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RESUMO 

 

 

O tratamento endodôntico em dentes com desenvolvimento radicular incompleto 
está relacionado a algumas dificuldades e limitações. Entretanto, apesar das 
dificuldades técnicas, a alta susceptibilidade à fratura de dentes com rizogênese 
incompleta representa o fator chave para a busca de novas modalidades 
terapêuticas. Adicionalmente, as deficiências estéticas e funcionais apresentadas 
pelas terapias reabilitadoras após a perda de um elemento dentário permanente 
em um paciente jovem, também são fatores importantes e estimuladores.  Assim, 
fica evidente a necessidade de pesquisas que disponibilizem novas opções 
terapêuticas conservadoras, com resultados previsíveis. O estudo objetivou 
investigar a resposta imunoinflamatória de dentes submetidos a diferentes 
protocolos descritos na literatura para se executar a terapia endodôntica 
regeneradora. Para isso, a expressão de moléculas inflamatórias e fatores de 
crescimento/diferenciação celular expressos nos tecidos pulpares foram 
analisados em diferentes intervalos de tempo, utilizando-se um modelo murino 
desenvolvido para a presente pesquisa. 54 Camundongos Balb/C tiveram as 
câmaras pulpares de seus molares superiores abertas e, subsequentemente 
submetidas à pulpectomia. Os animais foram então divididos em 3 grupos: grupo 
Sangramento (Blood) –  preenchimento do espaço pulpar com coágulo sanguíneo; 
grupo EDTA + Sangramento (EDTA + Blood) – irrigação dos canais com solução 
de EDTA a 17% por 1 min, seguido do preenchimento do espaço pulpar com 
coágulo sanguíneo; grupo Vazio (Empty) – espaço pulpar deixado vazio. Cada 
grupo foi composto por 18 animais. De cada grupo, 6 animais foram sacrificados 
nos intervalos de 7, 14 e 21 dias após os experimentos. Utilizando-se a análise da 
reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real Time PCR) avaliou-se a 
expressão gênica das citocinas IL-1, TNF-β, IL-10 e dos fatores de 
crescimento/diferenciação NGF, IGF e VEGF, comparando-se tais achados inter 
e extra-grupos, nos diferentes períodos de avaliação. Os resultados 
demonstraram as maiores expressões dos mediadores pró-inflamatórios no grupo 
Empty, assim como uma maior expressão de mediadores anti-inflamatórios no 
grupo experimental preenchido com o coágulo sanguíneo. O grupo EDTA + Blood 
evidenciou a maior expressão gênica de fatores de crescimento/diferenciação, em 
todos os períodos analisados, quando comparado aos demais grupos. Pode-se 
concluir que a irrigação com solução de EDTA a 17%, previamente ao 
preenchimento dos sistemas de canais radiculares (SCR) com o scaffold (coágulo 
sanguíneo), estimulou a expressão aumentada de mediadores relacionados ao 
sucesso da terapia endodôntica regenerativa. Adicionalmente, o modelo animal 
desenvolvido para a pesquisa mostrou-se eficaz para se analisar 
longitudinalmente a modulação imune que se processa nos tecidos pulpo-
perirradiculares após a instituição da terapia. 

Palavras-chave: Regeneração tecidual guiada. Dente não vital. Reação em 

cadeia da polimerase em tempo real. Vasos sanguíneos. Ácido 

etilenodiaminotetracético. 



ABSTRACT 

 

 

Pulpar regeneration procedures: Longitudinal imune assessment 

 

 

