo
adesao e aumento da viabilidade.

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



Franca MCM. Influence of root surface dryness and treatment with EDTA and
Hyaluronic acid on the viability and expression of inflammatory cytokines of periodontal
ligament fibroblasts. [thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Paulista State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

The ideal time for reimplantation of an avulsed tooth is immediately after avulsion,
however, this is not always possible. A number of factors influence the viability of the
cells of the periodontal ligament (PDL) contributing to accelerate or minimize the
occurrence of root resorption or ankylosis, more frequent consequences of
reimplantation. One of these factors is the extra-oral period and root surface treatment.
EDTA (17% ethylenediaminetetraacetic acid) and hyaluronic acid (HA) are used to
treat the root surface, aiming for a lower occurrence of inflammatory resorption and
replacement. Thus, the objectives of this study were: a) to evaluate the viability of
periodontal ligament fibroblasts (PDLF) in contact with root disks submitted to surface
dryness at different times and treated with EDTA and / or AH; b) quantify the
inflammatory cytokines IL-6, IL-8, IL-18 and TNF-a expressed by PDLF; c) observe the
adhesion of PDLF on the surface of the treated root discs. 108 dentin and cementum
disks were obtained from the root surface of bovine teeth, 4.5 mm in diameter, which
were previously submitted to dissolution of the periodontal ligament in 1% sodium
hypochlorite solution for 15 min. Then the disks were sterilized in decreasing
concentrations of alcohol (100%, 90%, 80% and 70%). The specimens were submitted
to root resection for 1 h or 24 h and treated with EDTA, whether or not associated with
hyaluronic acid, placed in 96-well plates where cells from PDLF primary cultures were
seeded and left in contact with the discs for 48 h. Cell viability at disc surfaces was
assessed by the XTT assay. Scanning electron microscopy was used to verify the
adhesion of PDLF to the disc surface. Detection and quantification of cytokines was
performed by ELISA. Data were submitted to statistical analysis by the ANOVA and
Tukey test (p <0.05). The highest mean was presented in the non-dry group for EDTA
+ AH treatment (148,39), which differed significantly from the control and EDTA
groups. In the dryness group 1 h EDTA + AH (144.91) was different from the others.
For dryness 24 h, it was found that the EDTA + AH group differed from the control
group. There were no changes in the expression of cytokines IL-6, IL-8, IL-18 and TNF-
a when the proposed treatments were added. IL-6 showed a decrease when in contact
with HA in the 24-hour period. It was observed by the MEV adhesion of PDLF on the
surface of all treated discs and in all periods analyzed. It is concluded that hyaluronic
acid is an alternative treatment for cases of avulsed teeth since it showed its role
promoting adhesion and increased viability.

Keywords:  Dental avulsion.  Ethylenediaminetetraacetic  acid. Enzyme
immunoadsorption assay.
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1 INTRODUCAO

Dentre as les@es traumaticas que podem ocorrer na denticdo permanente, a
avulsdo dentaria é o tipo mais grave, pois provoca danos em varias estruturas
responsaveis pelo suporte do dente no seu alvéolo (Lopes, Siqueira Jr., 2010). A
avulsdo resulta no deslocamento completo do dente de seu alvéolo, com o
rompimento do ligamento periodontal, acarretando danos ao cemento e as células

aderidas a ele (Andreasen, 1981; Flores et al., 2001).

De acordo com Bastone (2000) a avulséo corresponde de 1 a 16% das lesbes
e ocorre mais frequentemente entre as idades de 7 a 14 anos, afetando principalmente
0s incisivos centrais superiores. E importante que o cirurgido-dentista tenha
conhecimento dos protocolos de tratamento para dentes traumatizados, a fim de que
se realize o tratamento mais rapido possivel e de maneira adequada, aumentando a

chance de sucesso destes casos (Trope, 2002).

A Associacao Internacional de Traumatologia Dental (IADT) propde um guia
atualizado em 2012 para orientar os profissionais a adotar o melhor tratamento de
acordo com as condi¢cfes presentes na situacdo traumatica. A escolha do tratamento
esta relacionada a maturidade da raiz (apice aberto ou fechado) e a condicao das
células do ligamento periodontal. A condicdo das células depende do tipo de
armazenamento deste dente e o tempo que ficou fora da boca até o seu reimplante.
Ap6s um tempo seco de 60 min ou mais, todas as células PDL néo sao viaveis. A fim
de diminuir a substituicdo 6ssea do dente, a superficie radicular deve ser tratada com

solucédo de fluoreto de sédio 2 % por 20 min antes do reimplante.

