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França M. Influência do ressecamento da superfície radicular, do tratamento com 
EDTA e ácido Hialurônico na viabilidade e expressão de citocinas inflamatórias de 
fibroblastos do ligamento periodontal. [tese]. São José dos Campos (SP): 
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2017. 

 

RESUMO 

 

O momento ideal para o reimplante de um dente avulsionado é imediatamente após a 
avulsão, no entanto, isso nem sempre é possível. Uma série de fatores influenciam na 
viabilidade das células do ligamento periodontal (PDL) contribuindo para acelerar ou 
minimizar a ocorrência da reabsorção radicular ou anquilose, consequências mais 
frequentes dos reimplantes. Um destes fatores é o período extra-oral e o tratamento 
da superfície radicular. O EDTA (ácido etilenodiamino tetracético) a 17% e o ácido 
hialurônico (AH) são utilizados para tratar a superfície radicular, visando menor 
ocorrência de reabsorção inflamatória e por substituição. Sendo assim, os objetivos 
deste estudo foram: a) avaliar a viabilidade de fibroblastos do ligamento periodontal 
(PDLF) em contato com discos radiculares submetidos ou não ao ressecamento de 
superfície por diferentes tempos e tratados com EDTA e/ou AH; b) quantificar as 
citocinas inflamatórias IL-6, IL-8, IL-1β e TNF-α expressas por PDLF; c) observar a 
adesão de PDLF na superfície do discos radiculares tratados. Foram obtidos 108 
discos de dentina e cemento da superfície radicular de dentes bovinos, com 4,5 mm 
de diâmetro, que foram previamente submetidos a dissolução do ligamento 
periodontal em solução de hipoclorito de sódio 1% por 15 min. Em seguida os discos 
foram esterilizados em concentrações decrescentes de álcool (100%,90%,80% e 
70%). Os espécimes foram submetidos ou não ao ressecamento radicular por 1h ou 
24h e tratados com EDTA associado ou não ao ácido hialurônico, colocados em placas 
de 96 poços onde foram semeadas células de culturas primárias de PDLF, que ficaram 
em contato com os discos por 48 h. A viabilidade celular na superfície dos discos foi 
avaliada através do ensaio de XTT. A microscopia eletrônica de varredura foi utilizada 
para verificar a adesão de PDLF à superfície dos discos. A detecção e quantificação 
das citocinas foi realizada pelo teste ELISA. Os dados foram submetidos à análise 
estatística 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. Não houve modificações na expressão das 
citocinas IL-6, IL-8, IL-1β e TNF-α quando foi acrescentado os tratamentos propostos. 
A IL-6 mostrou uma diminuição quando em contato com AH no periodo de 24h. Foi 
observada pelo MEV adesão de PDLF na superfície de todos os discos tratados e em 
todos os períodos analisados. Conclui-se que o ácido hialurônico é uma alternativa de 
tratamento para casos de dentes avulsionados já que mostrou seu papel promovendo 
adesão e aumento da viabilidade. 

 

Palavras-chave: Avulsão dentária. Ácido etilenodiaminotetracético. Ensaio de 
imunoadsorção enzimática. 
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França 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]. São 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-1β and TNF-α 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-1β and TNF-
α 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 INTRODUÇÃO 

 

 

Dentre as lesões traumáticas que podem ocorrer na dentição permanente, a 

avulsão dentária é o tipo mais grave, pois provoca danos em várias estruturas 

responsáveis pelo suporte do dente no seu alvéolo (Lopes, Siqueira Jr., 2010). A 

avulsão 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 avulsão corresponde de 1 a 16% das lesões 

e ocorre mais frequentemente entre as idades de 7 a 14 anos, afetando principalmente 

os incisivos centrais superiores. É importante que o cirurgião-dentista tenha 

conhecimento dos protocolos de tratamento para dentes traumatizados, a fim de que 

se realize o tratamento mais rápido possível e de maneira adequada, aumentando a 

chance de sucesso destes casos (Trope, 2002).  

A Associação Internacional de Traumatologia Dental (IADT) propõe um guia 

atualizado em 2012 para orientar os profissionais a adotar o melhor tratamento de 

acordo com as condições presentes na situação traumática. A escolha do tratamento 

está relacionada à maturidade da raiz (ápice aberto ou fechado) e à condição das 

células do ligamento periodontal. A condição das células depende do tipo de 

armazenamento deste dente e o tempo que ficou fora da boca até o seu reimplante. 

Após um tempo seco de 60 min ou mais, todas as células PDL não são viáveis. A fim 

de diminuir a substituição óssea do dente, a superfície radicular deve ser tratada com 

solução de fluoreto de sódio 2 % por 20 min antes do reimplante.  

Idealmente, um dente que sofreu avulsão, deve ser reimplantado 

imediatamente, mas em muitos casos isso não acontece, devido à falta de 

conhecimento de pais e responsáveis de como proceder diante da urgência, seja de 

como armazenar este dente ou o período que deva procurar o cirurgião-dentista.  

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

em meio úmido, para a manutenção da vitalidade das células do ligamento periodontal 
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(Flores et al., 2001). Os principais meios de armazenamento até hoje utilizados são: 

a Solução Salina Balanceada de Hank`s (SSBH), saliva, leite e água (Sigalas et al., 

2004). O meio de armazenamento ideal deve ter osmolaridade fisiológica, pH 

adequado e nutrientes para permitir a sobrevivência das células do LP, mas até o 

momento não há evidências 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 possível, 

ser imediato evitando o ressecamento da superfície radicular e assim aumentando as 

possibilidades das células do ligamento periodontal se repararem (Andreasen, 1981; 

Soder et al. 1977), uma vez que irão manter a sua viabilidade, favorecendo a 

regeneração das mesmas (Trope, 1998). 

Quando há demora no reimplante com ressecamento excessivo da superfície 

radicular, as células do ligamento periodontal serão danificadas o que irá provocar 

uma resposta inflamatória difusa no tecido em contato com a superfície radicular 

(Trope et al.,2011). Em um primeiro momento, áreas de necrose, acúmulo de sangue 

e um exsudato inflamatório se formam entre as fibras do ligamento periodontal e no 

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

Devido a essa resposta inflamatória os cementoblastos se dirigem mais 

lentamente para a superfície radicular podendo não cobrir totalmente esta região, 

permitindo que células ósseas cheguem a estas áreas promovendo a anquilose e, 

possivelmente, pode se iniciar uma reabsorção substitutiva pelo processo de 

remodelação óssea (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 granulação pode ser substituído por tecido ósseo e iniciar o 

processo de reabsorção, que na presença de microrganismos pode se tornar uma 

reação inflamatória (Panzarini et al., 2008). 

Sendo assim, no reimplante os fatores mais importantes para acelerar ou 

minimizar a ocorrência da reabsorção radicular ou anquilose são o período de 

exposição extra-oral e o 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 não estarão 

mais viáveis e a raiz deve ser tratada para minimizar as prováveis consequências 

deste ressecamento (Trope, 2011). Para limitar ou prevenir a reabsorção radicular e 

promover o reparo dos tecidos, o dente submetido ao reimplante tardio deve receber 

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

O sal trissódico de EDTA (ácido etilenodiamino tetracético) é um quelante com 

propriedades lubrificantes (Çalt, Serper, 2002), que leva molhabilidade para a 

superfície dentinária e vem sendo estudado como promotor da adesão celular sobre 

superfícies de raízes dentárias nos processos de avulsão e reimplante tardio 

simulados (Pang et al., 2014). 

O EDTA pode ser usado na superfície radicular na tentativa de reestabelecer 

a biocompatibilidade das raízes atuando como agente condicionador (Prasad et al., 

2012), e também auxilia na liberação de fatores de crescimento derivados da dentina, 

capazes de induzir a proliferação, a diferenciação e a sobrevivência celular (Roberts-

Clark, Smith, 2000) 

Vários biomateriais naturais e sintéticos também têm sido investigados para o 

uso na regeneração dos tecidos que sofreram alguma injúria e que possuem baixo 

potencial de recuperação com sequelas previsíveis, tais como scaffolds, componentes 

da matriz extracelular, hidrogeis e biocerâmicos (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 é o ácido hialurônico (HA), também chamado de hialuronano e seus 

derivados, obtidos por esterificação do HA com diferentes álcoois (Brun et al., 2008; 

You et al., 2014). Os polímeros biodegradáveis à base de ácido hialurônico têm sido 

utilizados com êxito nos processos de reparação óssea 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 aplicações clínicas (Brun et al., 2008; You et al., 2014).  

O hialuronano é uma molécula do tecido conjuntivo e tem papel fundamental 

em muitos processos biológicos, tais como no equilíbrio de água, no reconhecimento 

de células embrionárias, desenvolvimento e cicatrização de feridas (Prescott et al., 
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2008). O ácido hialurônico tem funções estruturais e fisiológicas dentro dos tecidos, 

incluindo a interação de fator de crescimento, regulação da pressão osmótica e 

lubrificação do tecido, o que ajuda a manter a integridade estrutural e homeostática 

(Gocmen et al., 2015) 

Além disso, o ácido hialurônico é rapidamente convertido no corpo em 

hialuronidase, com meia-vida nos tecidos variando de horas a dias (Vindigni et al., 

2009). Experiências in vivo sugerem que o hialuronano sozinho ou em combinação 

com outros biomateriais poderia proporcionar um ambiente adequado para a indução 

e formação 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 ácido hialurônico (AH) pode ser empregado em scaffold devido à sua ação 

na funcionalidade da matriz extracelular. Produzido também pelos fibroblastos, o AH 

contribui significativamente na hidrodinâmica tecidual, na migração celular e na sua 

proliferação (Bansal et al., 2010). Em um estudo de Takeda et al. (2011) observaram 

que scaffolds de ácido hialurônico empregados em dentes de cachorros, foram 

promotores da adesão e proliferação de fibroblastos do ligamento periodontal. Assim, 

devido a estas propriedades, o uso do ácido hialurônico pode ser uma alternativa para 

o tratamento da superfície radicular antes do reimplante. 

Imediatamente após o reimplante de um dente que sofreu avulsão, uma 

resposta inflamatória ocorre como parte da cura do periodonto e são liberadas 

citocinas inflamatórias nesta região. Estas citocinas correspondem à uma família de 

peptídeos, que são pequenas sequências de aminoácidos capazes de interagir com 

receptores específicos das membranas celulares (Consolaro, 2009). Influenciam a 

atividade, diferenciação, proliferação e sobrevida da célula, assim como atenuam ou 

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

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina com atuação tanto na resposta imune 

inata como na adaptativa (Gomes et al., 2009). É um importante marcador 

inflamatório, e está envolvida em uma série de atividades imunológicas, em especial 

a síntese de substâncias de fase aguda pelo fígado (Garcia et al., 2002; Gomes et al., 

2009). Também é um importante mediador da febre. Mantém a homeostase tecidual, 
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e é capaz de mediar a resposta aguda, além de ser um fator de crescimento 

hematopoiético, induz a diferenciação neuronal das células e contribui com a 

remodelação óssea (Lyngstadaas et al., 2001). A IL-6 regula as respostas imunes em 

locais da inflamação e possui atividade autocrina / paracrina estimulando a formação 

de osteoclastos e a atividade de reabsorçãoção óssea de osteoclastos pré-formados 

(Okada et al.,1997; Kurihara et al.,1990).  

Já a interleucina 8 (IL-8) é uma citocina pró-inflamatória que participa da 

defesa do hospedeiro, bem como em vários graus de danos ao tecido, sendo muito 

importante na resposta inflamatória devido à sua ação quimiotática para neutrófilos, 

mediando a resposta inflamatória, e atuando como fator angiogênico. (Nasser et al., 

2009; Baek et al., 2013; Cvikl et al., 2015). É produzida principalmente por 

queratinócitos, fibroblastos, células endoteliais e macrófagos em resposta às bactérias 

periodntais e componentes bacterianos. Atua direcionando neutrófilos 

polimorfonucleares para o local da infecção, o que resulta na produção de mais 

citocinas, contribuindo para a progressão da doença (Sahingur, Yeudall, 2015). 

O agrupamento de genes da interleucina-1 (IL1) está localizado no 

cromossomo 2 humano e contém genes que codificam citocinas pró-inflamatórias que 

incluem IL-1α e IL-1β, bem como o antagonista anti-inflamatório do receptor de IL-1 da 

citoquina (IL -1RA). Embora a IL-1α e IL-1β sejam produtos de genes distintos, eles 

reconhecem os mesmos receptores da superfície celular e compartilham um amplo 

espectro de atividades biológicas que regulam as funções da resposta imune inata e 

adaptativa (Dinarello, 1991).  

A IL-1β é conhecida por ser uma das citocinas pró-inflamatórias relacionadas 

à reabsorção óssea osteoclástica (Lang et al., 2000; Bastos et al., 2017). É 

especialmente importante porque é liberada principalmente por monócitos ativados e 

participa da resposta da fase aguda na indução da reabsorção óssea. IL-1β também é 

considerada um poderoso indutor da produção de IL-6 (Uematsu et al.,1996). É 

expressa pelos fibroblastos do ligamento periodontal, e capaz de mediar o processo 

de defesa do hospedeiro, como por exemplo, a resposta inflamatória e celular a uma 

injúria (Lin et al., 2015). Exacerba a resposta inflamatória e promove a progressão 

para estágios mais avançados da doença, assim como causa a perda da rede de fibra 

de colágeno em torno do infiltrado inflamatório devido à ativação do sistema imune 
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local. Na presença da IL-1ß, as células do ligamento periodontal são capazes de 

mudar suas características fenotípicas de forma transitória e passam a mediar 

processos catabólicos como a reabsorção óssea (Kanzaki et al., 2002). 