Endodontic treatment in teeth with incomplete root development is related to some 
difficulties and limitations. However, despite the technical difficulties, the high 
susceptibility to fracture of teeth with incomplete rhizogenesis represents the key 
factor for the search for new therapeutic modalities. Additionally, the aesthetic and 
functional deficits presented by rehabilitation therapies after the loss of a 
permanent dental element in a young patient are also important and stimulating 
factors. Thus, it is evident the need for research that offers new conservative 
therapeutic options, with predictable results. Aimed to investigate the 
immunoinflammatory response of teeth submitted to different protocols described 
in the literature to perform the regenerative endodontic therapy. For this, the 
expression of inflammatory molecules and cell growth/differentiation factors 
expressed in pulpal tissues were analyzed at different time intervals using a murine 
model developed for the present study. 54 Balb/C mice had the pulp chambers of 
their upper molars opened and subsequently submitted to pulpectomy (one tooth 
per animal). The animals were then divided into 3 groups: Bleeding group - filling 
of the pulp space with blood clot; EDTA + Bleeding group (EDTA + Blood) - 
irrigation of the channels with 17% EDTA solution for 1 min, followed by filling of 
the pulp space with blood clot; Empty - pulp space left empty (negative control). 
Each group consisted of 18 animals. From each group, 6 animals were sacrificed 
at 7, 14 and 21 day intervals after the experiments. Using real-time polymerase 
chain reaction (RT-PCR), the cytokines IL-1, TNF-β, IL-10 and the 
growth/differentiation factors NGF, IGF and VEGF, comparing such inter and extra 
group findings in the different evaluation periods. The results showed the highest 
expressions of the pro-inflammatory mediators in the Empty group, as well as a 
greater expression of anti-inflammatory mediators in the Experimental group filled 
with the blood clot. The EDTA + Blood group evidenced the greater gene 
expression of growth / differentiation factors, in all periods analyzed, when 
compared to the other groups. It can be concluded that irrigation with 17% EDTA 
solution, prior to filling the root canals system with the scaffold (blood clot), 
stimulated the increased expression of detrimental mediators for the success of 
regenerative endodontic therapy. Additionally, the animal model developed for the 
research proved to be effective in longitudinally analyzing the immune modulation 
that occurs in octopus-periradicular tissues after the institution of therapy. 

 

Keywords: Guided Tissue Regeneration. Tooth, Nonvital. Real-Time Polymerase 

Chain Reaction. Blood Vessels. Ethylenediaminetetraacetic Acid. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Os Procedimentos Endodônticos Regeneradores (PER) podem ser definidos 

como sendo procedimentos biológicos designados a repor as estruturas danificadas, 

incluindo dentina, estruturas radiculares, assim como as células do complexo dentina-

polpa (MURRAY et al., 2007). Relatos de casos clínicos têm evidenciado o sucesso 

desses procedimentos realizados in vivo (SHAH et al., 2008; TORABINEJAD & 

FARAS, 2012). Entretanto ainda não há informação suficiente para se definir um 

protocolo padronizado para os REPs (AKSEL & SERPER, 2013) e, apesar das 

evidências publicadas, ainda se questiona a previsibilidade dos procedimentos 

instituídos (GEISLER, 2012). 

O principal objetivo do PER é regenerar completamente, através da neoformação 

tecidual, a função do complexo dentina-polpa de forma que, nos dentes imaturos, 

esses tecidos neoformados possam dar continuidade ao desenvolvimento radicular, 

assim como prevenir ou reparar lesões periapicais associadas aos dentes necrosados 

(HARGREAVES et al., 2008). Seu sucesso pode ser mensurado através da conquista 

de objetivos primários - eliminação dos sintomas clínicos e evidenciação de reparo de 

lesões ósseas; secundários - aumento da espessura das paredes radiculares e/ou 

aumento do comprimento radicular; e terciários - resposta positiva aos testes de 

vitalidade pulpar. Uma camada odontoblástica intacta, assim como a restauração das 

funções pulpares é o máximo que se pode desejar alcançar através do PER (HUANG, 

2011).  

Para que haja a regeneração dos tecidos naturais, propósito da engenharia 

tecidual, é necessária a presença de 3 componentes essenciais: - células 

indiferenciadas com capacidade de se diferenciar e formar os tecidos lesados; - sinais 

morfogenéticos (fatores de crescimento e/ou de diferenciação que vão modular o 

crescimento e diferenciação celular em linhagens específicas); e um arcabouço 

tridimensional (scaffold) capaz de atrair as células tronco e sustentar e/ou promover o 
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crescimento/diferenciação dessas células (NAKASHIMA & AKAMINE, 2005; ZHANG 

et al., 2014). 

