CAPITULO 5

O CONDICIONAMENTO DA DENTINA COM
SOLUCOES IRRIGADORAS INFLUENCIA NA
LIBERACAO DE FATORES DE CRESCIMENTO?
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RESUMO: O objetivo deste capitulo é
revisar a influéncia do condicionamento da
dentina com diferentes tipos de solucbes
irrigadoras na liberacdo de fatores
de crescimento. Solugdes irrigadoras
rotineiramente empregadas na Endodontia
quando em contato com a dentina podem
condiciona-la e promover a liberagdo de
fatores de crescimento presentes em
sua composicdo. Esses diversos fatores
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fossilizados na dentina podem favorecer
processos de regeneragdo e reparo
tecidual principalmente em tratamentos
regeneradores e terapias pulpares vitais.
As principais soluc¢des irrigadoras descritas
na literatura e com potencial de acdo na
liberacdo de fatores de crescimento da
dentina foram o EDTA 10% ou 17%, Acido
citrico 10%, Acido fosforico 10% ou 37%,
NaOCI 1,5%, Acido Fitico 1% (IP6) e Acido
Etidrénico 9% (HEDP), e associa¢des como
NaOCI 1,5% + EDTA O principal fator de
crescimento que tem sido quantificado
nas pesquisas é o TGF-b1. Dentre essas
solugcdes, a maioria dos estudos tém
demonstrado que o EDTA (10% ou 17%)
permite uma maior liberagdo de fatores de
crescimento, principalmente de IGF-1. Por
outro lado, além do EDTA, alguns estudos
também mencionam que o Acido Citrico
10% pode se mostrar superior ao EDTA
na liberacdo de TGF-b1, no recrutamento,
fixacdo e sobrevivéncia das células-tronco,
e sem aumentar seu efeito citotoxico.
Observa-se um potencial de agdo das
substancias quimicas rotineiramente
utilizadas no tratamento endodéntico
como atuantes na liberacdo de fatores
de crescimento fossilizados na dentina.
Porém, mais estudos sdo necessarios para
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poder esclarecer o melhor protocolo de condicionamento, para possibilitar que tratamentos
conservadores e regenerativos possam ser mais especificamente beneficiados a partir de
componentes presentes naturalmente na dentina.

PALAVRAS-CHAVE: Fatores de Crescimento; Solugéo Irrigante; EDTA; Fator Transformador
de Crescimento beta 1.

DOES DENTIN CONDITIONING WITH IRRIGANT SOLUTIONS INFLUENCE
GROWTH FACTORS RELEASE?

ABSTRACT: The aim of this chapter is to study the impact of dentin conditioning with
different types of irrigating solutions on growth release. Irrigant solutions routinely used
in Endodontics in direct contact with dentin may act conditioning it and promoting growth
factores release. The variety of fossilized growth factors in dentin may favor regenerative
and repair processes mainly in endodontic regenerative and vital pulp therapies. The main
irrigant solutions described in the literature includes 10% or 17% EDTA, 10% citric acid, 10%
or 37% phosphoric acid, 1.5% NaOCI, IP6 (Phytic Acid) 1% and HEDP (Etidronic Acid) 9%,
and associations such as NaOCI 1.5% + EDTA 17%. The main growth factor quantified in the
researches was TGF-b1. Among the studies addressing irrigating solutions, most of the articles
has showed that EDTA (10% or 17%) allowed greater release of growth factors, especially
IGF-1. Although EDTA predominance, some studies showed that 10% Citric Acid was superior
to EDTA in the release of TGF-b1, in the recruitment, fixation and survival of stem cells,
without increasing its cytotoxic effect. The action potential of chemical substances routinely
used in endodontic treatment as conditioning factors in the release of fossilized growth factors
in dentin was observed. However, more studies are needed to clarify the best conditioning
protocol, to enable conservative and regenerative treatments to be more specifically used
from components naturally present in dentin.

KEYWORDS: Growth factors; Irrigant Solution; EDTA; Transforming Growth Factor beta 1.

INTRODUCAO

Fatores de crescimento presentes na dentina podem ser liberados quimicamente,
por meio da utilizagdo de substancias quimicas, desempenhando um papel critico nos
procedimentos endoddnticos regenerativos (e.g. endodontia regenerativa e terapias vitais
da polpa) (GALLER et al., 2016). A presenca desses fatores no microambiente estimulam a
atividade secretora dos odontoblastos, induzindo a migragéo, proliferagéo e diferenciacédo
das células-tronco da polpa dental (GALLER et al., 2016; L. et al., 2016; SALEHI et al.,
2016; SLOAN & SMITH, 2007), além de exercer fun¢des benéficas incluindo, o estimulo
de respostas celulares, a modificagdo da resposta imune e a promogédo de angiogénese
(GALLER et al., 2015).

Varios fatores de crescimento encontram-se fossilizados na matriz dentinaria, como
o Fator de Crescimento Transformador-beta 1 (TGF-b1), Fator de Crescimento Semelhante
a Insulina 1 (IGF-1), Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas (PDGF), Fator de
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Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), Fator de Crescimento de Fibroblastos Basico
(bFGF), Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), Fator de Crescimento de Fibroblasto
2 (FGF-2) e a Proteina Morfogenética Humana 2 e 4 (BMP-2 e -4) (GOLDBERG et al.,
2006, 2008; HOWARD et al., 2010; RUFAS et al., 2016; SMITH et al., 2016; ZENG et al.,
2016). Dentre esses fatores, destaca-se o TGF-b1, considerada a molécula chave para
regeneragao pulpar, uma vez que, age como um mediador da sinalizacao, diferencia¢do de
células tronco semelhantes a odontoblastos que irdo atuar na mineralizagdo e quimiotaxia
de diferentes tipos celulares (LI et al., 2011).