O fator de necrose tumoral-α (TNF- α) refere-se a um grupo de citocinas capaz 

de provocar a morte de células (apoptose) e que possuem uma vasta gama de ações 

pró-inflamatórias. O TNF-α é secretado principalmente por macrófagos e possui em 

sua família o fator de necrose tumoral alfa e beta (TNFα e TNFβ) que também 

promovem reabsorção óssea atuando principalmente na osteoclastogênese, sendo 

capaz de, coordenadamente, estimular a indução de IL-1ß e diminuir os efeitos da 

mesma (Lin et al., 2015). Responsável pela hiperalgesia inflamatória e neuropática, 

estimula a proliferação de linfócitos-T e fibroblastos. 

Por isso, o processo inflamatório que acontece após o reimplante de dentes 

previamente tratados tem gerado questionamentos, a cerca de quais mediadores 

químicos inflamatórios são liberados e qual o papel dos mesmos na resposta 

inflamatória.  

O processo de cura dos tecidos ao redor de um dente reimplantado 

tardiamente pode ser avaliado através da análise histomorfométrica e 

imunohistoquímica, que se complementam na busca pela informação precisa de 

expressão e localização de cada proteína envolvida na cura do ligamento periodontal 

(Saito et al., 2011; Carvalho et al., 2012).  

Para avaliar a viabilidade das células que se aderem a superfície radicular 

após reimplante de dentes submetidos a diferentes tratamentos de superfície e avaliar 

a adesão desta célula à superfície radicular, utilizam-se testes de sobrevivência e 

viabilidade celular e análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

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

Sendo assim, este estudo pretende avaliar a eficácia do tratamento da 

superfície radicular de dentes avulsionados com EDTA 17% por 5 min concomitante 

ao uso do ácido hialurônico nos diferentes períodos de ressecamento propostos, 

quanto a viabilidade de fibroblastos da superfície radicular através de teste de XTT; a 

quantificação das citocinas IL-6, IL-8, IL-1ß e TNF-α pelo ensaio ELISA e em caráter 

ilustrativo a adesão de fibroblastos na superfície radicular por MEV. A hipótese do 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Citocina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Apoptose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago
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estudo é a de que o tratamento da superfície radicular com EDTA 17% por 5 min 

concomitante ao uso do ácido hialurônico aumentem a viabilidade celular dos 

fibroblastos do ligamento periodontal, permitindo a regeneração dos mesmos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Tratamento de dentes avulsionados 

 

Uma das etapas do tratamento da superfície radicular previamente ao 

reimplante dental tardio é a remoção do ligamento periodontal radicular necrótico. Isto 

pode ser realizado quer mecanicamente por raspagem com curetas (Nyman et al., 

1985; Zervas et al., 1991), lâmina de bisturi (Duggal et al., 1994, Panzarini et al., 

2014b), taça de borracha, polimento com pasta de pedra-pomes / água (Kenny et al., 

2000), broca diamantada e disco de lixa (Selvig et al., 1990;), ou quimicamente com 

hipoclorito de sódio (Sonoda et al., 2008; Kanno et al., 2001; Panzarini et al., 2005; 

Lustrosa-Pereira et al., 2006). Alguns autores não realizam esse procedimento e 

preferem aplicar as substâncias diretamente no ligamento necrosado (Cvek et al., 

1990; Selvig et al., 1992; McDonald, Strassler, 1999).  

Além disso, muitas substâncias vêm sendo utilizadas para o tratamento da 

superfície radicular de dentes reimplantados em uma tentativa de aumentar a sua taxa 

de retenção, com o uso de formol, soluções ácidas (tais como ácido cítrico, ácido 

clorídrico, flúor fosfato acidulado), substâncias alcalinas (tais como hidróxido de cálcio 

e hipoclorito de sódio), antibióticos (tais como a tetraciclina e rifacin), combinação de 

antibiótico / corticosteróide, corticosteróides, o alendronato, a vitamina C, inibidores 

da anidrase carbônica (acetazolamida), proteínas do esmalte dental e o ácido 

hialurônico (Panzarini et al., 2008). 

Outra substância capaz de promover a adesão celular sobre a superfície da 

raíz dentária nos processos de avulsão e reimplante tardio é o EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético) através da liberação de fatores de crescimento derivados 

da dentina capazes de induzir a proliferação, a diferenciação e a sobrevivência celular 

(Roberts-Clark, Smith, 2000). Pode ser usado na superfície radicular na tentativa de 

reestabelecer a biocompatibilidade das raízes atuando como agentes 

condicionadores (Prasad et al., 2012). 
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2.1.1 Uso do ácido hialurônico 

 

 

Em 2011, Bogovic et al. tiveram como objetivo investigar os efeitos do ácido 

hialurônico sobre a proliferação de odontoblastos e fibroblastos avaliando o seu 

potencial como material para capeamento direto da polpa. O estudo foi realizado com 

ratos adultos Sprague-Dawley que tiveram os dentes incisivos extraídos e suas coroas 

seccionadas em fatias e posteriormente incubadas numa solução com colagenase e 

protease. Foram testados um adesivo de dentina polimerizada (Excite®), o hidróxido 

de cálcio preparado(ApexCal®), o ácido hialurônico (Gengigel Prof®), e um grupo 

controle. As amostras contendo odontoblastos e fibroblastos foram então coradas com 

solução de laranja de acridina e brometo de etidio e levadas ao Microscópio 

Fluorescente. Diferenças na coloração permitiram a contagem de células em apoptose 

(cromatina condensada era visível) e células em necrose (células vermelhas 

fluorescentes). Os autores observaram que em comparação com o controle, o número 

de fibroblastos e odontoblastos foi maior na cultura tratada com ácido hialurônico e 

menor nas culturas tratadas com o adesivo de dentina e o hidróxido de cálcio, mas não 

foi estatisticamente significante. A viabilidade foi maior nas culturas tratada com ácido 

hialurônico e o número de células em apoptose e necrose foi menor do que no controle. 

Portanto, os autores observaram que o ácido hialurônico parece estimular a 

vascularização, provavelmente através de ação direta em células endoteliais e 

indiretamente criando condições favorecendo a mineralização. Estimula migração de 

diferentes tipos de células para a área lesada e sua proliferação e diferenciação em 

células tipo odontoblastos.  

Também na tentativa de avaliar clinicamente os efeitos do gel de ácido 

hialurônico aplicado em conjunto com a cirurgia periodontal Fawzy El-Sayed et al. 

(2012) selecionaram 14 pacientes com periodontite crônica (≥3 mm) e com valores de 

profundidade de sondagem > 5 mm. Uma terapia periodontal inicial não cirúrgica foi 

realizada na região supra e sub-gengival da boca toda e também raspagem e 

alisamento radicular (RAR). Após os pacientes foram aleatoriamente distribuidos para 

serem tratados com 0,8% de gel hialuronano(teste) ou gel de placebo (controle). O 

nível clínico de inserção (NCI), profundidade de sondagem (PS), recessão gengival 

(RG), índice de placa (IP) e sangramento a sondagem (SS) foram avaliados 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fawzy%20El-Sayed%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22012469


22 
 

imediatamente, 3 e 6 meses. Os autores observaram que os pacientes que receberam 

o tratamento com o ácido hialurônico apresentaram maior ganho em NCI e redução 

nos valores de RG. Não foi observada diferença estatistica em relação à PS, SS, e IP. 

Os autores concluiram que a aplicação de gel de ácido hialurônico em conjunto com 

cirurgia periodontal parece favorecer significativamente o resultado cirúrgico do 

periodonto em termos de ganhos em nível clínico de inserção, bem como uma redução 

nos valores da recessão gingival. 

Saminathan et al. (2013), semearam células do ligamento periodontal (PDL) 

em cultura tridimensional composta por hidrogel de ácido hialuronano. Foram 

cultivadas com e sem fator de crescimento de tecido conjuntivo (FGTC) e fator de 

crescimento de fibroblastos (FGF-2) em culturas estacionárias e culturas 

mecanicamente ativas. Estudos comprovam que o fator de crescimento FGTC é 

mitogênico por fibroblastos e capaz de direcionar a diferenciação de células 

progenitoras do ligamento periodontal e células mesenquimais e que o FGF-2 é 

amitogênico. Parece que a produção endógena de fatores de crescimento pelas 

células do ligamento seria suficiente para promover o crescimento de fibroblastos. Foi 

verificado que o estresse mecânico não permite a proliferação celular como 

anteriormente relatado tanto para células epiteliais como para osteoblastos. Os 

autores ainda observaram o número de célula e a viabilidade por Microscopia confocal 

de varredura a laser; a proliferação celular através do ensaio MTS; a expressão de 18 

genes utilizando RT-PCR em tempo real; e as matrizes de metaloproteinases (MMPs) 

em sobrenadantes de culturas ativadas mecanicamente com ensaios imuno-

absorventes ligados à enzima.de actina e vinculina. Foi observado que as células se 

organizaram em uma bicamada após 7 dias. As células apoptóticas permaneceram 

constantes em aproximadamente 5% do total. A proliferação celular foi estimulada por 

FGTC / FGF-2 em culturas estacionárias, mas os valores de quantidade relativa 

sugeriram efeitos modestos sobre a expressão gênica.  

Em 2014, Rajan et al. avaliaram o efeito adjunto da aplicação local de gel de 

ácido hialurônico após raspagem e alisamento radicular (RAR) em pacientes com 

periodontite crônica. Foram avaliados 33 pacientes após a RAR da boca toda. Os 

pacientes foram divididos em grupo A (grupo teste que recebeu o gel de ácido 

hialurônico 0,2%) sendo aplicado imediatamente após RAR e uma semana após a 

terapia e grupo B (grupo controle) tratados somente com RAR. O sangramento na 
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sondagem (SS), a profundidade de sondagem (PS) e o nível clínico de inserção (NCI) 

foram registrados em 4 semanas e 12 semanas. Observou-se redução significativa 

nos pontos de SS em ambos os grupos em 12 semanas. O grupo A apresentou maior 

redução no SS. No grupo B, a PS reduziu em 12 semanas, o que foi estatisticamente 

significativo. As medições do NCI mostraram diferença significativa entre os grupos 

após 12 semanas de terapia. Os autores concluiram que ácido hialurônico (A) tem um 

efeito benéfico na saúde periodontal em pacientes com periodontite crônica. AH 

parece ser um material adequado como coadjuvante na RAR em pacientes com 

periodontite crônica. 

Em um estudo de 2015, Gocmen et al. mediram a eficácia do ácido hialurônico 

na cicatrização de feridas num estudo bioquímico e histológico, após extração de 

terceiros molares. Compararam os níveis de glutationa (GSH) e peroxidação lipídica 

(LPO), nível de dor e trismo e a presença de leucócitos, colágeno e angiogênese entre 

grupo controle e ácido hialurônico. Os pacientes foram divididos aleatoriamente entre 

o grupo que recebeu a aplicação de 0,8% de gel do ácido hialurônico nas bordas das 

feridas logo após a extração e o grupo controle que não recebeu tratamento. A resposta 

inflamatória, o estresse oxidativo, dor e trismo foram registrados imediatamente após 

a cirurgia (T0) e comparado com os resultados após uma semana (T1). Foram obtidas 

amostras de tecido da borda da região da exodontia dos terceiros molares 

imediatamente e após uma semana da cirurgia. Os espécimes obtidos para avaliação 

histológica foram embutidos em blocos de parafina, seccionados e corados com 

hematoxilina e eosina e mancha de tricromo de Masson para exame sob microscópio 

invertido de luz. A classificação da infiltração inflamatória foi estabelecida selecionando 

aleatoriamente e contando os campos com infiltração de leucócitos, angiogênese e 

fibrose (deposição de colágeno). Os autores não encontraram diferença entre os 

grupos quanto à distribuição de leucócitos, angiogênese e colágeno, GSH e LPO em 

T0. Os valores de GSH, LPO e colágeno era o mesmo em T1. Houve diferença 

estatisticamente significante na infiltração de leucócitos e a angiogênese entre os 

grupos em T1. A infiltração de leucócitos no grupo AH foi mais leve do que no grupo 

controle. A angiogênese no grupo controle foi menor do que o grupo AH. Não houve 

diferenças estatisticamente significantes na presence de dor entre os dois grupos. 

Houve uma diminuição significativa da presença de dor para ambos os grupos após 1 

semana. No 7º dia de pós-operatório, quase todos os pacientes recuperaram-se do 
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trismo e não houve diferença estatisticamente significante entre os dois grupos. 

Na tentativa de se restabelecer a arquitetura e a função do ligamento 

periodontal, além de se evitar a anquilose, evitando ou modulando a reabsorção por 

substituição, Moreira (2016) avaliou a eficácia do tratamento de discos da superfície 

vestibular de raízes de dentes bovinos, com EDTA 17%, com Emdogain® , com ácido 

hialurônico e com colágeno, através de testes de viabilidade celular, quantificação das 

citocinas IL-1ß, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-α por ensaio ELISA, além da ilustração por 

microscopia eletrônica de varredura da adesão dos fibroblastos sobre os discos de 

dentina. Foram cortados 155 discos de dentina, com 4,5 mm de diâmetro, da face 

vestibular da superfície radicular de dentes bovinos, previamente raspados ou não 

com cureta periodontal. Os discos foram regularizados, limpos e autoclavados. Os 

espécimes foram tratados com as substâncias preconizadas e colocados em placas 

de 96 poços onde foram semeadas células de culturas primárias de fibroblastos 

humanos de ligamento periodontal, que ficaram em contato com os discos por 48 h. 