O scaffold ideal deve ser biocompatível, biodegradável, de fácil manuseio, conter 

fatores de crescimento/diferenciação celular e ser capaz de sustentar o crescimento 

dos novos tecidos (GANESH et al., 2017). Abarcando grande parte desses requisitos, 

o protocolo mais comumente realizado no PER utiliza-se do coágulo sanguíneo como 

scaffold (LOVELANCE et al., 2011; NOSRAT et al., 2011; RAJU et al., 2014). 

Também é descrito na literatura que há fatores de crescimento/diferenciação 

impregnados na matriz dentinária e que os mesmos podem ser utilizados como forma 

de potencializar a diferenciação das células tronco, especificamente em odontoblastos 

(HOWARD et al., 2010). Assim, a irrigação intracanal com uma solução quelante 

liberaria esses fatores da matriz dentinária, aumentando a probabilidade de se 

conseguir a regeneração tecidual (GALLER et al., 2011). 

A falta de um protocolo clínico pode ser parcialmente responsável pela falta da 

efetiva regeneração pulpar. Os diversos materiais sugeridos para utilização, sua 

citotoxicidade, assim como a falta da adoção de determinados passos clínicos (como 

a irrigação com o EDTA) nos diversos protocolos descritos podem, eventualmente, 

ser uma das causas da ausência de formação dos tecidos pulpares e dentinários 

(BUCCHI et al., 2017). Bucchi et al (2017), por exemplo, em revisão sistemática da 

literatura, encontraram que, num total de 984 artigos, apenas 6 descreveram a 

utilização do EDTA clinicamente. 

Determinar a superioridade de um método de tratamento sobre os demais é de 

grande relevância clínica, já que a adoção de procedimentos mais eficazes resulta em 

um tratamento com maior previsibilidade de sucesso. O desenvolvimento de um 

modelo que permitisse a análise temporal dos mecanismos regenerativos que 

ocorrem após a instituição de diferentes protocolos de tratamento endodôntico 

regenerador foi o objetivo do presente estudo.  
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2 TRATAMENTO ENDODÔNTICO EM DENTES INCOMPLETAMENTE 

FORMADOS 

 

O tratamento de dentes imaturos necrosados representa uma situação 

desafiadora na Endodontia. O amplo forame dificulta o vedamento apical pelos 

materiais obturadores e a presença de paredes radiculares finas limita a realização da 

instrumentação endodôntica. Além disso, a necrose tecidual implica no 

interrompimento do desenvolvimento radicular, o que faz com que estes dentes 

apresentem maior susceptibilidade à fratura (AKSEL & SERPER, 2014).  

Historicamente, os casos de necrose pulpar em dentes incompletamente 

formados têm sido tratados pela técnica da Apexificação, mormente com a utilização 

de aplicações sucessivas de medicação intracanal à base de hidróxido de cálcio [Ca 

(OH)2] (HARGREAVES et al., 2008). Entretanto, embora produza resultados 

endodônticos aceitáveis, essa técnica possui importantes limitações: a formação da 

barreira mineralizada apical se dá de forma muito lenta, requerendo, às vezes, vários 

meses de uso da medicação intracanal; não há previsibilidade quanto à 

homogeneidade da formação da barreira mineralizada, podendo esta apresentar 

espessuras variadas e até mesmo fechamento incompleto; não há a continuação  do 

desenvolvimento do comprimento radicular, assim como não há aumento na 

espessura das paredes radiculares, mantendo estes dentes em condição de grande 

susceptibilidade à fratura [aproximadamente 30% dos dentes imaturos sofrem fratura 

durante ou logo após o tratamento (KEREKES et al., 1980)]; possiblidade de 

contaminação dos canais devido ao longo período de tratamento; além de representar 