A descoberta do papel essencial dos fatores de crescimento, fossilizados na
dentina, no processo regenerativo/reparador, tem influenciado positivamente na evolugcéao
do entendimento/aplicagéo da terapias pulpares vitais, as quais tém ganhado destaque,
nos ultimos anos, como uma alternativa de tratamento para casos de pulpites (reversiveis/
irreversiveis) tanto em pacientes jovens quanto em adultos (AGUILAR & LINSUWANONT,
2011; ENDODONTISTS, 2015; ZANINI et al., 2016). Essas terapias visam o tratamento
do tecido pulpar exposto a cavidade oral por lesdes de carie ou traumatismo dentario ao
invés de remové-lo completamente, preservando estrutura dentaria de suporte (diminuindo
assim o risco de fraturas ao longo da vida), mantendo os mecanismos de defesa dentaria
e preservando a capacidade de propriocepgéo e nocicepgéo (AGUILAR & LINSUWANONT,
2011). Diante dos elevados indices de sucesso encontrados para estas terapias (65 —
100%), estudos recentes tem investigado tanto os meios (substéncias quimicas — EDTA,
Hipoclorito de sodio etc.) pelos quais os fatores de crescimento sdo liberados, como a
influéncia da liberacdo desses fatores de crescimento, armazenados na matriz dentinaria,
no tratamento do tecido pulpar (AKSEL et al., 2020).

Um dos meios que proporciona a liberacdo dos fatores de crescimento é
representado pela solubilizagdo da dentina induzida pelo ambiente &cido durante a
progressdo do biofilme da carie. Além desse modo primario, onde 0S microrganismos
atuam diretamente na desmineralizagéo da dentina com consequente liberagéo de fatores
de crescimento, outro mecanismo manifesta-se pela indu¢do dessa liberagdo por meio
da acdo de substancias quimicas capazes de promover o condicionamento da dentina
(MAGLOIRE et al., 2001; ZEHNDER, 2006). Dentre esses agentes desmineralizadores,
destaca-se o EDTA 17%, considerado o material mais comumente utilizado e recomendado
para este fim (Association American of Endodontists, 2016). No entanto, outras substéncias
vém sendo investigadas, incluindo o Acido Citrico e Acido Fosférico que tém demonstrado
potencial na liberagdo dessas moléculas (VIOLICH & CHANDLER, 2010). Além dessas
solugdes, algumas medicagdes intracanais também se mostraram promissoras quanto a
liberag&o dos mediadores dentinarios, como o Hidroxido de Calcio [Ca (OH),], Cimentos a
Base de Silicato Tricalcico (TSCs), Agregado de Triéxido Mineral (MTA) e Biodentine (BD)
(TAKAHASHI et al., 2013; WATTANAPAKKAVONG & SRISUWAN, 2019).
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Essa variedade de materiais capazes de se beneficiar das moléculas bioativas
presentes na dentina pode gerar duvidas aos profissionais diante da quantidade de
informacdes apresentadas na literatura, tornando-se importante interpretar e resumir esses
dados sobre os tipos e as concentracdes das solugdes irrigadoras que mais ativamente
possam atuar sobre o condicionamento da dentina, e consequentemente influenciar na
modulacédo, sobrevivéncia e atividade das células-tronco mesenquimais da polpa dental
(GALLER et al., 2011, 2015; MARTIN et al., 2014; RUPAREL et al., 2012). Dessa forma,
esse capitulo ira revisar na literatura estudos que investigaram a influéncia, os tipos e
beneficios das substancias irrigadoras utilizadas no tratamento endoddéntico quanto a
liberacdo de fatores de crescimento da dentina.

INFLUENCIA DAS SUBSTANCIAS QUiMICAS AUXILIARES
(CONDICIONANTES) NA LIBERACAO DE FATORES DE CRESCIMENTO DA
DENTINA

A liberacao de fatores de crescimento presentes na dentina por meio de processos
quimicos representa etapa determinante no sucesso dos procedimentos endodénticos
regenerativos para que se obtenha a substituicdo ou recomposi¢édo das estruturas danificadas
da polpa, dentina e cemento, bem como células do complexo dentinopulpar (GALLER et
al., 2015; HARGREAVES et al., 2013; KAUSHIK et al., 2016). Dentre as possibilidades
terapéuticas clinicas que podem atuar nessa liberagéo de fatores de crescimento, pode-
se citar o emprego de substancias quimicas nas paredes do canal radicular que atuem na
remocao da porg¢ao inorganica da dentina permitindo assim que esses ativos possam exercer
suas fun¢des no ambiente onde foi liberado (ZEHNDER, 2006). Estudos mostram que o
tipo de solucdo de irrigacédo utilizado durante a descontaminag@o dos canais radiculares
pode influenciar na liberagdo de fatores de crescimento, sendo o EDTA, geralmente a
uma concentracao de 17%, o agente mais comumente utilizado (ALGHILAN et al., 2017;
TREVINO et al., 2011). Dentre os fatores de crescimento que desempenham um papel
significativo na regenerac@o endodéntica, o Fator de Transformacgéo de Crescimento Beta
1 (TGF-b1), representa um dos principais agentes responsaveis por induzir a proliferacéo
celular, diferenciacao e quimiotaxia em diferentes tipos de células (NIWA et al., 2018).