A sobrevivência e a viabilidade celular na superfície dos discos foram avaliadas 

através do ensaio de XTT. A microscopia eletrônica de varredura foi utilizada para 

verificar a adesão de fibroblastos à superfície dos discos. A detecção e quantificação 

das citocinas foram realizadas pelo teste ELISA. Os resultados obtidos mostraram que 

o uso de EDTA 17% por 5 min sem agitação foi mais eficaz que os outros protocolos 

e aliado ao ácido hialurônico, foi menos citotóxico promovendo melhor viabilidade 

celular. Não foi possível assegurar a visualização dos fibroblastos em microscopia 

eletrônica de varredura. Quanto ao ensaio de ELISA, houve expressão das citocinas 

IL-1β, IL-6 e IL-8 (citocinas pró-inflamatórias), porém houve diferença estatisticamente 

significante entre a IL-6 e a IL-8. Sendo assim, os autores concluiram que o EDTA 

17% por 5 min sem agitação e o ácido hialurônico apresentaram menor índice de 

citotoxicidade aos fibroblastos do ligamento periodontal, porém houve resposta 

inflamatória pela expressão de IL-6 e IL-8.  
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2.1.2 Aplicação de EDTA  

 

 

A fim de investigar o padrão de cicatrização periodontal de defeitos do tipo 

deiscência seguindo diferentes modalidades químicas de condicionamento radicular 

Zandim et al. (2013) avaliaram defeitos medindo 3 mm de largura e 5 mm de altura, 

que foram criados cirurgicamente com instrumentos de mão nas raízes mesiais da 

maxila de seis dentes de cães. Após a acumulação de placa dental, os defeitos foram 

tratados com solução salina estéril (grupo controle) ou com condicionamento químico: 

ácido cítrico (grupo AC), ácido etilenodiaminotetracético (grupo EDTA), tetraciclina 

(grupo TTC), ácido cítrico +tetraciclina (grupo AC + TTC) ou tetraciclina + ácido cítrico 

(grupo TTC + AC). Após 3 meses de tratamento, os seguintes parâmetros clínicos 

foram avaliados: presença de placa visível, presença de sangrament gengival, 

profundidade de sondagem (PD), sangramento na sondagem, nível gengival marginal 

(MGL) e nível clínico de inserção (NCI). O condicionamento do ácido cítrico foi 

realizado pela aposição de algodão esterilizado embebido com uma solução aquosa 

saturada durante 3 min. Histologicamente as lâminas foram processadas e uma 

histometria assistida por computador foi utilizada para avaliar a formação de novo 

cemento, osso e a migração epitelial apical. A resposta de cura foi favorável em todos 

os grupos. Não pode ser observado supuração, formação de abscessos ou outra 

complicação clínica. Não foram detectadas diferenças significativas dentro e entre os 

grupos em relação aos parâmetros clínicos MGL, PD e CAL. Todos os grupos de 

tratamentos produziram melhorias significativas em termos de redução de PD E CAL. 

Foi observado novo cemento em todos os espécimes, e cementoblastos ao longo da 

superfície do cemento recém-formado. A migração apical do epitélio foi limitada ao 

terço coronário do defeito em todos os grupos de tratamento. Um tecido com fibras 

colágenas em uma disposição regular foi presente em todos os grupos, e um infiltrado 

inflamatório foi encontrado no grupo AC. O ligamento periodontal estava presente 

entre o novo cemento e o novo osso em todos os grupos. Nenhuma área de 

reabsorção e anquilose dentoalveolar estava presente. Os autores concluíram que 

todos os tratamentos renderam melhorias significativas em termos de profundidade 

de sondagem e ganho de nível clínico de inserção, no entanto, sem diferenças 
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significativas entre os grupos. A maior quantidade de cemento novo foi observada no 

grupo EDTA, enquanto menor quantidade de osso novo foi observada no grupo TTC. 

Pang et al. (2014) avaliaram o efeito do EDTA na diferenciação de células da 

polpa (DPSCs). Também investigaram se componentes liberados da dentina tratada 

com EDTA são capazes de modificarem as DPSCs. As células foram obtidas a partir 

de terceiros molares humanos e a análise realizada através da citometria de fluxo. As 

DPSCs foram semeadas em discos de dentina tratados com EDTA 17%. Após 3 dias 

de cultura, foi avaliada a adesão celular e a expressão de fibronectina usando o PCR 

em tempo real e a microscopia eletrônica de varredura (MEV). Após 21 dias de cultura, 

a expressão e a diferenciação dos genes foram investigados por PCR e calcificação 

foi observada usando a coloração por alizarin vermelho. As DPSCs foram cultivadas 

com ou sem contato direto com a superfície de dentina tratada com EDTA. O estudo 

identificou que após 3 dias de cultura, tanto a densidade celular com o nível de 

expressão da fibronectina foram significativamente maiores no grupo da dentina 

tratada com EDTA. Após 3 semanas, as DPSCs sobre os discos de dentina tratados 

com EDTA mostrarammaiores níveis de expressão de sialofosfoproteína dentinária e 

proteína de matriz de dentina 1, enquanto as DPSCs cultivadas sem contato direto 

com as superfícies de dentina tratadas com EDTA não exibiram essas descobertas. 

Os resultados mostraram que o EDTA induziu a ligação celular ediferenciação 

odontoblástica / osteoblástica, fato observado apenas no grupo em que s DPSCs 

foram colocados em contato direto com as superfícies de dentina tratadas com EDTA. 

O estudo sugere que o EDTA é benéfico para alcançando resultados bem-sucedidos 

na endodontia regenerativa. 

Zhu et al. (2015) investigaram se a regeneração do ligamento periodontal 

(PDL) poderia ser promovido pelo fator-1 alfa derivado das células do estroma (SDF1), 

que é uma proteína de quimiocinas presente em vários tipos de tecidos e células, dos 

quais os leucócitos são ativados e geralmente são induzidos por estímulos pró-

inflamatórios, como lipopolisacarídeos,TNF ou IL-1 e também pela proteína óssea 

morfogenética 7 (BMP7) capaz de induzir a transformação de células mesenquimais 

em cartilagem e osso.Os dentes premolares mandibulares de cães da raça beagle 

foram extraídos e deixados ao ar livre por 2 h, em seguida o ligamento periodontal foi 

removido com auxilio de gaze úmida. Vinte e quatro raízes foram divididas em dois 

grupos (n = 12 / grupo). As raízes do Grupo A foram tratadas com EDTA 17 % durante 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Protein&usg=ALkJrhhgGxlDNZ-A7MGsNOzreakjChU6hA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Chemokine&usg=ALkJrhgjoLuueeskMQDNNfgTVhtl5Bq1SA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Leukocyte&usg=ALkJrhj6IxRr-OWVe83llyW31GmlT3spdg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Leukocyte&usg=ALkJrhj6IxRr-OWVe83llyW31GmlT3spdg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Lipopolysaccharide&usg=ALkJrhjptFKrYuuKOgSPgnITG0FfOMMVhw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Tumor_necrosis_factors&usg=ALkJrhiqeGbYfY4uKyqFWXbscHIMY7oefg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_1&usg=ALkJrhjX8RF88nUVmutckuCJqBFhONYT3g
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24 h para conseguir a desmineralização e, em seguida, revestido com solução de 

colágeno suplementada com SDF1 e BMP7. As raízes do Grupo B foram tratadas de 

forma semelhante, exceto sendo revestidas com uma solução de colágeno prístina. A 

superfície da raiz antes do tratamento com EDTA mostrou se compacta e sem nenhum 

poro. No entanto, após o revestimento com citocina parece que essa micro-morfologia 

foi coberta e nã pode ser vista com clareza. No grupo A verificaram que aos 6 meses 

após o reimplane, o espaço intersticial entre o osso alveolar e a raiz já estava 

preenchido com um alto teor de tecido conjuntivo parecido com PDL recém-formado. 

Um tecido semelhante ao PDL composto de células em forma de fuso alinhadas com 

densas fibras de colágeno e capilares foi formado sendo considerado a cura completa. 

Foi encontrada uma alta incidência de PDL em 42% das amostras do Grupo A. No 

entanto, foi observado algumas amostras sem PDL, anquilose radicular e reabsorção 

de substituição, bem como reabsorção inflamatória nas raízes reimplantadas do 

Grupo B. Pode-se confirmar que os dentes avulsionados podem ser reimplantados 

com sucesso, mesmo em reimplante tardio. 

Em 2017, Tartari et al. tiveram como o objetivo de investigar os efeitos de 

agentes descalcificantes aplicando sozinhos ou em combinação com hipoclorito de 

sódio (NaOCl) nos componentes orgânico e inorgânico da dentina usando 

espectrofotometro (ATR-FTIR). Foram realizadas fatias de dentina de dentes bovinos 

e submetidos aos seguintes tratamentos: solução salina a 0,9%, ácido etidronico 

(HEDP) 9% e 18%, EDTA tetrasódio 5% e (EDTANa4) a 10%, EDTA trissódico 

(EDTAHNa3) 17% e ácido peracético (PAA) 0,5% e 2,0%, por 0,5-10 min. E nas 

combinações: G1 – mistura NaOCl 5%+ HEDP 18% (5 e 10 min); G2 – mistura NaOCl 

5% + EDTANa4 10% (5 e 10 min); G2 NaOCl 2,5% (5 min) + EDTAHNa3 17% (1 

min);G3 – NaOCl 2,5% (5 min) + PAA 0,5%(1 min); G4 -NaOCl 2,5%(5 min) + HEDP 

9% (5 min). Os espécimes do G2, G3 e G4 receberam aplicação final de NaOCl 2,5% 

durante 0,5-10 min. Foram verificadas as taxas de amida III/fosfato e de 

carbonato/fosfato coletados dos espécimes de dentina antes e depois da imersão nas 

soluções. Os autores concluíram que para um mesmo agente de descalcificação, 

quanto maior a concentração e o tempo de imersão, maior foi a remoção de fosfato, 

expondo a matriz de colágeno e conseqüentemente causando o aumento na taxa de 

amida III /fosfato. No entanto, diferenças significativas foram encontradas apenas 

entre as duas concentrações de PAA. PAA causou maiores aumentos da taxa de 
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amida III/fosfato, seguida de EDTAHNa3, EDTANa4 e HEDP, e que foi mantido nas 

combinações com NaOCl. Esta proporção foi significativamente reduzida em G1 e não 

alterado em G2. Devido à degradação do colágeno, a taxa de amida III / fosfato 

reduziu significativamente após o uso de NaOCl em G3, G4 e G5. NaOCl levou 

aproximadamente 0,5 s para desproteinar o colágeno da matriz exposta após a 

remoção de fosfato pelo EDTAHNa3 e PAA. O carbonato da dentina foi removido mais 

rapidamente que o fosfato por todos os agentes que foram utilizados sozinhos e em 

G3, G4 e G5. Nas combinações com NaOCl, o último irrigante usado foi responsável 

por descalcificar a amina III / fosfato e carbonato / fosfato. HEDP e EDTANa4 

causaram menor desmineralização enquanto EDTAHNa3 e PAA a maior. Tanto o 

tempo como a concentração dos agentes foram importantes para o estudo. NaOCl 

degradou a dentina da matriz orgânica mais rapidamente. As combinações do NaOCl 

e descalcificantes podem ser usadas para criar superfícies dentinárias com 

composições variáveis para interação com selantes endodônticos. 

 

 

2.1.3 Remoção do ligamento periodontal e tempo de ressecamento da superfície 

radicular 

 

 

Em reimplante dentário tardio, o ligamento periodontal desvitalizado tem sido 

removido empregando-se o hipoclorito de sódio, buscando o controle da reabsorção 

radicular. Relatos de efeito irritante no tecido conjuntivo alveolar após o seu uso, têm 

sido descritos. Isso justificou a realização do trabalho por Sottovia et al. (2006) que 

buscaram minimizar esse inconveniente. Para isso 24 ratos, divididos em 3 grupos de 

8 animais, tiveram o incisivo superior direito extraído e mantido sobre bancada para 

ressecamento por 60 min. Posteriormente, os dentes do grupo I foram imersos em 

soro fisiológico por 2 min. No grupo II, os dentes tiveram a superfície radicular 

friccionada com gaze embebida em soro fisiológico por 2 min e no grupo III a fricção 

foi feita empregando-se solução de hipoclorito de sódio a 1%. Todos os dentes tiveram 

então a superfície radicular tratada com ácido fosfórico a 37% seguido de imersão em 

solução de fluoreto de sódio fosfato acidulado a 2%, pH 5,5. Os canais foram 

obturados com pasta de hidróxido de cálcio e os dentes foram reimplantados. Os 
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animais foram sacrificados 60 dias depois e as peças contendo os dentes foram 

processadas em laboratório. Cortes transversais semi-seriados do terço médio da raiz, 

foram obtidos e corados com hematoxilina/eosina para análise histomorfométrica. Os 

resultados demonstraram que a estrutura radicular e a extensão de cemento foram 

mais afetadas pela reabsorção no grupo III. Todos os grupos foram comprometidos 

pela reabsorção radicular sendo que o tratamento realizado no grupo III foi o menos 

efetivo para o seu controle. O tratamento realizado nos grupos I e II proporcionou 

resultados semelhantes entre si. 