Idealmente, um dente que sofreu avulsdo, deve ser reimplantado
imediatamente, mas em muitos casos isso ndo acontece, devido a falta de
conhecimento de pais e responsaveis de como proceder diante da urgéncia, seja de

como armazenar este dente ou o periodo que deva procurar o cirurgido-dentista.

Diante da impossibilidade de reimplante imediato, o dente deve ser mantido

em meio umido, para a manutenc¢do da vitalidade das células do ligamento periodontal
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(Flores et al., 2001). Os principais meios de armazenamento até hoje utilizados séo:
a Solucao Salina Balanceada de Hank's (SSBH), saliva, leite e agua (Sigalas et al.,
2004). O meio de armazenamento ideal deve ter osmolaridade fisiologica, pH
adequado e nutrientes para permitir a sobrevivéncia das células do LP, mas até o
momento ndo ha evidéncias suficientes para determinar o melhor meio de

armazenamento para se conseguir um reimplante bem-sucedido (Longo et al., 2017).

Portanto, o reimplante de um dente avulsionado deve, sempre que possivel,
ser imediato evitando o ressecamento da superficie radicular e assim aumentando as
possibilidades das células do ligamento periodontal se repararem (Andreasen, 1981;
Soder et al. 1977), uma vez que irdo manter a sua viabilidade, favorecendo a
regeneracao das mesmas (Trope, 1998).

Quando h& demora no reimplante com ressecamento excessivo da superficie
radicular, as células do ligamento periodontal serdo danificadas o que ira provocar
uma resposta inflamatoria difusa no tecido em contato com a superficie radicular
(Trope et al.,2011). Em um primeiro momento, areas de necrose, acumulo de sangue
e um exsudato inflamatoério se formam entre as fibras do ligamento periodontal e no

espaco ocupado por ele (Saito et al., 2011).

Devido a essa resposta inflamatéria os cementoblastos se dirigem mais
lentamente para a superficie radicular podendo n&o cobrir totalmente esta regido,
permitindo que células 0sseas cheguem a estas areas promovendo a anquilose e,
possivelmente, pode se iniciar uma reabsorcdo substitutiva pelo processo de
remodelacdo 6ssea (Andreasen, 1966; Trope, 1998; Lopes e Siqueira Jr. 2010; Trope
et al., 2011).

Além disso, as células do ligamento periodontal podem sofrer necrose e,
nestes casos, o tecido de granulacao pode ser substituido por tecido 6sseo e iniciar o
processo de reabsorcdo, que na presenca de microrganismos pode se tornar uma

reacdo inflamatoria (Panzarini et al., 2008).

Sendo assim, no reimplante os fatores mais importantes para acelerar ou
minimizar a ocorréncia da reabsor¢cdo radicular ou anquilose sdo o periodo de
exposicao extra-oral e 0 meio de armazenamento do dente avulsionado (Mori et al.,
2007).
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Quanto ao tempo extra-oral do dente avulsionado, se este for maior que 15 a
20 min sem umidade, as células do ligamento periodontal provavelmente ndo estaréao
mais viaveis e a raiz deve ser tratada para minimizar as provaveis consequéncias
deste ressecamento (Trope, 2011). Para limitar ou prevenir a reabsorgao radicular e
promover o reparo dos tecidos, o dente submetido ao reimplante tardio deve receber

um tratamento na superficie radicular e iniciar a terapia endododntica (Mori et al., 2013).

O sal trissodico de EDTA (acido etilenodiamino tetracético) € um quelante com
propriedades lubrificantes (Calt, Serper, 2002), que leva molhabilidade para a
superficie dentinaria e vem sendo estudado como promotor da adeséao celular sobre
superficies de raizes dentdrias nos processos de avulsdo e reimplante tardio
simulados (Pang et al., 2014).

O EDTA pode ser usado na superficie radicular na tentativa de reestabelecer
a biocompatibilidade das raizes atuando como agente condicionador (Prasad et al.,
2012), e também auxilia na liberac&o de fatores de crescimento derivados da dentina,
capazes de induzir a proliferacdo, a diferenciacdo e a sobrevivéncia celular (Roberts-
Clark, Smith, 2000)

Vérios biomateriais naturais e sintéticos também tém sido investigados para o
uso na regeneracao dos tecidos que sofreram alguma injaria e que possuem baixo
potencial de recuperagao com sequelas previsiveis, tais como scaffolds, componentes
da matriz extracelular, hidrogeis e bioceramicos (Galler et al., 2011; Mooney et al.,
1996; Bohl et al., 1998; Srisuwan et al., 2013; Huang et al., 2010; Prescott et al.,2008).