Diante da relevancia de se conhecer o papel dessas substéncias na regeneracao
pulpar, um estudo mensurou a quantidade de TGF-b1, Fator de Crescimento de Fibroblasto
Béasico (FGF-2) e Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) que poderiam ser
liberados de discos de dentina humana preparados a partir de molares humanos extraidos
(GALLER et al., 2015). O teste consistiu em imergir cada disco em 100 mL de solugéo teste
por 5, 10 ou 20 minutos. As solucbes testadas consistiram em EDTA 10%, pH 6; EDTA
10%, pH 7; EDTA 17%, pH 7; Acido Citrico 10%, pH 2; Tampao Citrato, pH 5; e Tampéo de
Fosfato de Acido Citrico, pH 7. Os fatores de crescimento foram quantificados por meio do
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Sistema de Teste de Ensaio Imunoenzimético (ELISA) para cada tipo de fator de crescimento
(TGF-b1, FGF-2 e VEGF). Os resultados mostraram que o condicionamento com EDTA
10% (pH=7) por 20 minutos resultou na liberagéo de maiores quantidades de TGF-b1 (923
pg/mL), enquanto EDTA 10% (pH=6) e EDTA 17% (pH=7) foram menos eficazes (449 pg/
mL e 827 pg/mL, respectivamente). A liberacdo de TGF-b1 apos o tratamento com Acido
Citrico e suas variagdes foram significativamente menores (57 pg / mL). Além disso, foi
observado que a liberagé@o do fator de crescimento apresentou-se dependente do tempo,
no qual o aumento do tempo de exposi¢céo resultou em maiores quantidades de TGF-b1
liberadas. Ja a liberagéo de FGF-2 e VEGF apdés condicionamento da dentina mostrou-se
também dependente do tempo, mas em niveis mais baixos quando comparado ao TGF-b1
(FGF-2, 10 pg / mL, VEGF, 32 pg / mL ap6s exposicao de 20 minutos). Outro achado
relevante da pesquisa foi observado com relagéo a um aumento na quantidade de TGF-b1
quando o condicionamento por EDTA foi precedido pela utilizagdo de Clorexidina durante
5 minutos, porém quando o tempo foi aumentado para 10 minutos a liberagdo do fator
de crescimento em questéo foi semelhante ao do EDTA sozinho. Por outro lado, o uso
de NaOCI antes do condicionamento com EDTA reduziu significativamente a liberagdo de
TGF-b1 (GALLER et al., 2015).