Ainda com o objetivo de estudar sobre a melhor forma de se remover o 

ligamento periodontal, Esper et al. (2007) testou duas técnicas mecânicas fazendo a 

preservação ou a remoção da camada de cemento. Quarenta e cinco raízes de pré-

molares saudáveis extraídos por propósitos ortodônticos foram mantidos à 

temperatura ambiente durante 1 h e depois mergulhados em solução salina para 

reidratação por 10 min. As raízes foram distribuídas por três grupos, da seguinte 

forma: grupo 1 (Controle) - o ligamento periodontal foi preservado; Grupo 2 -remoção 

do ligamento periodontal por raspagem da superfície da raiz com uma lâmina de bisturi 

(SBS); Grupo 3 - ligamento periodontal foi removido usando uma escova de cerdas 

Robinson em baixa rotação em solução de pedra-pomes e água (RBP). Os espécimes 

foram analisados histomorfométricamente e por microscópio eletrônico de varredura. 

As análises quantitativas e qualitativas dos resultados mostraram que a técnica RBP 

foi significativamente mais eficaz do que a técnica SBS para remoção dos 

remenescentes do ligamento periodontal. Ambas as técnicas preservaram a camada 

de cemento. 

Hu et al. (2010) analisaram quantitativamente os efeitos de diferentes 

concentrações e dos tempos de exposição do hipoclorito de sódio (NaOCl) na 

desproteinação dentinária. Os dentes foram tratados com 0,5%, 1% ou 2,25% de 

NaOCl durante 1, 5 ou 10 min. Uma solução de NaCl a 0,9% serviu de controle. Para 

investigar o efeito do NaOCl na superfície química da dentina de dentes humanos, a 

técnica de espectroscopia infravermelha (ATR-FTIR) foi utilizada para analisar a 

relação amida/ fosfato e carbonato/fosfato. Foi observado que a relação amida/fosfato 

diminuiu significativamente após o tratamento com NaOCl em comparação com o 

grupo controle. No grupo de tratamento com NaOCl 0,5% a proporção amida/fosfato 

foi significativamente maior que a do 1% e os tratamento com NaOCl 2,25%. Os 
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diferentes tempos de exposição (1, 5 ou 10 min) de NaOCl dentro da mesma 

concentração não influenciou a taxa de amida/fosfato. O tratamento com NaOCl não 

afetou a relação carbonato/fosfato. É recomendado o uso do NaOCl 0,5% como 

concentração para uso rotineiro na raiz para minimizar qualquer desproteinação 

dentinária. 

Ainda em 2014, Bai et al. compararam a eficácia do hipoclorito de sódio 

(NaOCl) usado em diferentes concentrações e tempos para remover o ligamento 

periodontal necrótico (PDL) a partir de dentes reimplantados e observaram os feitos 

do NaOCl na superfície e na microdureza do cemento. Foram selecionados 88 pré-

molares saudáveis com uma única raiz e mantidos secos à temperatura ambiente 

durante 1 h. Os dentes foram divididos em 11 grupos: grupo 1 (controle):as raízes não 

foram tratadas; Grupo 2: PDL necrótico foi removido com gaze; Grupos 3-11: dentes 

foram imersos em NaOCl em diferentes concentrações (1, 2,5 e 5,25%) e para 

diferentes tempos de trabalho (5, 10 e 15 min). Os espécimes de cada grupo foram 

inspecionados separadamente para analisar a integridade do cemento e a presença 

de restos PDL por histomorfometria, microscopia confocal de varredura a laser e 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Outros 14 pré-molares saudáveis com 

raízes divididas em duas partes foram selecionados para indentação pelo teste de 

microdureza Vickers antes e depois do tratamento com NaOCl. Os autores relataram 

que nos dentes tratados com NaOCl 1% durante 15 min ou NaOCl 5,25% durante 5 

min, o cemento permaneceu morfologicamente intacto sem rachaduras, e estavam 

sem restos de PDL. No grupo NaOCl a 1% durante 15 minutos a microestrutura do 

cemento foi organizada regularmente. Os dentes de cada um dos outros grupos 

exibiram danos no cemento e / ou a presença de restos de PDL. O teste de 

microdureza revelaram que o tratamento com NaOCl 1% durante 15 min ou NaOCl  

5,25% durante 5 min diminuiu significativamente a microdureza da raiz. Por isso 

indicam o NaOCl 1% durante 15 min ou NaOCl 5,25% durante 5 min pois foi efetivo 

na remoção do PDL necrótico dos dentes para reimplante tendo uma influência 

mínima sobre a integridade do cemento. Mas ressaltam que o NaOCl 1% durante 15 

min foi menos prejudicial para o cemento. 

Em um estudo histológico Barbizam et al. (2015) procurou avaliar a cura 

periodontal de dentes de cães reimplantados após 20 min (tempo curto) e 60 min 

(tempo longo) observando o tempo extraoral com e sem a aplicação de proteínas da 
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matriz de esmalte. As raízes (40 dentes) de pré-molares foram extraídas, os canais 

radiculares foram acessados, instrumentados e preenchidos usando a técnica de 

condensação lateral e a cavidade de acesso foi restaurada com amálgama. Cada raiz 

foi atribuída aleatoriamente para um dos grupos experimentais: Grupos I e II: as raízes 

foram reimplantadas após um tempo extra-bucal de 20 min. Dentro do Grupo II, 

Emdogain foi aplicado diretamente na superfície da raiz externa com cobertura 

completa. Grupos III e IV: as raízes foram reimplantadas após um tempo extra-oral de 

60 min. No grupo IV, Emdogain foi aplicado a toda a superfície da raiz externa antes 

do reimplante. As raízes que foram reimplantadas dentro de um tempo extraoral de 

10 min foram usadas como controle negativo, enquanto aquelas que foram 

reimplantadas após 90 min foi o controle positivo. Após 4 meses, os cães foram 

sacrificados, e os processos maxilares e mandibulares foram processados para 

avaliação histológica e microscópica. Este estudo mostrou que 20 min de tempo seco 

extraoral é tão prejudicial para as células PDL como 60 ou 90 min, mesmo quando 

reimplantados com um material indutivo, como o Endogain. Este estudo forneceu 

evidências fortes em relação ao limite de tempo extraoral que os dentes que sofrem 

avulsão suportam sem afetar a viabilidade celular do PDL, sugerindo que o tempo é 

menor do que o estipulado pelos guias de tratamento. 

Buscando determinar qual a concentração ótima de hipoclorito de sódio 

(NaClO) suficiente para dissolver matéria orgânica da dentina Tartari et al. (2016) 

avaliou também as alterações na composição química desta usando diferentes 

concentrações de NaOCl ao longo do tempo. Fragmentos do tecido muscular bovino 

foram pesados antes e após 5, 10 e 15 min de imersão em G1-solução salina 0,9%; 

G2-NaOCl 1%; G3-NaOCl 2,5%; e G4-NaOCl 5%. Coroas de dentes bonivo foram 

fatiadas e os fragamenos de dentina foram submetidos à mesma irrigação e absorção 

foi medida em espectrofotometro (ATR-FTIR) antes e após 0,5, 1, 2, 3, 5, 8 e 10 min 

de imersão. As proporções da absorção de amida III / fosfato e carbonato / fosfato 

também foram determinadas. Os autores verificaram que o aumento da concentração 

do NaClO e o tempo de contato intensificaram a dissolução da matéria orgânica e o 

colágeno da dentina com redução da amidaIII/ fosfato. Houve diferenças significantes 

entre todos os grupos. Foi observada diferença na dissolução de matéria orgânica aos 

10 min e na amida III / fosfato entre a solução salina e NaOCl 5% a 5 min. A relação 

carbonato/fosfato diminuiu nos grupos G2, G3 e G4 após 5 min de imersão, mas não 
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ocorreram alterações significantes nos períodos subsequentes. O estudo indica que o 

aumento do tempo de exposição e da concentração da solução de NaOCl leva a um 

aumento na dissolução do tecido e do colágeno da dentina. Além disso, alguns íons 

de carbonato são removidos da fase inorgânica da dentina pelo NaOCl. 

 

  

2.2 Citocinas Inflamatórias 

 

 

Imediatamente após um dente que sofreu um trauma de avulsão ser 

reimplantado, uma resposta inflamatória complexa ocorre como parte do processo de 

cura do periodonto, as macromoléculas da matriz extracelular são essenciais para 

criar um ambiente celular necessário durante a cicatrização e morfogênese. 

Influenciam a atividade, diferenciação, proliferação e sobrevida da célula, assim como 

atenuam ou aumentam a resposta inflamatória (Oliveira et al., 2011). 

Kim et al. (2012) em seu estudo, procurou analisar o tempo ideal para o 

reimplante tardio de dentes com periodontite. Avaliaram o processo de cicatrização 

do local do dente após a extração de dentes induzidos por periodontite em ratos. Vinte 

e oito dentes foram divididos aleatoriamente em dois grupos: um grupo de controle (n 

= 8) e um grupo teste (n = 20). No grupo teste, a periodontite foi induzida por uma 

ligadura em torno do colo do primeiro molar mandibular de todos os ratos. Duas 

semanas depois os dentes foram extraídos de todos os animais. Os animais foram 

sacrificados nos dias 0, 3, 7 e 10 após a extração e a análise histológica e imuno-

histoquímica foi realizada. Na análise histológica do grupo teste, foi encontrado um 

infiltrado de células inflamatórias abundantemente no período de 3 dias após a 

extração dentária e diminuiu gradualmente ao longo dos tempos posteriores. Na 

análise imuno-histoquímica do grupo teste, a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α) foram numerosos na área de furca. A IL-6 foi corada mais 

intensamente entre 3 e 7 dias após a extração. Já no dia 10, pequena coloração foi 

observada. A coloração com TNF-α foi mais intensa nos 3 dias após a extração e 

gradualmente enfraquecida nos tempos posteriores. Portanto, os autores concluíram 

que leva pelo menos 10 dias para que a inflamação periodontal na extração de dentes 

de ratos seja sanada. 
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Belibasakis et al. (2013) tiveram por objetivo avaliar, in vitro, o feito do 

complexo vermelho como constituinte do biofilme subgengival na regulação 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 díspar, 

Actimomyces oris, Streptococcus anginosus e Streptococcus oralis e outras 7 

espécies que não fazem parte do complexo vermelho (controle. Os biofilmes 

cresceram em placas de 24 poçossobre discos sintéticos de hidroxiapatita simulando 

superfície 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 qPCR para expressão gênica e ensaio de ELISA para 

avaliação da expressão de IL-8. Após 3 h, os biofilmes revelaram expressão da IL-8, 

porém, a presença do complexo vermelho resultou em uma maior expressão. 

Portanto, os autores concluíram que o complexo vermelho é capaz de regular a 

expressão de IL-8 no epitélio gengival, potencialmente afetando a resposta 

quimiotática dos tecidos. 

Liu et al. (2015), avaliou o ciclo inflamatório e produção de citocinas pelos 

fibroblastos do ligamento periodontal (PDLF) em contato com Porohyromonas 

gingivalis. No estudo, as células foram extraídas de tecido do ligamento periodontal e 

cultivadas em meio próprio. A seguir, elas foram semeadas em placas de 6 poços e 

incubadas até atingir a confluência do poço. A diluição bacteriana foi colocada em 

contato com as células. Para a detecção da viabilidade celular foi realizado o teste de 

MTT e para análise do ciclo celular foi utilizado um citometro. Também foram 

realizados testes de PCR em tempo real, Western blot e detecção de citocinas pelo 

ensaio de ELISA (IL-6 e IL-8). Com os resultados, os autores concluíram que a 

infecção por P. gingivalis pode modular a expressão de genes dos fibroblastos do 

ligamento periodontal que controlam o ciclo celular e a produção de citocinas 

inflamatórias, já que houve um aumento na expressão de IL-6 e IL-8, contribuindo na 

inflamação do tecido periodontal. 

Ainda avaliando a correlação entre diferentes tempos que os dentes 

permaneceram extra-alveolares e as citocinas inflamatórias e a expressão genética 

das metaloproteinases da matriz (MMPs) como parte da expressão dos genes do 

ligamento periodontal (PDL) Ahn et al. (2016) avaliaram as diferentes citocinas 



34 
 

presentes na matriz extracelular. As MMPs são endopeptidases dependentes do zinco 

e conhecidas por sua capacidade de se dividir em um ou vários constituintes da matriz 

extra-celular (ECM). A primeira fase do estudo teve como objetivo testar células PDL 

humanas ex vivo. Os dentes extraídos permaneceram em temperatura ambiente por 

15 e 30 min. As células PDL foram extraídas e analisadas por qRT-PCR. A segunda 

fase foi realizada in vivo e 36 primeiros molares maxilares de ratos Dawley Sprage 

foram extraídos e reimplantados após 15, 30 e 60 min. Foram testados os níveis de 

inflamação das citocinas e MMPS do tecido periodontal em 3, 7 e 28 dias após o 

reimplante do dente. A área reimplantada foi dissecada e analisada por RT-PCR. 

Expressões de IL-1beta, IL-6, TNF-alfa e MMP-3 e MMP-9 foram significativamente 

maiores nos dentes reimplantados. O tempo de ressecamento prolongado teve uma 

correlação direta com a indução de citocinas pró-inflamatório e MMPs em células PDL. 

Este estudo mostrou que as citocinas pró-inflamatórias foram expressas de forma 

mais significativa nos tecidos que rodeiam os dentes reimplantados. Pesquisas futuras 

devem ser realizadas de forma adicional que confirme a liberação dessas citocinas e 

que foque a inibição dessas para assim reduzir a inflamação dos dentes 

reimplantados. 