Um biomaterial promissor no campo da engenharia de tecidos e medicina
regenerativa € o &cido hialurénico (HA), também chamado de hialuronano e seus
derivados, obtidos por esterificacdo do HA com diferentes alcoois (Brun et al., 2008;
You et al., 2014). Os polimeros biodegradaveis a base de acido hialurénico tém sido
utilizados com éxito nos processos de reparacdo 0ssea e nas células estaminais
mesenquimais em estudos in vitro e in vivo (Gardin et al., 2011; Brun et al., 1999;

Zavan et al., 2005) e em aplicac@es clinicas (Brun et al., 2008; You et al., 2014).

O hialuronano é uma molécula do tecido conjuntivo e tem papel fundamental
em muitos processos bioldgicos, tais como no equilibrio de &gua, no reconhecimento

de células embrionarias, desenvolvimento e cicatrizacdo de feridas (Prescott et al.,
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2008). O &cido hialurénico tem funcgbes estruturais e fisiologicas dentro dos tecidos,
incluindo a interacdo de fator de crescimento, regulacdo da pressdo osmdtica e
lubrificacdo do tecido, 0 que ajuda a manter a integridade estrutural e homeostatica
(Gocmen et al., 2015)

7

Além disso, o acido hialurénico é rapidamente convertido no corpo em
hialuronidase, com meia-vida nos tecidos variando de horas a dias (Vindigni et al.,
2009). Experiéncias in vivo sugerem que o hialuronano sozinho ou em combinacéo
com outros biomateriais poderia proporcionar um ambiente adequado para a inducao
e formacdo de dentina reparadora através das células estaminais mesenquimais
diferenciadas (Sasaki, Kawamata-Kido, 1995; Kuo et al., 2008; Inuyama et al., 2010;
Bogovic et al., 2011).

O acido hialurénico (AH) pode ser empregado em scaffold devido a sua agéo
na funcionalidade da matriz extracelular. Produzido também pelos fibroblastos, o AH
contribui significativamente na hidrodinamica tecidual, na migracéo celular e na sua
proliferacéo (Bansal et al., 2010). Em um estudo de Takeda et al. (2011) observaram
que scaffolds de &cido hialurénico empregados em dentes de cachorros, foram
promotores da adeséo e proliferacéo de fibroblastos do ligamento periodontal. Assim,
devido a estas propriedades, o0 uso do acido hialurénico pode ser uma alternativa para

o tratamento da superficie radicular antes do reimplante.

Imediatamente ap6s o reimplante de um dente que sofreu avulsdo, uma
resposta inflamatéria ocorre como parte da cura do periodonto e sdo liberadas
citocinas inflamatérias nesta regido. Estas citocinas correspondem a uma familia de
peptideos, que sdo pequenas sequéncias de aminoacidos capazes de interagir com
receptores especificos das membranas celulares (Consolaro, 2009). Influenciam a
atividade, diferenciacao, proliferacdo e sobrevida da célula, assim como atenuam ou

aumentam a resposta inflamatéria (Oliveira et al., 2011).

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina com atuac&o tanto na resposta imune
inata como na adaptativa (Gomes et al., 2009). E um importante marcador
inflamatorio, e esta envolvida em uma série de atividades imunolégicas, em especial
a sintese de substancias de fase aguda pelo figado (Garcia et al., 2002; Gomes et al.,

2009). Também é um importante mediador da febre. Mantém a homeostase tecidual,
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e € capaz de mediar a resposta aguda, além de ser um fator de crescimento
hematopoiético, induz a diferenciacdo neuronal das células e contribui com a
remodelacdo 0ssea (Lyngstadaas et al., 2001). A IL-6 regula as respostas imunes em
locais da inflamagao e possui atividade autocrina / paracrina estimulando a formagéo
de osteoclastos e a atividade de reabsor¢cdocdo 0ssea de osteoclastos pré-formados
(Okada et al.,1997; Kurihara et al.,1990).

Ja a interleucina 8 (IL-8) é uma citocina pré-inflamatéria que participa da
defesa do hospedeiro, bem como em varios graus de danos ao tecido, sendo muito
importante na resposta inflamatoria devido a sua acédo quimiotatica para neutrdfilos,
mediando a resposta inflamatoria, e atuando como fator angiogénico. (Nasser et al.,
2009; Baek et al., 2013; Cvikl et al., 2015). E produzida principalmente por
gueratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e macréfagos em resposta as bactérias
periodntais e componentes bacterianos. Atua direcionando neutrdfilos
polimorfonucleares para o local da infeccdo, o que resulta na producdo de mais

citocinas, contribuindo para a progresséao da doenca (Sahingur, Yeudall, 2015).