No ano seguinte, investigou-se também o tipo e a quantidade de fatores de
crescimento liberados no espago do canal radicular, utilizando dentes permanentes com
raiz Unica, sem fraturas, ou aberracdes anatémicas (ZENG et al., 2016). Para caracterizar
os tipos de fatores de crescimento liberados, os segmentos radiculares foram irrigados com
NaOCI 1,5% seguido por EDTA 17% e entdo mantidos em meio de cultura por 1 dia. Ja para
avaliar a quantidade de TGF-b1 e o FGF liberado, os protocolos de irrigagdo consistiram
em a) NaOClI 1,5% (20 mL / 5 min) + EDTA 17% (20 mL / 5 min), b) NaOClI 2,5% (20 mL /
5 min) + EDTA 17% (20 mL/ 5 min), ¢) EDTA 17% (20 mL / 5 min), e d) Agua desionizada
(20 mL / 5 min). Essa quantificacao foi mensurada pelo mesmo método utilizado no estudo
anterior (Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica). Os resultados detectaram a expresséo
de 11 tipos de fatores de crescimento, incluindo Fator de Crescimento Epidérmico
(EGFR), Fator Estimulador de Colbénias 1 (CSF1), Fator de Estimulacdo de Col6nia 3
(CSF3), Proteina de Ligagao ao Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 1 (IGFBP1),
Proteina de Ligacdo ao Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 3 (IGFBP3), Fator
de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF-AB), Fator de Crescimento Transformador
Alfa (TGF-a), Fator de Crescimento Transformador Beta 1 (TGF-b1), Fator de Crescimento
Transformador Beta 2 (TGF-b2), Fator de Crescimento Endotelial Vascular A (VEGF-A), e
Fator de Crescimento Endotelial Vascular D (VEGF-D). Quantitativamente, as amostras
irrigadas com agua desionizada liberaram TGF- b1 em um nivel muito baixo (0,78 ng / mL)
enquanto o grupo irrigado apenas com EDTA 17% liberou TGF-b1 em um nivel variando
de 4 ng / mL a 16 ng / mL. Apoés 4 horas da irrigagédo, 3 grupos (NaOCl 1,5% + EDTA
17%, NaOCl 2,5% + EDTA 17%, e grupo EDTA 17%) nao tiveram diferenca estatistica
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na liberacdo de TGF-b1. Porém, no primeiro dia, as concentragdes de TGF-b1 no grupo
NaOCI 1,5% + EDTA 17% (69,04 ng / mL) e no grupo NaOCI 2,5% + de EDTA 17% (59,26
ng / ml) atingiram um pico, com ambos o0s grupos retratando significativamente maiores
quantidades de liberacédo de TGF-b1 do que o grupo EDTA 17% (6,92 ng / mL). Por outro
lado, no terceiro dia, a concentracdo de TGF-b1 diminuiu em ambos os grupos NaOCI
1,5% + EDTA 17% (15,16 ng / mL) e NaOCI 2,5% + EDTA 17% (13,04 ng/ mL) e tornou-se
semelhante ao grupo de EDTA 17% (16,25 ng / mL). Por fim, a liberagcdo de FGF em todos
0s grupos apresentou valores muito baixos em todos os momentos (0 ng / mL a 0,43 ng
/ mL). Dessa forma, esse estudo também demonstrou que a presenca desses fatores de
crescimento estimulou a migracédo de células-tronco da polpa dentéria, o que ressalta ainda
mais a importancia dessas substancias na regeneracao endodoéntica (ZENG et al., 2016).
Outro aspecto importante abordado no ano seguinte, consistiu em formas de
potencializar a agdo das substancias quimicas auxiliares na liberagéo de TGF-f3 1 fossilizados
na dentina. Neste sentido, um estudo analisou o impacto da irrigagdo com e sem ativacao
ultrassbnica na liberagéo de fatores de crescimento da dentina humana (WIDBILLER et
al., 2017). Para a realizacao desse estudo, discos de dentina (6 mm de didmetro e 200 ym
de espessura) foram preparados a partir de terceiros molares humanos de jovens entre 15
e 25 anos. Em seguida, os discos de dentina foram distribuidos em placas de 96 pocos
(Costar®, Corning Inc., Lowell, MA, EUA) e submetidos aos protocolos de irrigacdo de
uma ou duas etapas, com ou sem ativacao ultrassénica (US). As substéncias quimicas
auxiliares foram testadas da seguinte forma: Passo Unico: PBS por 10 min com US, EDTA
10% em pH 7 por 1 min com US, EDTA 10% em pH 7 por 3 min com US, EDTA 10% em
pH 7 por 10 min sem US; ou Dois passos: PBS por 10 min sem US, seguido de PBS por 1
min com US; EDTA 10% em pH 7 por 1 min sem US, seguido de PBS por 1 min com US;
EDTA 10% em pH 7 por 10 min sem US, seguido de PBS por 3 min com US; EDTA 10%
em pH 7 por 10 min sem US, seguido de PBS por 5 min com US. Importante ressaltar que
cada disco de dentina foi submetido 3 vezes ao mesmo protocolo. Além disso, o TGF-B1 foi
quantificado por meio do teste ELISA. Os resultados do estudo mostraram que o tratamento
com PBS por 10 min com ou sem ativagao ultrassénica ndo induziu a liberagcdo do fator
de crescimento analisado. Ja o tratamento com EDTA em etapa unica, liberou uma maior
quantidade de TGF-B1, aumentando progressivamente com o tempo (197 pg/ml ap6s 1 min,
535 pg/ml apds 3 min e 908 pg/ml ap6s 10 min). De forma semelhante, quando a irrigacéo
com EDTA foi ativada com o ultrassom observou-se uma maior liberagdo do TGF-B1, que
passou de 197 pg/ml sem US para 313 pg/ml com US. Outro achado relevante, foi que no
protocolo de duas etapas com EDTA por 1 min seguido por 1 min de irrigacao ativada com
PBS resultou no aumento da liberagéo de TGF-B1 (286 pg/ml), quando comparado ao PBS
isoladamente. Concomitantemente, o condicionamento com EDTA por 10 min permitiu a
liberacdo de TGF-B1 em PBS com ativagdo ultrassénica de forma significativa (735 pg/
ml ap6s 3 min e 1334 pg/mL ap6s 5 min). Esse estudo também estabeleceu um modelo
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de canal radicular com uma configuragéo clinicamente relevante para analisar a liberagéo
do fator de crescimento. Para a constru¢cdo desse modelo (Widbiller et al., 2017), foram
incluidos primeiros e segundos molares de individuos de todas as faixas etarias, mas que
ndo apresentavam tratamento endodéntico, raizes curvas ou fechamento apical incompleto.
Para a padronizacdo do modelo, segmentos radiculares com um comprimento de canal
padronizado de 10 mm foram fixados em uma ponta de pipeta com material de impresséao
(bandeja Panasil® Soft Heavy, Kettenbach GmbH & Co. KG, Eschenburg, Alemanha) e
submetidas aos protocolos de irrigagcéo por trés vezes: PBS por 10 min com US, EDTA por
10 min, seguido de PBS por 5 min com US e EDTA por 3 min com US. Diferentemente do
que ocorreu com os discos de dentina submetidos ao tratamento com PBS, os modelos
de raizes condicionados com PBS durante 10 min com US liberaram uma quantidade
consideravel de fator de crescimento (382 pg/ml) sem diferenca estatistica entre os trés
ciclos. Foi observado também, que ao final do condicionamento com EDTA seguido de
ativacéo US com PBS, obteve-se uma concentra¢do cumulativa de 1023 pg/ml de TGF- 1,
esta quantidade aumentou significativamente ap06s os ciclos seguintes. Porém, os maiores
valores de TGF-B 1 foram obtidos por meio da ativacéo ultrassénica de EDTA por 3 min
(3445 pg/ml) sem diferencas estatisticas entre os ciclos. Nesse sentido, nota- se que a US
potencializou a liberagéo do fator de crescimento em questao (WIDBILLER et al., 2017).

Além das conhecidas propriedades benéficas do EDTA na liberacdo de agentes ativos
no canal radicular, outro estudo analisou a quantidade de TGF-b1 liberada apds o emprego
de outros irrigantes finais durante procedimentos endodénticos regenerativos (CHAE et al.,
2018). Para isso, também foram utilizados segmentos de raiz preparados a partir de dentes
permanentes com raiz Unica, sem fraturas, nem aberragées anatdémicas. Os irrigantes
utilizados nessa investigacéo envolveram a Solug¢édo Salina, EDTA 17%, Acido Citrico 10%,
Acido Fosforico 10% e 37%. A quantificacdo de TGF-b1 foi mensurada pelo mesmo teste
de ELISA. Os resultados desse estudo mostraram que ap6és 24 horas da irrigagéo, o grupo
do Acido Citrico 10% liberou uma quantidade de TGF-b1 significativamente maior (516
pg / ml), quando comparado ao EDTA 17% (231 pg / ml). J4 o grupo de Acido Fosférico
10% liberou uma quantidade semelhante de TGF-b1 (240 pg/ ml) quando comparado ao
grupo do EDTA 17%, entretanto superior ao grupo do Acido Fosférico 37% (53 pg/ ml). Os
mesmos resultados de liberagdo foram observados para os grupos do Acido Fosforico 37%
e da Solugado Salina, que nédo se apresentaram significativamente diferentes do controle
negativo (43 pg/ ml) (CHAE; YANG; KIM, 2018). Nesse sentido, o uso de Acido Citrico 10%
mostrou-se mais vantajoso do que o uso de EDTA 17%, pois além de liberar mais TGF-b1
da dentina do canal radicular, o mesmo ndo aumentou seu efeito citotéxico.