Recentemente, Bastos et al. (2017) investigaram o padrão de expressão de 

moléculas da inflamação em dentes humanos extraídos que apresentavam 

reabsorção radicular externa inflamatória (IERR) e reabsorção radicular externa por 

substituição (RERR) após reimplante. Fragmentos da raiz de 22 dentes com IERR e 

de 20 dentes com RERR foram triturados usando um homogeneizador para extrair 

moléculas inflamatórias. Interleucina-1beta (IL-1b), IL-1Ra- fator de crescimento 

transformante beta, IL-8 / CXCL8, CCL2, CCL3 e CCL5 foram medidas usando ensaio 

de imunoabsorção ligada a enzimas de ligando duplo. IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNFalfa, 

interferon gama e IL-17A foram avaliados usando o citômetro Bead Array kit Multiplex 

Th1 / Th2 / Th17. Concentrações de citocinas e quimiocinas foram comparadas nos 

grupos RERR e IERR corrigidos pela idade dos pacientes no momento da extração, 

pelo tempo de sobrevivência após o reimplante, e pelo índice de ERR, adotando um 

modelo de equação de estimativa generalizada. O grupo IERR apresentou níveis mais 

elevados de TNFalfa do que o grupo RERR, mesmo após a correção pelo índice de 

ERR (P <0,05). Os níveis de IL-1Ra foram maiores no grupo IERR para os casos 

moderados, mas maior no grupo RERR para casos de doenças graves. A 
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concentração de IL-4 tornou-se maior com o aumento da idade dos pacientes no grupo 

RERR, mas não variou no grupo IERR. Os níveis de CCL2 diminuíram com o aumento 

da idade dos pacientes no momento da extração independentemente do tipo ou índice 

de ERR. Os resultados presentes mostraram diferenças no perfil imunológico de IERR 

e RERR que pode ser relevante para entender os mecanismos biológicos subjacentes. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

Os objetivos deste estudo foram: 

• avaliar a viabilidade de fibroblastos do ligamento periodontal em 

contato com discos radiculares submetidos ou não ao ressecamento 

de superfície por diferentes tempos e tratados com EDTA 17% e com 

ou sem ácido hialurônico; 

• quantificar as citocinas inflamatórias IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α 

expressas por fibroblastos do ligamento periodontal em contato com 

os discos radiculares; 

• observar a adesão destes fibroblastos na superfície dos discos 

radiculares tratados. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 

 

 

Esta pesquisa foi submetida ao Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de 

Ciência e Tecnologia de São José dos Campos – UNESP sob o número n° 02/2017-

CEUA-ICT-SJC-UNESP (ANEXO A). 

 

 

4.1 Preparo dos discos 

 

 

Para o estudo foram utilizados 108 discos radiculares obtidos de dentes 

bovinos recém extraídos que foram mantidos congelados em água deionizada até o 

momento da utilização. Os dentes bovinos tiveram o ligamento periodontal da 

superfície radicular externa removido com solução de hipoclorito de sódio 1% por 15 

min.  

A seguir os dentes foram lavados e mantidos em água deionizada a uma 

temperatura de -18 ºC até o momento da sua utilização. Para a obtenção dos 

espécimes utilizou-se uma broca diamantada do tipo trefina, adaptada à recortadora 

de amostras circulares. O corte foi obtido sob refrigeração na face vestibular da 

superfície radicular dos dentes. Foram obtidos dois a três discos por dente. Os discos 

obtidos apresentam 2 mm espessura por 4,5 mm de diâmetro e foram recortados dos 

terços cervical, médio e apical (Figura 1). 
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Figura 1 - Obtenção dos discos de dentina com cemento 

Legenda: A) adaptação das raízes bovinas na recortadora de amostras circulares e obtenção dos 
discos de dentina e cemento; B) discos recortados e separados por terços cervical, médio e apical. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Os discos foram adaptados a dispositivos e regularizados em lixadeira politriz 

(DP 10 – Panambra), com a superfície dentinária voltada para a lixa. A superfície 

radicular externa contendo o cemento não foi tocado. Foram utilizadas lixas d’água de 

carbeto de silício de granulação crescente (1200 e 2400) com a finalidade de se obter 

uma superfície lisa, polida e uniforme, padronizando a altura das amostras em 2mm 

em Paquímetro digital (Absolut Digimatic, Mitutoyo Sul Americana; Santo Amaro, São 

Paulo, Brasil) (Figura 2).  

 

Figura 2 - Padronização da altura dos discos de dentina e cemento 

 

 

 

 

 

Legenda: A) paquímetro digital para padronizar a altura de 2mm dos discos e adaptador de amostra 
circular de diâmetro 4,5mm; B) adaptador de amostra circular sobre a lixadeira da politriz.  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

B A 

B A 
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A seguir os discos foram limpos em cuba ultrasônica por 5 min (Ultrasonic 

Cleaner– 1440D da Odondobras, São Paulo, Brasil) (Figura 3). 

 

 

Figura 3 – Limpeza dos discos em cuba ultrasônica 

Legenda: A) discos de dentina e cemento sobre placa de petri em cuba ultrasônica; B) cuba ultrasônica. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.1.1 Tratamento dos discos com EDTA e ácido hialurônico  

 

 

Os discos foram divididos em 9 grupos de acordo com o tempo de 

ressecamento e o tratamento ou não com ácido hialurônico (HyStem, Sigma-Aldrich 

Brasil LTDA., São Paulo, Brasil) (Figura 4).  

 

 

 

 

B 

A A B 
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Figura 4 - Divisão dos grupos experimentais 

 

 

Legenda: AH: ácido hialurônico. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Os discos foram esterilizados em concentrações decrescentes de álcool 

(100%,90%,80% e 70%) durante 10 min cada e em seguida lavados com PBS estéril. 

Os discos foram deixados em PBS durante a noite a 4 ℃ (Nör et al, 2001). Os grupos 

que receberam ressecamento, foram deixados em temperature ambiente sobre a 

superfície da bancada, pelos períodos de 1 h e 24h, respectivamente. Nos grupos sem 

ressecamento, imediatamente após a esterilização dos discos estes foram levados a 

câmara de fluxo laminar e colocados em contato com os tratamentos preconizados e 

posteriormente com os fibroblastos. 

Os grupos que receberam aplicação de EDTA, os discos foram mergulhados 
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por 5 minutos em EDTA 17% (Biodinâmica Quim. e Farm. LTDA. Paraná, Brasil) em 

quantidade suficiente para cobrir a superfície dos mesmos. Após o EDTA foi aspirado 

e em seguida os discos lavados com 5 ml de PBS e aspirado em seguida (Figura 5A).  

Já os grupos que receberam o ácido hialurônico, este após o preparo 

conforme a recomendação do fabricante, foi retirado do frasco com ajuda de uma 

seringa de 3ml e colocado em uma placa de petri, em seguida com um microbush foi 

aplicado 1 gota (10μL) e espalhada sobre a superfície dos discos. (Figura 5 B e C).  

 

 

Figura 5 – Tratamento dos discos com EDTA 17% e ácido hialurônico 

 

Legenda: A) Aplicação de edta 17% nos discos com cemento. B) Aplicação de ácido hialurônico nos 
discos com microbush. C) Seringa para etirada do ácido hialurônico do frasco pre- preparado. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Após os diferentes procedimentos e tratamentos, os discos foram colocados 

em placas de 96 poços onde ficaram em contato com as células para a realização dos 

testes de viabilidade celular por ensaio de XTT e microscopia eletrônica de varredura. 

A 

B 

C 

B 
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4.2 Cultivo das células 

 

 

Para o experimento foram utilizadas células de fibroblastos provenientes de 

cultura primária do ligamento periodontal humano (PDLF) adiquiridas sob o Código: 

CC-7049 – HPdLF-Peridon Lig Fibro SCGM, cryo amp (1 unidade), lote: 0000442484; 

Lonza do Brasil Especialidades Quim Ltda, Salto, SP – Brasil). As células foram 

semeadas em meio de cultura previamente preparado e, constituído por meio mínimo 

essencial de Dulbecco (DMEM) (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), suplementado com 

soro fetal bovino a 10% (SFB) além de, solução de penicilina (10.000 UI/mL) e 

estreptomicina (10 mg/mL) (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil) (Figura 6 A). A cultura 

celular foi realizada em frascos próprios para cultivo (Techno Plastic Products AG., 

Zollstr, Suiça). Em seguida, estes foram levados para estufa a 37 ºC com tensão de 

CO2 5% em umidade relativa 100% (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) (Figura 6 B). 

 

 

Figura 6 – Material para cultura de células 

 

 

Legenda: A) meio de cultura (DMEM), PBS e Tripsina; B) frasco utilizado para cultivo de células. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

A B 
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4.2.1 Descongelamento 

 

 

Todos os procedimentos foram realizados dentro da capela de fluxo laminar 

(Grupo Veco, Campinas, Brasil). Em um frasco grande para cultura de célula 

(garrafa 75 cm3 – 270 mL), foram pipetados 10 mL de meio de cultura preparado; 

esse procedimento foi realizado com antecedência, para que a tensão superficial do 

frasco e do meio fosse quebrada. 

No livro de registros do banco de células foram selecionados o puxador e a 

caixa do tambor de nitrogênio (Thermo Fisher Scientific Inc, E U A ) que contém as 

células desejadas (Figura 7 A). 

Um tubo criogênico (Andradeslab, São Paulo, Brasil) foi removido e levado 

imediatamente para o banho-maria (Petrodidática Indústrias e Comércio Ltda, São 

Paulo, Brasil) até o descongelamento do mesmo. O tubo foi levado rapidamente para 

capela de fluxo laminar e o seu conteúdo despejado no frasco de cultivo contendo 

meio de cultura (Figura 7 B). 

 

 

Figura 7- Descongelamento das células PDLF 

 

 

Legenda: A) remoção do puxador e da caixa do tambor de nitrogênio; B) tubo criogênico contendo células 
PDLF. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

B A 



44 
 

O frasco foi levado ao microscópio de luz invertida (Leica DFC295 

Microsystems Ltd, Heerbrugg, Suiça) para verificação da presença de células e em 

seguida à estufa a 37 ºC com tensão de CO2 5% e umidade relativa 100% (Thermo 

Fisher Scientific Inc, EUA). 

 

 

4.2.2 Troca de meio 

 

 

A cada 48 h o meio de cultura celular foi trocado. O frasco de cultivo contendo 

as células foi removido da estufa, e as células foram verificadas no microscópio. 

O meio de cultura foi aspirado com pipeta e em seguida as células foram lavadas 

com 5 mL de PBS (solução salina de tampão de fosfato) (Cultilab Ltda, Campinas, 

Brasil) para remoção de células mortas. Foram adicionados 10mL de um novo meio 

de cultura ao frasco, e este levado novamente à estufa. 

 

 

4.2.3 Subcultura 

 

 

Quando as células crescerem a ponto de ocupar quase todo o frasco (80% de 

confluência) após um período médio de cultivo entre 36 a 48 h, foi necessário realizar 

a subcultura, passando as células de um frasco de cultivo para dois ou mais, de 

acordo com o crescimento celular (Figura 8 A). 

As células foram removidas da estufa e levadas à capela de fluxo laminar, o 

meio de cultura presente no frasco de cultivo foi aspirado. Em seguida, as células 

foram lavadas com 5 mL de PBS e este foi aspirado, por conseguinte. Foram 

adicionados ao frasco 3 mL de solução de tripsina 0,25% (Cultilab Ltda, Campinas, 

Brasil), utilizada para destacar as células. Este frasco foi levado à estufa por 5 min 

e, em seguida, leves batidas na parte inferior do frasco foram realizadas, para auxiliar 

na remoção das células. Logo após foram adicionados 6 mL de meio fresco sobre as 
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células, neutralizando a tripsina. 

Todo o conteúdo do frasco foi transferido para um tubo Falcon de 15ml, e este 

levado à centrífuga Centrifuge 5430 (Eppendorf AG 22331, Hamburg, EUA) por 5 min 

a 500 rcf, e, ao ser retirado, ocorreu a formação de um precipitado de células, 

denominado pelet (Figura 8 B). O sobrenadante foi novamente aspirado e as células 

ressuspendidas em 1 mL de meio fresco. 

Após bem homogeneizada, a suspensão foi dividida em dois ou mais frascos 

de cultivo de mesmo tamanho, contendo 10 mL de meio de cultura cada. Os frascos 

foram levados novamente à estufa, onde permaneceram até a troca de meio e/ou 

realização de uma nova subcultura. Esse procedimento foi realizado até se obter a 

quantidade necessária de células para a realização do teste  

‘ 

 

Figura 8 – Subcultivo das células PDLF  

 

 

Legenda: A) remoção das células de um frasco de cultivo para dois frascos durante o subcultivo; B) 
preciptado celular (pelet). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.2.4 Contagem de células 

 

 

A contagem de células foi realizada antes do plaqueamento para que a 

mesma quantidade de células fosse colocada em cada poço das placas. Foram 

realizados os mesmos passos da subcultura até a obtenção do pelet, sendo que nesse 

caso, as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio fresco. Dessa suspensão, 

foram retirados 10 μL, quantidade necessária levada à câmara de Neubauer (Labor 

Optik GmbH, Alemanha) onde foi realizada a contagem do número de células ao 

microscópio (Figura 9). 

 

 

Figura 9 – Preparo para realização da contagem celular 

 

 

Legenda: A) câmara de Neubauer para contagem celular; B) 10 μL de meio sendo colocado no interior 
do compartimento da câmara de Neubauer. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Para obtenção da quantidade de células por mL, foi utilizada a seguinte 

fórmula: C x 104 = n° células/mL, Onde C corresponde à média das células viáveis 

encontradas nos quadriláteros periféricos presentes na câmara de Neubauer. Foram 

plaqueadas 10 mil células em 200 μL de meio em cada poço. 