O agrupamento de genes da interleucina-1 (IL1) estd4 localizado no
cromossomo 2 humano e contém genes que codificam citocinas pré-inflamatorias que
incluem IL-1a e IL-1B, bem como o antagonista anti-inflamatorio do receptor de IL-1 da
citoquina (IL -1RA). Embora a IL-1a e IL-1p sejam produtos de genes distintos, eles
reconhecem os mesmos receptores da superficie celular e compartilham um amplo
espectro de atividades biolégicas que regulam as fun¢des da resposta imune inata e

adaptativa (Dinarello, 1991).

A IL-1B é conhecida por ser uma das citocinas pré-inflamatorias relacionadas
a reabsorcdo Ossea osteoclastica (Lang et al., 2000; Bastos et al., 2017). E
especialmente importante porque € liberada principalmente por mondcitos ativados e
participa da resposta da fase aguda na inducéo da reabsor¢éo 6ssea. IL-13 também é
considerada um poderoso indutor da producdo de IL-6 (Uematsu et al.,1996). E
expressa pelos fibroblastos do ligamento periodontal, e capaz de mediar o0 processo
de defesa do hospedeiro, como por exemplo, a resposta inflamatéria e celular a uma
injuria (Lin et al., 2015). 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
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local. Na presenca da IL-13, as células do ligamento periodontal sdo capazes de
mudar suas caracteristicas fenotipicas de forma transitéria e passam a mediar

processos catabolicos como a reabsorcéo 6ssea (Kanzaki et al., 2002).

O fator de necrose tumoral-a (TNF- a) refere-se a um grupo de citocinas capaz
de provocar a morte de células (apoptose) e que possuem uma vasta gama de acdes
pré-inflamatérias. O TNF-a é secretado principalmente por macréfagos e possui em
sua familia o fator de necrose tumoral alfa e beta (TNFa e TNFB) que também
promovem reabsor¢cao 6ssea atuando principalmente na osteoclastogénese, sendo
capaz de, coordenadamente, estimular a inducao de IL-1 e diminuir os efeitos da
mesma (Lin et al., 2015). Responséavel pela hiperalgesia inflamatoéria e neuropética,
estimula a proliferacdo de linfécitos-T e fibroblastos.

Por isso, o processo inflamatério que acontece apés o reimplante de dentes
previamente tratados tem gerado questionamentos, a cerca de quais mediadores
guimicos inflamatérios sdo liberados e qual o papel dos mesmos na resposta

inflamatoria.

O processo de cura dos tecidos ao redor de um dente reimplantado
tardiamente pode ser avaliado através da andlise histomorfométrica e
imunohistoquimica, que se complementam na busca pela informacdo precisa de
expressao e localizacdo de cada proteina envolvida na cura do ligamento periodontal
(Saito et al., 2011; Carvalho et al., 2012).

Para avaliar a viabilidade das células que se aderem a superficie radicular
apos reimplante de dentes submetidos a diferentes tratamentos de superficie e avaliar
a adesdo desta célula a superficie radicular, utilizam-se testes de sobrevivéncia e
viabilidade celular e andlise por microscopia eletrénica de varredura (MEV),

respectivamente (Mori et al., 2007; Palaiologou et al., 2001).

Sendo assim, este estudo pretende avaliar a eficacia do tratamento da
superficie radicular de dentes avulsionados com EDTA 17% por 5 min concomitante
ao uso do acido hialurénico nos diferentes periodos de ressecamento propostos,
guanto a viabilidade de fibroblastos da superficie radicular através de teste de XTT; a
quantificacao das citocinas IL-6, IL-8, IL-1R e TNF-a pelo ensaio ELISA e em carater

ilustrativo a adesdo de fibroblastos na superficie radicular por MEV. A hipo6tese do
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estudo é a de que o tratamento da superficie radicular com EDTA 17% por 5 min
concomitante ao uso do &acido hialurbnico aumentem a viabilidade celular dos

fibroblastos do ligamento periodontal, permitindo a regeneragcdo dos mesmos.
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7 CONCLUSAO

Pode se concluir que:

o0 acido hialurénico associado ao EDTA 17% aumenta a viabilidade de
fibroblastos do ligamento periodontal quando o cemento € mantido
integro em dentes com até 24h de ressecamento da superficie radicular;
nao houve modificacdes significativas na expressao das citocinas IL-1,
IL-6, IL-8 e TNF-a quando a superficie radicular foi ressecada por até
24h e tratada com EDTA 17% e é&cido hialurénico;

ocorreu adesdo de PDLFs na superficie radicular dos dentes com até
24 h de ressecamento;

o tratamento da superficie radicular com EDTA 17% por 5 min e acido
hialurénico pode ser uma proposta para tratamento de dentes

submetidos a reimplante tardio.
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