Diante da possibilidade vantajosa do Acido Citrico (AC), o mesmo foi novamente
testado quanto a liberagdo de TGF-b1 da dentina humana tratada em comparagdo ao
EDTA, utilizando um método insensivel ao pH (IVICA et al., 2019). Para a anélise, foram
confeccionados discos de dentina humana (200 micrémetros de espessura) preparados
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a partir da porgéo dentinaria localizada abaixo da jungdo cemento-esmalte de molares
humanos extraidos. Os agentes condicionantes testados foram representados pelo: AC
10% (pH = 2, 476 mol / L), EDTA 17% (ajustado para um pH de 8), ou Solucdo Salina
Tamponada com Fosfato (PBS; Gibco, Paisley, UK). As amostras foram irrigadas com um
volume de 300 ml de cada solugéo, por 10 minutos. A concentracdo de TGF-b1 apés o
condicionamento foi determinada por meio da Técnica de Slot Blot. Os achados dessa
pesquisa demonstraram que houve liberagédo significativamente maior de TGF-b1 no
grupo AC (382 ng), quando comparado ao EDTA (66 ng). Dessa forma, o tratamento
com AC mostrou-se superior ao EDTA em relacdo a liberacdo de TGF-b1, assim como
no recrutamento, fixacdo e sobrevivéncia de células-tronco, o que pode influenciar
positivamente os tratamentos regeneradores da polpa (IVICA et al., 2019).

Além da influéncia do tipo de substéncia quimica na liberacdo de fatores de
crescimento da dentina, um estudo do mesmo ano avaliou o efeito da presenca de um
biofilme bacteriano residual na liberagdo de TGF-b1 (CAMERON et al., 2019). Esse estudo
utilizou dentes humanos extraidos, de pacientes com menos de 20 anos de idade, nos
quais foi induzida a formacgéo de biofilme dental composto pelas espécies bacterianas
Actinomyces naeslundii, Fusobacterium nucleatum e Parvimonas micra. Inicialmente, as
bactérias foram cultivadas separadamente e em seguida misturadas em uma propor¢ao de
1: 1: 1 em um volume total de 40 ml, sendo posteriormente transferidos para cultivo nos
segmentos de raiz preparados. Apés a formagéao do biofilme, as amostras foram submetidas
aos seguintes protocolos de irrigacédo: a) NAOCL 1,5%, b) EDTA 17% e c) NAOCL 1,5%
+ EDTA 17%, seguidas por mensurac¢do da quantidade de TGF-b1 liberada por meio do
teste de ELISA. Os resultados desse estudo evidenciaram que na auséncia de biofilme
as amostras irrigadas com EDTA 17% promoveram significativamente maior liberacao de
TGF-b1 da dentina, enquanto a liberagéo desse fator foi completamente abolida quando a
dentina foi irrigada com NaOCI 1,5% sozinho. Por outro lado, quando esses irrigantes foram
associados (NaOCI 1,5% + EDTA 17%) houve a reverséao total dos efeitos prejudiciais do
NaOCI 1,5% sozinho. Além disso, sob condi¢des infectadas a irrigagdo com EDTA 17% ou a
combinacao de NaOCI 1,5% + EDTA 17% reduziu significativamente a liberagédo de TGF-b1
em comparacdo com 0s mesmos irrigantes aplicados a sistemas de canais radiculares
estéreis, 0 que demonstra os efeitos deletérios de um biofilme residual na liberagdo de
fatores de crescimento da dentina (CAMERON et al., 2019).

Outras substéancias quimicas também tém sido testadas quanto ao potencial
de liberagdo de fatores de crescimento da dentina como o Acido Fitico (IP6) e o Acido
Etidrénico (HEDP) (DENIZ et al., 2019). Essas duas substancias (IP6 e HEDP) apresentam
propriedades quelantes, sendo o primeiro um composto de fosfato natural presente
em sementes de plantas, enquanto o ultimo, oferece a vantagem de néo interferir nas
propriedades antimicrobianas do NaOCI (ARIAS-MOLIZ et al., 2014). Diante dessas

propriedades, um estudo realizado com discos de dentina de 6 micrdmetros de espessura,
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preparados a partir de molares humanos totalmente impactados recém-extraidos de
pacientes com 18 a 25 anos, investigou o efeito de IP6 e HEDP em comparagdo ao
EDTA, sobre a liberagdo do Fator de Crescimento Transformador (TGF-B) da dentina.
Primeiramente, os discos preparados foram imersos em 1 ml de NaOCI 1,5% por 5 min
para remover os tecidos orgénicos e em seguida lavados com PBS. Em seguida, os discos
de dentina foram imersos em 1 ml das solugbes quelantes experimentais por 5 min: EDTA
17% (Werax, lzmir, Turquia), IP6 1% (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA), HEDP 9% (Sigma
-Aldrich) e Agua Destilada como controle e sendo ao final novamente lavados com PBS.
Apo6s o condicionamento, os discos foram imersos em 1 ml de PBS e incubados a 37° C
por até 28 dias para entdo serem analisados em diferentes intervalos de tempo (4h, 1, 3, 5,
7, 14 e 28 dias). A quantificagdo do TGF-f3 liberado dos discos de dentina foi realizada por
meio do teste de ELISA. Os resultados mostraram que a quantidade de TGF- B liberado
aumentou gradativamente até o periodo de 28 dias para todos os grupos, sendo que a
maior liberagéo foi obtida para o grupo HEDP (aproximadamente 240 ng / ml), enquanto
grupo IP6 exibiu a menor taxa de liberagéo (aproximadamente 170 ng / ml). Entretanto, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos (DENIZ et al., 2019).