B 
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4.2.5 Plaqueamento 

 

 

Após a verificação da quantidade de células necessárias para o estudo, foi 

realizado o plaqueamento em placas de 96 poços. Cada disco foi colocado em um 

poço da placa com a face dentinária voltada para baixo, foram colocados 5 discos do 

terço cervical, 4 do terço médio e 3 do apical, totalizando os 12 discos por grupo, 

sendo dois discos para realização do MEV (Figura 10 A) Após 200 µL de meio com 

células foi adicionado ao poço de forma que todo o disco tenha contato com o meio 

(Figura 10 B). A quantidade de células a ser utilizada foi de 10 mil células por 200 µL 

de meio utilizado. As placas foram levadas à estufa a 37 ºC, tensão de 5% de CO2 

com 100% de umidade, onde permaneceram por 48h. 

 

 

Figura 10 – Placa de 96 poços com os discos de dentina e cemento 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A) discos de dentina e cemento distribuidos nos poços; B) plaqueamento de 200 µL de meio 
contendo 10 mil células PDLF. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

 

B A B 
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4.3. Viabilidade celular - Ensaio XTT  

 

 

O teste XTT baseia-se na habilidade de enzimas mitocondriais da atividade 

metabólica de células ativas em reduzir moléculas de 2,3-bis (2-methoxy- 4-nitro-5-

sulphophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) em sal solúvel formazan, de cor 

alaranjada detectável por uma absorbância de 490 nm (Scelza et al., 2012). Dez 

discos de cada grupo foram submetidos ao teste do XTT.  

O teste XTT inicia-se com o preparo dos reagentes. A solução de XTT foi 

preparada diluindo-se 10 mg do pó de XTT, pesado em balança de precisão, em 10 

mL de PBS. Após foram acrescentados ao XTT preparado, PBS e Menadiona. 

Para cada 40 µL do XTT preparado foram colocados 158 µL de PBS e 2 µL de 

menadiona (pó + acetona) (Figura 11). 

 

 

Figura 11 – Ensaio de XTT 

 

 

Legenda: A) frasco contendo pó do XTT; B) becker contendo XTT diluído em PBS; C) solução de XTT 
protegida da luz com papel alumínio; D) XTT em contato com as células nas placas de 96 poços; E) 
placas envoltas em papel alumínio para proteger da luz; F) placas protegidas com papel alumínio 
levadas a estufa por 3 h. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

D 

A 
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Os discos foram removidos da placa de 96 poços, lavados em PBS e 

transferidos para outra placa de 96 poços, com 200 µL da solução de XTT em cada 

poço. As placas foram levadas à estufa por 3 h a 37° C envolvidas em papel alumínio 

devido à sensibilidade da solução à luz.  

Após este período os discos foram retirados dos poços e as placas foram 

levadas ao espectrofotômetro (Asys 41 Hitech GmbH, Áustria) para leitura dos 

resultados em comprimento de onda de 490 nm. Os outros 2 discos foram preparados 

para microscopia eletrônica de varredura em M.E.V de baixo vácuo (Scanning 

Micrscope – JSM – 840A jeol, Tóquio, Japão). 

 

 

4.4 Verificação da adesão celular por MEV  

 

 

A verificação da adesão celular de fibroblastos á superfície dos discos foi 

realizada por microscópio eletrônico de varredura (MEV), de caráter ilustrativo. Para 

isto, as células foram colocadas sobre os discos de dentina com cemento já tratados, 

e incubadas em meio de Eagle modificado por DMEM por 48h (Figura 12 A). As células 

foram fixadas em PBS contendo 4% (v/v) de paraformaldeido por 1 h e depois, 

desidratadas em sequência de etanol (10%, 25%, 50%, 75%, 90%) por 20 min em 

cada em etanol 100% por 1 h e deixadas em estufa 37 °C por 24 h 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 vácuo de 8 nm. Após, as 

amostras foram colocadas em stubs, fixados com fita carbono e posicionadas na 

câmara do Microscópio Eletrônico de Varredura Inspect S50 (FEI) e submetidas a 

vácuo. Foi utilizado o detector de elétron secundário LFD (Large Field Detector), bem 

como voltagem de 12.5 HV e Spot 5 (Figura 12 B). 
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Figura 12 – Discos para realização de análise por MEV 

 

 

Legenda: A) discos de dentina e cemento distribuidos nos poços com o meio e células; B) discos 
colocados em stub e metalizados para análise de MEV. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.5 Quantificação de citocinas pelo teste de ELISA (ELISA - enzymelinked 

immunosorbent assay)  

 

 

Para a quantificação de citocinas, foi utilizado o sobrenadante dos 10 discos 

de cada grupo tratados e mais o grupo controle (disco sem tratamento e somente no 

meio de cultura com células). Os discos foram colocados em placas de 96 poços 

contendo 200 µL de meio de cultivo e 10 mil células por poço e foi aguardado um 

período de 48 h para o crescimento das mesmas. Os discos foram removidos e o 

sobrenadante foi congelado para ser utilizado para o teste (Figura 13). 

 

 

 

B A 
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Figura 13 - Obtenção do sobrenadante dos discos para o teste de ELISA 

 

 

Legenda: A) meio com as células que não aderiram na superfície dos discos; B) sobrenadante 
armazenado em tubos falcon de 15ml para congelamento. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

O ensaio de ELISA foi realizado em dois dias com o uso de kits laboratoriais 

específicos (Human Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, EUA). No primeiro dia, 4 

placas de 96 poços foram sensibilizadas com 100 µL de PBS e anticorpo de captura 

para cada citocina estudada (IL-6, IL-8, IL 1β e TNF-α) e para o levantamento da curva 

padrão. As placas foram cobertas com filme plástico e deixadas sobre a bancada até 

o dia seguinte (Figura 14). No segundo dia de teste, os poços foram lavados 3 vezes 

com 300 µL de solução tampão (tampão de lavagem) sendo esta composta por 980 

mL de água destilada e 20 mL de Wash Buffer.  

 

 

 

 

 

 

B A 
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Figura 14 – Placa de 96 poços para o teste de ELISA 

 

 

Legenda: placa de 96 poços sensibilizada com 100 µL de PBS e anticorpo de captura para cada citocina 
estudada (IL-6, IL-8, IL 1β e TNF-α). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

A seguir, as placas foram batidas em guardanapo para completa secagem dos 

poços. O próximo passo foi a colocação de 300 µL de solução de bloqueio (ou 

reagente diluente) na proporção de 100 mL de PBS para 1 g de BSA. As placas 

ficaram em repouso por 1 h.  

Enquanto isso, as curvas padrão de cada citocina foram preparadas (5 grupos 

com 5 amostras cada). Foram colocados 600 µL do reagente diluente nos primeiros 

eppendorfs de cada padrão e 300 µL nos demais (7 eppendorfs em cada caso). O 

anticorpo de captura foi colocado no 1º eppendorf de cada grupo, sendo que sua 

quantidade foi calculada de acordo com o manual do fabricante. A diluição foi realizada 

passando-se 300 µL do 1º eppendorf para o 2º e assim por diante (Figura 15). 
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Figura 15 – Preparo da Curva padrão para o teste de ELISA 

 

 

Legenda: eppendorfs contendo as diluições do anticorpo de captura, específico para cada citocina, para 
confecção da curva padrão. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Após essa 1 h de repouso, as placas foram novamente lavadas 3 vezes com 

300 µL de solução de lavagem e secas em guardanapo. Para a montagem das placas, 

foram colocados 100 µL do padrão nas duas primeiras colunas (duplicata) e 100 µL 

das amostras nos demais poços (também em duplicata). As amostras foram coletadas 

do sobrenadante dos poços plaqueados com células e discos tratados. Foi aguardado 

um período de 2h com as placas tampadas sobre a bancada.  

Novamente, após esse período, as placas foram lavadas 3 vezes com 300 µL 

de solução de lavagem e secas. Foram acrescidos 100 µL do anticorpo de detecção 

em cada poço (10 mL de PBS por placa e 55,56 µL do anticorpo de detecção). Mais 

uma vez, foi aguardado um período de 2 h.  

A próxima etapa consistiu na lavagem das placas 3 vezes com 300 µL de 

solução de lavagem, secagem das placas e aplicação de 100 µL de streptavidina em 

cada poço (na proporção de 85 µL de estreptavidina para 17 mL de PBS). As placas 

foram cobertas com papel alumínio e esperado 20 min. A seguir, as placas foram 

lavadas por 3 vezes com 300 µL de solução de lavagem, secas e foi acrescido 100 µL 

da solução A+B (em quantidades iguais) por poço (Figura 16). 
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Figura 16 – Placa de 96 poços com a solução A+B para o teste de ELISA 

 

 

Legenda: poços contendo 100 µL da solução A+B. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

As placas foram novamente envoltas por papel alumínio e esperou-se 20 min 

para a reação. O material dos poços não foi removido e foram adicionados 50 µL de 

solução stop (ácido sulfúrico 2N) em cada poço para parar a reação. O 

desenvolvimento e a intensidade da cor foram quantificados levando-se as placas 

para um espectrofotômetro com comprimento de onda de 450 nm (Figura 17 A e B). 
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Figura 17 – Placa de 96 poços com a solução de stop para o teste de ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A) pipeta contendo 50 µL de solução stop (ácido sulfúrico 2N) para cada poço; B) placa de 
96 poços com a reação complete para leitura em espectrofotômetro. 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.6 Análise estatística 

 

 

Os testes ANOVA e Tukey (α = 0,05) (Graph Pad Prism for Windows-2006) 

foram utilizados para as análises estatísticas de viabilidade celular e expressão de 

citocinas. 

As variáveis experimentais para a avaliação da viabilidade celular do estudo 

foram a aplicação ou não de EDTA 17% por 5 min e ácido hialurônico na superfície 

de discos de dentina com cemento no tempo de ressecamento de 1h, 24h e sem 

ressecamento. 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Viabilidade celular pelo teste de XTT  

 

 

5.1.1 Análise descritiva 

 

 

Na Tabela 1 apresentam-se os valores, em porcentagem, de média e desvio-

padrão da viabilidade celular obtidos nos grupos estudados. A maior média (148,39) 

foi observada no grupo sem ressecamento para o tratamento EDTA+ácido hialurônico. 

As menores médias foram observadas no grupo controle, independente do tempo 

avaliado. Verifica-se que houve um aumento dos valores médios para o grupo EDTA 

conforme o tempo de ressecamento.  

 

 

Tabela 1 – Valores de média±desvio-padrão da viabilidade celular (%) em cada grupo 

Tratamento 
Ressecamento da superfície 

Sem  1h 24h 

Controle 100 ± 18,78 100,03 ± 20,20 100,02 ± 30,68 

EDTA 104,59 ± 39,19 104,78 ± 23,97 112,83 ± 31,34 

EDTA+AH 148,39 ± 48,38 144,91 ± 43,61 141,57 ± 28,30 

Legenda: controle: sem aplicação de EDTA 17% e sem ácido hialurônico, EDTA: com aplicação de 
EDTA 17% e sem aplicação de ácido hialurônico e EDTA+AH: com aplicação de EDTA 17% e com 
aplicação de ácido hialurônico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

A figura 18 apresenta graficamente a análise descritiva das médias e desvio-

padrão dos valores de viabilidade celular (%) evidenciando as diferenças obtidas entre 

os grupos experimentais. 
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Figura 18 - Gráfico de colunas (média ± dp) dos valores de viabilidade celular segundo 

os tratamentos da superfície dos discos de dentina/cemento sem ressecamento e com 

ressecamento de 1h e 24h 

 

 

Legenda: controle: sem aplicação de EDTA 17% por 5 min e de ácido hialurônico; EDTA: aplicação de 
EDTA 17% por 5 min; EDTA + AH: aplicação de EDTA 17% por 5 min seguido de ácido hialurônico. 
Fonte: GraphPad Prism Inc.6.01(San Diego, CA, EUA). 

 

 

5.1.2 Análise Inferencial 

 

 

5.1.2.1 Grupo sem ressecamento da superfície radicular 

 

 

Na tabela 2 apresentam-se os efeitos dos tratamentos da superfície radicular 

sem ressecamento. Segundo o teste ANOVA 1-fator, o fator tratamento apresentou 

efeito estatisticamente significante (p<0,05) na viabilidade celular. 
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Tabela 2 – Resultados do teste ANOVA (Análise de Variância) 1 fator, para o fator 

viabilidade celular sem ressecamento 

 

Fatores SQ GL MQ F P 

Tratamento  11278 2 5639 3,845 0,0378* 

Residuos 30794 21 1466   
Total 42072 23       

Legenda: SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: quadrado médio; F: razão; p: p-valor; * 
diferenças estatisticamente significantes (p<0,05). 
Fonte: GraphPad Prism Inc.6.01(San Diego, CA, EUA). 

 

 

Na tabela 3 são apresentados os valores de média (%) e desvio-padrão 

referentes à viabilidade celular e os resultados do teste Tukey para o fator tratamento. 

Verificou-se que os grupos controle e EDTA diferiram significantemente do grupo 

EDTA+AH quantos aos tratamentos avaliados sem ressecamento do cemento.  

 

 

Tabela 3 – Valores de média e desvio padrão da viabilidade celular (%) e resultados 

do testeTukey para o fator tratamento 

 

Tratamentos Média ± DP Grupos Homogêneos* 

Controle 100 ± 18,78 A  
EDTA 104,59 ± 39,19 A  

EDTA+AH 148,39 ± 48,38  B 

Legenda: *as médias acompanhadas da mesma letra não apresentam diferenças estatisticamente 
significantes.  
Fonte: GraphPad Prism Inc.6.01(San Diego, CA, EUA). 

 

 

5.1.2.2 Grupo com 1 h de ressecamento da superfície radicular 

 

 

Na tabela 4, apresentam-se os efeitos dos tratamentos da superfície radicular 

com 1 h de ressecamento. Segundo o teste ANOVA 1-fator, observou-se que houve 

diferenças estatisticamente significantes (p<0,05) para o fator tratamento. 
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Tabela 4 – Resultados do teste ANOVA 1 fator, para o fator tratamento com 1 h de 

ressecamento 

 

Fatores SQ  GL MQ F  P 

Tratamento 8889 2 4445 4,859 0,0191* 

Residuos 18295 20 914,7   

Total 27184 22    
Legenda: SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: quadrado médio; F: razão; p: p-valor; * 
diferenças estatisticamente significantes (p<0,05). 
Fonte: GraphPad Prism Inc.6.01(San Diego, CA, EUA). 

 

 

Na tabela 5 são apresentados os valores de média (%) e desvio padrão 

referentes à viabilidade celular e os resultados do teste Tukey para o fator tratamento. 

Observa-se que a maior media foi apresentada pelo grupo EDTA+ AH, que diferiu 

significantemente dos grupos controle e EDTA. 

 

 

Tabela 5 – Valores de média (%) e desvio-padrão da viabilidade celular e resultados 

do teste Tukey para o fator tratamento 

 

Tratamentos Média± DP Grupos Homogêneos*   

Controle 100,03 ± 20,20 A   

EDTA 104,78 ± 23,97 A   

EDTA+AH 144,91 ± 43,61   B  

Legenda: *as médias acompanhadas da mesma letra não apresentam diferenças estatisticamente 
significantes.  
Fonte: GraphPad Prism Inc.6.01(San Diego, CA, EUA). 
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5.1.2.3 Grupo com 24 h de ressecamento da superfície radicular 

 

 

Na tabela 6 apresentam-se os efeitos dos tratamentos da superfície radicular 

com 24h de ressecamento. Segundo o teste ANOVA 1-fator, o fator tratamento 

apresentou efeito estatisticamente significante (p<0,05) na viabilidade celular. 

Tabela 6 – Resultados do teste ANOVA 1 fator, para o fator tratamento com 24 h de 

ressecamento 

 

Fatores SQ GL MQ F P 

Tratamento 6687 2 3344 3,5 0,0488* 

Residuos 20061 21 955,3   

Total 26749 23       

Legenda: SQ: soma dos quadrados; GL: grau de liberdade; MQ: quadrado médio; F: razão; p: p-valor; * 
diferenças estatisticamente significantes (p<0,05). 
Fonte: GraphPad Prism Inc.6.01(San Diego, CA, EUA). 

 

 

Na tabela 7 são apresentados os valores de média (%) e desvio-padrão 

referentes à viabilidade celular e os resultados do teste Tukey para o fator tratamento. 

Observa-se que a maior média foi apresentada pelo grupo EDTA+AH, que diferiu 

significantemente do grupo controle. O grupo EDTA apresentou comportamento 

intermediário, sem diferenças significantes entre os demais grupos.  

 

 

Tabela 7 – Valores de média (%) e desvio-padrão da viabilidade celular e resultados 

do teste Tukey para o fator tratamento 

 

Tratamentos Média± DP Grupos Homogêneos* 

Controle 100,02 ± 30,68 A  

EDTA 112,83 ± 31,34 A B 

EDTA+AH 141,57 ± 28,30  B 
Legenda: *as médias acompanhadas da mesma letra não apresentam diferenças estatisticamente 
significantes.  
Fonte: GraphPad Prism Inc.6.01(San Diego, CA, EUA). 
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5.2 Quantificação de citocinas pelo teste de ELISA 

 

 

O teste de ELISA foi realizado para avaliar a expressão das citocinas IL 1β, IL-

6, IL-8 e TNF-α pelos fibroblastos do ligamento periodontal frente as superfícies 

radiculares tratadas com as substâncias testadas. Podemos observar nas figuras 19, 

20, 21 e 22 as curvas padrão e as médias para cada citocina e sua expressão. 

Verifica-se na figura 19 o padrão de expressão da interleucina 1β. Observa-se 

que houve a expressão desta interleucina nos tratamentos: EDTA+AH (sem 

ressecamento), EDTA (1 h de ressecamento), controle (24 h de ressecamento) e 

EDTA para 24h de ressecamento. 
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Figura 19 – Gráficos de curva padrão e média para a IL-1β em células de PDLF  

 

 

Fonte: Microsoft Excel. 

 

 

A figura 20 apresenta o padrão de expressão da interleucina 6. Verifica-se que 

para os grupos sem ressecamento e 1 h de ressecamento, os tratamentos EDTA e 

EDTA+AH não conseguiram reduzir a expressão desta citocina em relação aos seus 
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respectivos controles. Contudo, no grupo 24h de ressecamento, os tratamentos EDTA 

e EDTA+A conseguiram reduzir a expressão da IL-6 em relação ao controle. 

 

 

Figura 20 – Gráficos de curva padrão e média para a IL-6 em células de PDLF  

 

 

Fonte: Microsoft Excel. 
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A figura 21 apresenta o padrão de expressão da interleucina 8. Observa-se 

que para os grupos sem ressecamento não houve diferenças na expressão desta 

interleucina quantos aos tratamentos em relação ao seu grupo controle. Para o grupo 

1 h de ressecamento, os tratamentos EDTA e EDTA+AH aumentaram a expressão 

desta citocina em relação ao seu controle. Para o grupo 24h de ressecamento, os 

tratamentos com EDTA e EDTA+AH reduziram a expressão da IL-8 em relação ao 

seu grupo controle. 
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Figura 21 – Gráficos de curva padrão e média para a IL-8 em células de PDLF  

 

Fonte: Microsoft Excel. 

 

 

Na figura 22 estão apresentados o padrão de expressão do TNF-α. Observa-

se que para os grupos sem ressecamento não houve diferenças na expressão desta 

citocina quanto aos tratamentos. Para o grupo 1 h de ressecamento, os tratamentos 

EDTA e EDTA+AH reduziram a expressão desta citocina em relação ao grupo 

controle. Para o grupo 24h de ressecamento, o tratamento com EDTA mostrou maior 
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redução na expressão do TNF-α, quando comparado aos demais grupos. 

 

 

Figura 22– Gráficos de curva padrão e média para o TNF-α em células de PDLF  

 

Fonte: Microsoft Excel. 
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5.3 Imagens ilustrativas da adesão celular por Microscopia Eletrônica de 

Varreduda (MEV) 

 

 

As imagens ilustrativas da adesão de fibroblastos na superfície dos discos de 

dentina com cemento, de acordo com os tratamentos de superfície estão 

representadas na figura 23. 

Verifica-se na figura 23 que houve adesão celular em todos os grupos, com e 

sem ressecamento da superfície radicular diante de todos os tratamentos 

preconizados. 
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Figura 23 – Fotografia ilustrativa da adesão de fibroblastos na superfície do cemento 
nos discos de dentina e cemento dos grupos sem ressecamento, 1 h e 24h de 
ressecamento. Imagem por MEV - aumento 1000x 

 

 

Legenda: grupo sem ressecamento da superfície radicular: A) controle; B) EDTA 17%; C) EDTA 17% e 
ácido hialurônico; grupo 1 h de ressecamento: D) controle; E) EDTA 17%; F) EDTA 17% e ácido 
hialurônico; grupo 24 h de ressecamento:G) controle; H) EDTA 17%; I) EDTA 17% e ácido hialurônico. 
Seta vermelha: núcleo do fibroblasto. 
Fonte: MEV. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

6.1 Discussão da Metodologia 

 

 

Os métodos de estudo in vitro apresentam vantagens em relação aos in vivo 

tais como limitar o número de variáveis experimentais, obter dados significativos mais 

facilmente, e além do período de teste ser, em muitos casos, mais curto. O problema 

da extrapolação dos dados obtidos in vitro para a aplicação clínica dos biomateriais 

pode ser superado pelo uso de materiais de referência apropriados, atualmente em 

uso em clínicas (Rogero et al., 2003). 

Estudos com estes métodos demonstraram que os testes com culturas 

celulares podem ser utilizados com sucesso, pois são reprodutíveis, rápidos, sensíveis 

e financeiramente acessíveis para a execução do estudo de biocompatibilidade in vitro 

(Schwarze et al., 2002; Brackett et al., 2010). 

Existem vários métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de biomateriais, 

utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em colocar 

o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de 

mamíferos, verificando-se as alterações celulares por diferentes mecanismos, entre 

os quais a incorporação de corantes vitais (Cruz et al., 1987; Guess et al., 1965; Bin 

et al., 2012; Camargo et al., 2014; Silva GO et al., 2016; Martinho et al., 2017). 

O parâmetro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular, 

que pode ser evidenciado com auxilio de corantes solúveis em água e que passa 

através da membrana celular, concentrando-se nos lisossomos, fixando-se por 

ligações eletrostáticas hidrofóbicas em sítios aniônicos na matriz lisossomal. Portanto 

é possível distinguir entre células vivas e danificadas ou mortas, pela medida da 

intensidade de cor da cultura celular (Ciapetti et al.,1996). 
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Neste estudo, foi utilizado o teste de viabilidade de fibroblastos do ligamento 

periodontal, o teste de XTT, que é um ensaio de citotoxicidade que se baseia na 

habilidade de enzimas mitocondriais da atividade metabólica de células ativas em 

reduzir moléculas de 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5- sulphophenyl) - 2H-tetrazolium-

5carboxanilide em sal solúvel formazan de cor alaranjada (Scelza et al., 2012).  

As formazanas são excessivamente insolúveis em água, portanto, foi 

desenvolvido o corante derivado de MTT, o XTT, que produz formazanas mais 

intensamente coloridas e solúveis em água, facilitando assim a leitura no 

espectrofotômetro (Cory et al., 1991). O uso de XTT simplifica muito o processo de 

medição da proliferação, e é, portanto, uma excelente solução para a quantificação e 

viabilidade celular sem usar isótopos radioativos.  

A presença de vitalidade das células do ligamento periodontal (PDL) aderidas 

à raiz é o fator mais importante correlacionado a um bom prognóstico a longo prazo 

dos dentes avulsionados (Andreasen et al., 1981). Os dentes que sofrem avulsão e 

são mantidos em condições de ressecamento estão associados à reabsorção radicular 

inflamatória que se desenvolve como resultado da falta de PDL viável (Dos Santos et 

al., 2009). Tronstad em 1988, já relatou que "a reabsorção radicular progressiva pode 

ser tratada com uma alta taxa de sucesso, enquanto que a reabsorção radicular de 

reposição ainda permanece além da nossa competência clínica". O foco deste estudo 

foi direcionado para a preservação das células PDL, procurando avaliar como o tempo 

extraoral pode interferir nesta vitalidade para assim aumentar a regeneração do 

ligamento periodontal.  

O ensaio de ELISA, um teste imunoenzimático que se baseia na interação 

antígeno-anticorpo para detecção de anticorpos específicos, foi utilizado neste estudo 

com o objetivo de se detectar a presença ou não de algumas citocinas pró e anti-

inflamatórias expressas pelos fibroblastos após o contato com determinadas 

substâncias que foram utilizadas na tentativa de melhorar a adesão destas células 

sobre a superfície radicular, em casos de reimplante dentário.  

Diomede et al., em 2014, utilizaram o teste de ELISA para detectar citocinas 

próinflamatórias após a exposição de células à um cimento à base de metacrilato, 
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assim como Shibata et al., também em 2014, utilizou do mesmo ensaio para verificar 

a presença das citocinas em fibroblastos do ligamento periodontal humano.  

Os processos inflamatórios são mediados pelas citoquinas pró-inflamatórias 

que estão envolvidas em todas as etapas da inflamação desde a iniciação até a sua 

resolução. As citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 e TNF-α, induzem 

as características clássicas da inflamação. Portanto, testamos os níveis de IL-6, IL-8, 

IL-1β e TNF-α de acordo com o tempo de ressecamento da superfície radicular.  

No presente estudo, foi utilizada a microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

para verificar a presença ou não de fibroblastos do ligamento periodontal sobre os 

discos de dentina e cemento após o tratamento com as substâncias preconizadas, 

assim como Hakki et al. (2010) que utilizou as imagens do MEV de forma qualitativa 

para avaliar a morfologia e adesão celular em superfícies radiculares. Da mesma 

forma, Oliveira et al. (2012) e Bolortuya et al. (2012) utilizaram imagens de MEV para 

visualização da adesão de componentes sanguíneos e adesão de fibroblastos após a 

irradiação com laser sobre a superfície radicular. Yang et al., em 2012, empregaram o 

uso da microscopia para analisar a diferenciação e proliferação celular em scaffolds. 

Sendo assim, podemos observar que há na literatura vários estudos que mostram a 

eficácia da microscopia eletrônica de varredura para visualização celular sobre 

estruturas dentárias.  