Diante das propriedades promissoras dessa grande variedade de substancias
quimicas, outro estudo também comparou os efeitos do condicionamento da dentina
com EDTA, Acido Citrico, Acido Fitico (IP6) e Acido Fosférico na liberagdo de fatores
de crescimento, usando discos com espessura de aproximadamente 1 mm que foram
preparados a partir de quarenta terceiros molares humanos livres de carie extraidos de
jovens adultos (18-24 anos) (ATESCI et al., 2020). Os protocolos de condicionamento
testados incluiram: a) EDTA 17% por 5 min, b) Acido Citrico 10% por 5 min, c) IP6
1% por 5 min e d) Acido Fosforico 37% por 30 s. Apds esse preparo das amostras, a
presenca dos fatores TGF-b1, BMP-2 (Proteina Morfogénica Ossea 2), FGF-2 (Fator de
Crescimento de Fibroblasto Basico) e VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular)
foram quantificados por ELISA. A partir dessa metodologia, observou-se uma liberagéo
significativamente maior de TGF-b1 no grupo tratado com Acido Citrico (aproximadamente
500 pg / mg) seguido pelo grupo do Acido Fosférico (aproximadamente 400 pg / mg), mas
sem diferenca estatistica entre esses grupos. Com relacao a presenca de VEGF, notou-se
uma pequena quantidade liberada desse fator, que esteve mais prevalente no grupo do
Acido Fosférico (aproximadamente 60 pg / mg), porém sem diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos. A liberacdo de BMP-2 foi considerada semelhante em todos
os grupos testados, mas com diferencas significantes em relagéo ao grupo de controle. Por
fim, a liberagdo de FGF-2 da dentina possibilitada pelo condicionamento com EDTA e Acido
Fosférico pareceram ser mais eficazes, seguido pelos grupos do Acido Citrico e IP, porém
sem diferengas estatisticas entre eles (ATESCI et al., 2020). Diante da liberagao favoravel
de fatores de crescimento pelas substancias analisadas (Acido Citrico, Acido Fosférico e
EDTA), pode- se inferir que as mesmas podem ser consideradas alternativas promissoras
no tratamento endoddntico regenerativo.
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Mais recentemente, outro estudo investigou os efeitos de diferentes sistemas de
ativagdo de irrigacdo e agentes quelantes na libera¢cdo de quatro diferentes fatores de
crescimento da dentina (HANCERLIOGULLARI et al., 2021). Para iniciar a investigagéao,
segmentos de raiz (12 mm de comprimento e 1 mm de di&dmetro apical) foram preparados
a partir de 70 pré-molares inferiores com formacgéo radicular estagio 5, raiz Unica e canal
sem quaisquer malformagbes anatébmicas ou caries. Posteriormente, dez exemplares de
segmentos de raiz foram alocados aleatoriamente para o grupo de controle e 0s sessenta
restantes foram colocados em tubos eppendorf usando material de impresséo a base de
silicone (Zetaplus L Intro Kit; SPA, Roma, ltalia). Para seguir os protocolos de irrigagéo, os
segmentos de raiz foram alocados nos seguintes grupos: Grupo de controle: irrigacao com
NaOCI 1,5% (20 ml/5 min) e 20 mL de solugéo salina; Grupo 1A (Irrigacdo com Seringa
Convencional/ CSl): Cada segmento radicular foi irrigado com 20 ml de EDTA 17% por 5
min; Grupo 2A (Irrigacédo com Seringa Convencional/ CSI): Cada segmento radicular foi
irrigado com 20 ml de CA 10% por 5 min; Grupo 1B (Irrigagéo Ultrassénica Passiva/ PUI):
Cada segmento radicular foi irrigado com 20 ml de EDTA 17% sob ativagéo continua de PUI;
Grupo 2B (Irrigagao Ultrassonica Passiva/ PUI): Cada segmento radicular foi irrigado com
20 ml de CA 10% sob ativacéo continua de PUI, Grupo 1C (Laser Er: YAG com ponta PIPS,
2940 nm): Cada segmento da raiz foi irrigado com 20 mL EDTA 17%, seguido pela aplicagéo
do laser e Grupo 2C (Laser Er: YAG com ponta PIPS, 2940 nm): Cada segmento da raiz
foi irrigado com 20mL Ca 10%, seguido pela aplicagéo de laser. O Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA) foi empregado para medir os niveis de TGF-p1, IGF-1, BMP-7 e VEGF-A. Os
resultados desse estudo mostraram que em relacao a liberacao de TGF-B1 no grupo EDTA,
houve uma liberacédo significativamente maior nos grupos de ativacdo (Grupo 1B e 1C)
quando comparado ao CSI| (Grupo 1A) em 24 horas (p .05). No 7° dia, a liberagéo de
TGF-B1 foi significativamente maior para o grupo de ativagéo do laser Er: YAG (Grupo 1C)
do que para os grupos PUI (Grupo 1B) e CSI (Grupo 1A) (p .05). A avaliagédo do efeito do CA
na liberacdo de TGF-B1 apresentou-se significativamente maior do que 0s outros grupos
experimentais em ambos os intervalos de tempo (p< .05). J4 a liberacdo de IGF- 1 quando
irrigado com EDTA foi significativamente maior com a ativacao do laser Er: YAG do que com
CIS, enquanto a diferencga entre PUI e os outros grupos experimentais néo foi significativa
(p>.05) para qualquer intervalo de tempo. O CA resultou em liberacdo significativamente
maior de IGF-1 quando comparado aos demais grupos em ambos os intervalos de tempo
(p < .05) mas nenhuma diferenca significativa foi observada para a liberagéo de IGF-1 entre
0s outros grupos (p > .05). Com relagéo a liberagdo de BMP-7 observou-se uma quantidade
significativamente maior quando a dentina foi condicionada com laser Er: YAG associado
ao EDTA em ambos os intervalos de tempo do que nos outros grupos (p< .05). Ja o VEGF-A
foi liberado em menores quantidades, com as medi¢des de 24 horas demonstrando uma
liberacdo significativamente maior de VEGF-A pela ativacdo de Er: YAG com EDTA 17%
do que pelos outros tratamentos (p .05). O tratamento com ativacéo Er: YAG e CA 10%

Odontologia: Préticas e inovagdes, desafios e avangos 3 Capitulo 5

59



(Grupo 2C) resultou em uma liberagcdo de VEGF-A significativamente maior em ambos
os intervalos de tempo quando comparado aos outros tratamentos (p .05). A liberacédo de
VEGF-A apresentou-se significativamente maior com a ativagédo de Er: YAG com CA 10%
do que com EDTA 17% em ambos os intervalos de tempo (p< 0,5). Nessa perspectiva,
pode-se notar que a ativagédo das substancias quimicas promoveu um aumento significativo
na liberagdo de fatores de crescimento (HANCERLIOGULLARI et al., 2021).

DESTAQUES DOS ESTUDOS DESCRITOS

Danos ao érgéo dentario, seja por trauma ou infeccao, podem levar a exposi¢éo dos
tubulos dentinarios, favorecendo a difusdo de produtos metabdlicos de bactérias, que por
sua vez passam a afetar as células da polpa dentaria. Dentre as células pulpares ativadas
por essas agressOes encontram-se as células-tronco mesenquimais indiferenciadas
(MSCs), que por intermédio de fatores bioativos, estimulam diretamente os mecanismos
intracelulares das células danificadas ou aumentam indiretamente a liberagéo de moléculas
sinalizadoras pelas células adjacentes (CAPLAN & DENNIS, 2006; COUVE et al., 2014;
MAUMUS et al.,, 2011; SMITH et al., 1995). Essas moléculas sinalizadoras consistem
em citocinas, mediadores inflamatérios, componentes da matriz extracelular e proteinas
antimicrobianas que induzem a formagédo de um microambiente apropriado para o reparo
tecidual (YU et al., 2014). Além da liberagcdo em resposta a um estimulo agressor, essas
substancias podem ser excretadas durante o preparo quimico-mecénico do canal radicular
ou por intermédio do contato com uma medicacéo intracanal (ZEHNDER, 2006). Diante
da relevancia dessas substancias para intermediar os efeitos celulares reparadores da
polpa dental, varios estudos tém investigado protocolos e materiais que possam induzir
positivamente e acelerar esse processo.

A partir dos resultados apresentados no presente trabalho, pode-se observar que ha
uma preferéncia pela quantificacdo de TGF-b1 visto que o mesmo representa fator principal
nos processos de reparo tecidual, entretanto, outros fatores de crescimento incluindo FGF-
2, VEGF e BMP-2 também foram quantificados. Dentre as amostras selecionadas dentro
das metodologias, nota-se um maior uso de discos de dentina preparados a partir de
molares humanos extraidos (GALLER et al., 2015; IVICAet al., 2019), com maior preferéncia
para terceiros molares humanos livres de cérie, extraidos de jovens adultos (18-24 anos)
(ATESCI et al., 2020). Além disso, também foram utilizados dentes permanentes com raiz
Unica, sem fraturas, ou aberracbes anatdomicas (CHAE et al., 2018; ZENG et al., 2016) e
dentes humanos extraidos, de pacientes com menos de 20 anos de idade (CAMERON et
al., 2019). Com relagéo as solucdes irrigadoras investigadas, o EDTA 17% foi testado em
todos os estudos, sendo comparado a outras solugdes incluindo o Acido citrico 10%, Acido
fosforico 10% e 37%, NAOCL 1,5%, IP6 1% e HEDP 9%, e associa¢gdes como NAOCL 1,5%
+ EDTA 17%, (ATESCI et al., 2020; CAMERON et al., 2019; CHAE et al., 2018; DENIZ et
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al., 2019; GALLER et al., 2015; IVICA et al., 2019). O periodo de tempo que as amostras
de dentina permaneciam em contato com essas substancias variou de 1 a 20 minutos.
Dentre essas solugbes condicionantes, seis artigos encontraram melhores resultados de
liberacéo de fatores de crescimento para EDTA (10% ou 17%), principalmente de IGF-1
(CAMERON et al., 2019; DENIZ et al., 2019; GALLER et al., 2015; HANCERLIOGULLARI
et al., 2021; WIDBILLER et al., 2017b; ZENG et al., 2016). Por outro lado, trés artigos
observaram que o Acido Citrico 10% apresentou-se superior ao EDTA na liberagdo de
TGF-b1, no recrutamento, fixagdo e sobrevivéncia das células-tronco, e sem aumentar seu
efeito citotoxico (ATESCI et al., 2020; CHAE et al., 2018; IVICA et al., 2019). Entretanto,
o EDTA 17% liberou mais Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1) em
comparacao com AC 10%, o que nao ocorreu com os demais fatores de crescimento
estudados (HANCERLIOGULLARI et al., 2021).