 

 

6.2 Discussão dos Resultados 

 

 

Nos últimos anos pesquisas têm sido dirigidas em busca de um tratamento 

eficaz para a superfície radicular de dentes que sofreram avulsão traumática e que 

foram reimplantados tardiamente, na esperança de que os danos causados às 

estruturas de suporte, ou seja, ao ligamento periodontal, sejam mínimos ou nulos (Kin, 

Yang, 2011). 
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Neste estudo pode-se verificar que houve aumento da viabilidade dos 

fibroblastos quando se aplicou o EDTA 17% associado ao ácido hialurônico, tanto nos 

grupos sem ressecamento como nos tempos de 1h e 24h de ressecamento da 

superfície dos discos. Pang et al., 2014 verificaram que o EDTA induzia a proliferação 

celular e a diferenciação de odontoblastos e osteoblastos apenas no grupo em que as 

células foram colocadas em contato direto com as superfícies de dentina tratadas com 

EDTA demonstrando o efeito benéfico desta substância na endodontia regenerativa. 

Como neste estudo além da dentina, o cemento também foi preservado, isto parece 

explicar a melhora da viabilidade dos fibroblastos e consequentemente a maior 

adesão na superfície radicular. Blomlöf et al., 2000 também demonstraram melhora 

significativa da cicatrização periodontal em relação ao tratamento da superfície com 

EDTA, com menor recessão gengival e profundidade de sondagem. 

Por meio de análise imunohistoquímica, Trevino et al. (2011), avaliando a 

citotoxicidade de substâncias 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 

propriedade de molhabilidade de substâncias irrigadoras, constataram que o uso de 

EDTA 17% por 1 min não foi o suficiente para produzir tal efeito na superfície 

dentinária, e é essa propriedade que promove a sobrevivência das células e a sua 

adesão às estruturas (Wang et al., 2010; Ke et al., 2010). Este estudo utilizou o EDTA 

por 5 min para assim aumentar a molhabilidade e a sobrevivência celular. Além disso, 

a ação quelante do EDTA é capaz de liberar fatores de crescimento capazes de induzir 

a proliferação, a sobrevivência e a diferenciação celular (Roberts-Clark, Smith, 2000; 

Pang et al., 2014). Sendo assim, podia-se esperar que a aplicação do EDTA 17% sob 

a superfície cementária produzisse bons resultados. 

O ácido hialurônico é um glicosaminoglicano não sulfatado e linear, consistindo 

em unidades repetidas de (β,1-4) ácido glucurônico-(β,1-3)-N-acetil glucosamina 

(Takeda et al., 2011) e é um componente principal da matriz extracelular (Jiang et al., 

2011). Amplamente distribuído na matriz extracelular de tecidos de mamíferos (Bartold, 

et al, 1981; Giannobile et al., 1993) principalmente sintetizado por células 

mesenquimatosas (Gerdin B, Hallgren R, 1997) e responsável pela organização de 
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proteoglicanos estabelecendo vínculos com colágeno, fibrina, e diferentes moléculas 

da matriz (Chen, Abatangelo, 1999)  

Foi detectado em tecidos periodontais em quantidades variáveis e é mais 

proeminente nos tecidos não mineralizados, como a gengiva e o ligamento periodontal, 

do que os mineralizados como o cemento e osso alveolar (Waddington, Embery, 2001). 

Nos estágios inflamatórios iniciais da cicatrização de feridas, os tecidos são muito ricos 

em ácido hialurônico (Oksala et al., 1995; Weigel et al., 1986; Fraser, Laurent, 1989). 

O hialuronano tem sido o centro de vários estudos, desde o desenvolvimento precoce 

de tecidos, como uma matriz óssea ativa, na diferenciação de células mesenquimais, 

migração e adesão, para a formação de hidroxiapatita (Toole, Gross, 1971; Toole et 

al., 1972; Iwata, Urist, 1973; Belsky, Toole, 1983) e tem sido usado como veículo para 

fatores de crescimento. A natureza hidrofílica do hialuronano cria um ambiente para a 

migração celular, enquanto que a eliminação de radicais livres e as propriedades de 

exclusão de proteínas oferecem proteção às células e às moléculas da matriz 

extracelular (Chen, Abatangelo, 1999). O hialuronano promove outras funções das 

células do sangue especialmente na resposta inflamatória, por exemplo, fagocitose e 

quimiotaxia (Weigel et al., 1986). Suas propriedades anti-inflamatórias tornaram-se de 

interesse em várias aplicações médicas, como no tratamento da radioterapia (Liguori 

et al., 1997), osteoartrite do joelho (Huskisson, Donnelly, 1999; Adams et al., 1995; Wu 

et al., 1997) e artrite reumatoide (Matsuno et al., 1999). 

Em um estudo de Takeda et al. (2011) observaram que scaffolds de ácido 

hialurônico empregados em dentes de cachorros, foram promotores da adesão e 

proliferação de fibroblastos do ligamento periodontal. O ácido hialurônico (AH) pode 

ser empregado em scaffold devido à sua ação na funcionalidade da matriz extracelular. 

Produzido também pelos fibroblastos, o AH contribui significativamente na 

hidrodinâmica tecidual, na migração celular e na sua proliferação (Bansal et al., 2010). 

Foi observado em nosso estudo que o uso do ácido hialurônico juntamente com o 

EDTA17% promoveu melhores resultados no teste de citotoxicidade sendo, portanto, 

biocompatível com os fibroblastos do ligamento periodontal causando uma maior 

proliferação destas células na superfície radicular. Este estudo demostrou que o ácido 

hialurônico foi eficiente em aumentar a viabilidade celular com o aumento do tempo de 

ressecamento.  
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Segundo Preshaw e Taylor (2011), citocinas são proteínas solúveis que se 

ligam às células-alvo através de receptores específicos, iniciando uma cascata de 

sinalização intra-celulares resultando em mudanças no fenótipo celular. São proteínas 

eficazes em baixas concentrações e produzidas de forma transitória atuando, 

primeiramente, nos tecidos onde são produzidas. As citocinas inflamatórias, como o 

TNF-α (fator de necrose tumoral- α), IL6 e IL-8 participam de uma importante função 

na modulação dos sistemas inflamatórios. São produzidas não somente pelas células 

imunes (linfócitos, monócitos e macrófagos), mas também por células epiteliais, 

endoteliais e fibroblastos (Wu et al., 2015).  

A interleucina 8 é conhecida como uma citocina pró-inflamatória que participa 

da defesa do hospedeiro, sendo produzida por fibroblastos em resposta às bactérias 

periodontais e componentes bacterianos e, atua direcionando neutrófilos 

polimorfonucleares para o local da infecção (Sahingur, Yeudall, 2015). Wu et al. (2015) 

afirmam que níveis elevados de IL-8 em resposta a um estímulo patogênico 

representam uma situação de dano tecidual ou stress e contribuem para a resposta 

imune de fibroblastos. A expressão da IL-8, neste estudo nos períodos testados 

parecem comprovar o fato de que logo após o reimplante de um dente avulsionado 

ocorre uma resposta inflamatória e que com os tratamentos de EDTA e ácido 

hialurônico, houve melhora no grupo 24h de ressecamento. Talvez necessite de um 

tempo prolongado para que o organismo começe a enviar outras citocinas ao local que 

ajudem a modular a cascata da inflamação. 

A interleucina 6 é uma outra citocina pró-inflamatória presente na injúria aguda. 

Participa também da reabsorção óssa e do estaelecimento de inflamação crônica em 

doenças periodontais, tem implicação no controle da permeabilidade vascular e na 

produção de colágeno, resultando no recrutamento de células inflamatórias. Ahn et al. 

2016, em seu estudo verificou que uma resposta inflamatória primária às células PDLF 

ressecadas tiveram níveis de expressão amplificados de IL-1β, e IL-6 à medida que o 

tempo extra-alveolar aumentava. Este estudo também verificou uma alta expressão 

desta citocina nos tempos de ressecamento avaliados e somente no grupo 24h os 

tratamentos EDTA e ácido hialurônico conseguiram diminuir um pouco a liberação da 

mesma para o local do reimplante.  
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A IL-1β é uma citocina com efeitos biológicos confirmados como a reabsorção 

óssea, febre e indução de síntese de prostaglandinas (Preshaw, Taylor, 2011). Assim 

como a IL-8, a IL-1β é um mediador pró-inflamatório que exacerba a resposta 

inflamatória e promove a progressão para estágios mais avançados da doença, assim 

como causa a perda da rede de fibra de colágeno em torno do infiltrado inflamatório 

devido à ativação do sistema imune local (Lin et al., 2015; Sahingur, Yeudall, 2015).  

Além disso, essa citocina medeia uma variedade de processos de defesa do 

hospedeiro, tais como a inflamação e resposta celular contra uma lesão (Lin et al., 

2015). Na presença da IL-1ß, as células do ligamento periodontal são capazes de 

mudar suas características fenotípicas de forma transitória e passam a mediar 

processos catabólicos como a reabsorção óssea (Kanzaki et al., 2002). Neste estudo 

houve expressão significativa desta citocina somente com o tratamento da superfície 

com EDTA em todos os tempos testados, e com o uso do AH houve expressão no 

grupo sem ressecamento. Assim como as outras interleucinas, são necessários outros 

estudos que confirmem a inibição desta citocina, assim como a sua ativação. 

O TNF-α ou caquetina é outra citocina pró-inflamatória capaz de induzir 

inflamação aguda ou crônica e estimular a reabsorção óssea, induzindo a 

diferenciação de progenitores dos osteoclastos. Possui efeitos pleiotrópicos incluindo 

a ativação de leucócitos inflamatórios, modificação da permeabilidade vascular e 

indução da reabsorção óssea, além de estar presente em inflamações crônicas 

(Marinho et al., 2015). Produzida principalmente por monócitos, macrófagos e 

linfócitos-T e pode estimular a produção de fibroblastos (Oliveira et al., 2011). Devido 

à sua capacidade de modificar eventos hemodinâmicos e de causar reabsorção óssea, 

podemos explicar a expressão desta neste estudo em todos os perídos avaliados.  

Sendo assim, concordamos com Graves et al. (2008) e Oliveira et al. (2011), 

quando os autores dizem que, dadas as consequências profundas da liberação de 

citocinas de forma descontrolada, a regulamentação destas moléculas biologicamente 

ativas se faz essencial para o funcionamento das respostas imune e inflamatória, uma 

vez que a produção exagerada de citocinas pró-inflamatórias a partir da lesão pode 

manifestar-se sistematicamente com instabilidade hemodinâmica ou distúrbios 

metabólicos. O tratamento da superfície radicular com EDTA e ácido hialurônico neste 

primeiro momento parecem não ter contribuído para uma menor expressão, mas não 
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podemos esquecer que é esperado um processo inflamatório inicial frente ao 

reimplante seja ele imediato ou tardio.  

Portanto, verifica-se que a viabilidade dos fibroblastos do ligamento periodontal 

foi melhor com o uso do ácido hialurônico concomitante ao EDTA 17% no tratamento 

da superfície de dentes simulando avulsão, podendo ser um material de escolha para 

casos de reimplante seja ele imediato ou tardio. Também foi observado, através da 

microscopia eletrônica de varredura, que houve adesão destas células na superfície 

radicular comprovando que os tratamentos preconizados são eficientes na tentativa de 

cura do periodonto. Entretanto, as citocinas pró-inflamatórias utilizadas neste estudo 

não modificaram sua expressão mesmo com os tratamentos propostos. Pesquisas 

futuras devem ser realizadas para buscar entender o completo mecanismo da 

inflamação quando um dente reimplantado é submetido aos tratamentos com EDTA 

17% e ácido hialurônico.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Pode se concluir que: 

• o ácido hialurônico associado ao EDTA 17% aumenta a viabilidade de 

fibroblastos do ligamento periodontal quando o cemento é mantido 

integro em dentes com até 24h de ressecamento da superfície radicular; 

• não houve modificações significativas na expressão das citocinas IL-1β, 

IL-6, IL-8 e TNF-α quando a superfície radicular foi ressecada por até 

24h e tratada com EDTA 17% e ácido hialurônico;  

• ocorreu adesão de PDLFs na superfície radicular dos dentes com até 

24 h de ressecamento; 

• o tratamento da superfície radicular com EDTA 17% por 5 min e ácido 

hialurônico pode ser uma proposta para tratamento de dentes 

submetidos a reimplante tardio. 
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APÊNDICE A – Citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias  
 

 

Quadro 1 – Citocinas pró-inflamatórias 
 

Citocina Ação Produção Celular Atividade 
IL-1β Pró-inflamatória Macrófagos, monócitos, 

fibroblastos e  
células endoteliais 

Inflamação 
sistêmica, 
ativação da COX-
2 e PGE2 (febre). 
Mantem a dor 
pós-operatória 
 

IL-6 Pró-inflamatória Macrófagos, monócitos, 
eosinófilos, hepatócitos 
e células da glia 

Causa febre, 
induz e controla a 
síntese e 
liberação de 
proteínas da fase 
aguda pelos 
hepatócitos e 
promove a 
maturação e 
ativação de 
neutrófilos, 
macrófagos e 
linfócitosT  

IL-8 Pró-inflamatória Macrófagos, células 
epiteliais e células 
endoteliais, fibroblastos, 
queratinócitos, 
melanócitos, hepatócitos 
e condrócitos 

Quimiotaxia para 
neutrófilos, 
promotor da 
angiogênese 

TNF-α Pró-inflamatória Monócitos, macrófagos, 
linfócitos-T, neurônios e 
células da glia 

Hiperalgesia 
inflamatória e 
neuropática, 
estimula a 
proliferação de 
linfócitos-T, 
fibroblastos e 
células matadoras 
naturais 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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ANEXO A - Comite de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
 
 
 

 