Outro aspecto abordado foi em relacdo a ativacéo da irrigacéo, comparando o uso
de Seringa Convencional, Ultrassom de forma Passiva, Laser Er: YAG com ponta PIPS
(HANCERLIOGULLARI et al., 2021) e Ativagao Ultrassénica (WIDBILLER et al., 2017),
demonstrando que essaotimizagao dairrigagé@o parece contribuir para maiorliberacdo desses
fatores de crescimento. Como forma de quantificar a liberagéo dos fatores de crescimento,
o Sistema de Teste de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado em todos os estudos. A
partir dessa metodologia, demonstrou-se que a liberagdo de TGF-b1 foi significativamente
maior no grupo do Acido Citrico 10% do que no grupo do EDTA 17% (ATESCI et al., 2020;
CHAE et al., 2018; IVICA et al., 2019). O Acido Citrico também promoveu uma liberacao
significativamente maior de TGF-b1 quando comparado ao Acido fosférico, mas néo houve
diferenca estatistica entre eles (ATESCI et al., 2020). Quando diferentes concentracbes de
EDTA foram analisadas observou-se diferengas relevantes entre elas e o grupo do EDTA
10% (pH=7) por 20 minutos resultou na liberagéo de maiores quantidades de TGF-b1 (923
pg / mL), enquanto EDTA 10% (pH=6) e EDTA 17% (pH=7) foram menos eficazes (449 pg /
mL e 827 pg / mL, respectivamente). Outra observacao dos estudos refere-se ao fato que a
liberacé@o do fator de crescimento apresentou-se dependente do tempo, no qual o aumento
do tempo de exposicéo resultou em maiores quantidades de TGF-b1 liberadas (GALLER et
al., 2015). Esse mesmo estudo também notou que quando o condicionamento por EDTA é
precedido pela utilizagédo de Clorexidina durante 5 minutos ha um aumento na quantidade de
TGF-b1, porém quando as amostras eram irrigadas com NaOCI antes do condicionamento
com EDTA havia uma reducéo significativa na liberacao de TGF-b1 (GALLER et al., 2015).
Adicionalmente, observou-se que sob condi¢des infectadas havia uma reducéo significativa
na liberagdo de TGF-b1 em comparagdo com os mesmos irrigantes aplicados em amostras
estéreis (CAMERON et al., 2019). J& a liberacdo de outros fatores, como o FGF-2 e VEGF
apds condicionamento da dentina mostrou-se também dependente do tempo, mas em
niveis mais baixos quando comparado ao TGF-b1 (GALLER et al., 2015). Outro achado
relevante destaca o aumento significativo da liberacao dos fatores de crescimento apés a
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ativacdo das substancias quimicas por meio de Ultrassom de forma Passiva, Laser Er: YAG
com ponta PIPS (HANCERLIOGULLARI et al., 2021; ERDEMIR & KISA, 2021; WIDBILLER
et al., 2017). De uma forma geral, observou-se o potencial de acéo de solugdes irrigadoras
condicionantes na libera¢do de fatores de crescimento fossilizados na dentina. A maioria
dessas substancias parecem ser compostas por acidos que atuam desmineralizando a
dentina e permitindo a extracdo de fatores de crescimento da dentina. Entretanto, mais
estudos que possam esclarecer o melhor protocolo de condicionamento bem como
investigar outros aspectos que possam interferir na acéo desses fatores de crescimento se
fazem necessarios para possibilitar que tratamentos conservadores e regenerativos a partir
de componentes presentes naturalmente na dentina possam ser mais especificamente
utilizados.

Diante desses resultados, observa-se a relevancia do emprego de materiais bioativos
na liberagéo de fatores de crescimento que irdo atuar no processo de reparo e regeneracao
tecidual tanto em terapias vitais da polpa (capeamentos pulpares, pulpotomias) quanto em
tratamentos endodoénticos regenerativos. Entretanto, mais estudos sao necessarios para
se estabelecer o protocolo de solugdes irrigadoras e materiais reparadores que seja mais
efetivo na liberagédo de fatores de crescimento, bem como diferentes tipos de fatores de

crescimento mais especificos para cada tratamento poderiam ser investigados.

CONSIDERAGCOES FINAIS

De uma forma geral, observou-se o potencial de acédo das substancias quimicas
rotineiramente utilizadas no tratamento endoddntico como condicionantes na liberacao de
fatores de crescimento fossilizados na dentina. A maioria dessas substancias parecem ser
compostas por acidos que atuam na desmineralizacao da dentina e permitindo a extracéo
de fatores de crescimento. Esses fatores de crescimento poderdo atuar no processo de
reparo e regeneracgao tecidual tanto em terapias vitais da polpa (capeamentos pulpares,
pulpotomias) quanto em tratamentos endoddnticos regenerativos. Entretanto, mais estudos
que possam esclarecer o melhor protocolo de condicionamento bem como investigar outros
fatores que possam interferir na agéo desses fatores de crescimento se fazem necessarios
para possibilitar que tratamentos conservadores e regenerativos a partir de componentes
presentes naturalmente na dentina possam ser mais especificamente utilizados. Além
disso, estudos clinicos que contribuam para se estabelecer um protocolo mais efetivo na
liberacé@o de fatores de crescimento, bem como diferentes tipos de fatores de crescimento
mais especificos para cada tratamento poderiam ser investigados visando uma Endodontia
minimamente invasiva.
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