uma grande demanda para os pacientes, tanto pelo tempo requerido para o 

tratamento, quanto no quesito financeiro (SIMON et al., 2007; HUANG, 2009). Além 

disso, o uso prolongado de Ca (OH)2 está associado a um aumento na fragilidade 

radicular (ANDREASEN et al., 2006) [a resistência mecânica da dentina é 

determinada pela ligação entre a hidróxido apatita e as fibras colágenas e, devido a 

sua alta alcalinidade, o Ca (OH)2 pode desnaturar os grupos carboxilatos e fosfatos, 

levando ao colapso da estrutura dentinária (ROSEMBERG et al., 2007) ]. 
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Uma outra técnica utilizada para a Apexificação é a que se utiliza da confecção 

de um plug apical a base de Mineral Trióxido Agregado (MTA) (TORABINEJAD & 

CHIVAN, 1999). Com isso é possível executar o tratamento endodôntico de forma 

imediata, o que representa uma enorme vantagem em relação ao uso do Ca (OH)2 

(STEINIG et al., 2003). Além disso, seu uso está associado a uma maior 

previsibilidade na formação de uma barreira mineralizada apicalmente (SHABAHANG 

et al., 1999). Entretanto, como na técnica clássica, esta não é capaz de estimular o 

desenvolvimento radicular, tampouco o aumento na espessura de suas paredes, o 

que mantém o elevado risco à fratura (CVEK, 1992). 

Essas limitações técnicas estimularam a busca por procedimentos que 

promovessem a regeneração dos tecidos pulpares, a formação continuada da dentina 

e a continuação do desenvolvimento radicular (WIGLER et al., 2013). 

A revascularização pulpar representa uma alternativa baseada em preceitos 

biológicos para o tratamento de dentes imaturos necrosados. Ao contrário da 

Apexificação e do uso de plugs artificiais, ela permite que haja a continuação do 

desenvolvimento radicular (NOSRAT et al., 2011). 

 

 

3 PROCEDIMENTOS ENDODÔNTICOS REGENERADORES 

 

 

Os tecidos perirradiculares dos dentes imaturos são ricos em suprimento 

vascular e contém um pool de células indiferenciadas que representam um dos pré-

requisitos para se instituir o procedimento regenerador. Levando em conta a presença 

dessas células, foi concebido o conceito da regeneração tecidual em dentes imaturos 

necrosados (NAGY et al., 2014).  

Ӧstby, o pioneiro nos procedimentos endodônticos regeneradores, mostrou que 

nova vascularização tecidual poderia ser induzida no terço apical de dentes 
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portadores de necrose pulpar e lesão periapical (ӦSTBY, 1961). Essa 

neovascularização era conseguida através da formação de um coágulo sanguíneo no 

terço apical após os procedimentos de limpeza e descontaminação radicular. Esse, 

por sua vez, era produzido via introdução de uma lima endodôntica além do forame 

apical, até que o sangramento preenchesse todo o canal radicular. O autor propôs 

que, pela formação do coágulo sanguíneo (scaffold), a neovascularização poderia se 

estabelecer e suportar o crescimento de novos tecidos às partes não obturadas do 

canal. Além disso, o mesmo produziu evidências histológicas que suportaram seu 

conceito.   

A revascularização com a subsequente continuação do desenvolvimento 

radicular e continuada deposição de tecidos mineralizados na porção interior dos 

canais radiculares também pode ser observada em dentes imaturos reimplantados 

após avulsão (WIGLER et al., 2013). Isso sugere que os tecidos pulpares 

desvitalizados atuam com uma matriz na qual novos vasos sanguíneos e tecidos 

podem crescer (SKOGLUND & TRONSTAD, 1981). 

Iwaya et al., (2001) descreveram um procedimento (que chamaram de 

Revascularização) realizado em um segundo pré-molar inferior imaturo com necrose 

pulpar e abscesso apical crônico. 30 meses após a terapia os autores puderam 

observar, radiograficamente, aumento na espessura das paredes radiculares pela 

deposição de material mineralizado e também a continuação do desenvolvimento 

radicular. 

Banchs & Trope (2004) publicaram relato de caso descrevendo a instituição de 

procedimentos de revascularização em dentes necrosados com ápice aberto e lesão 

periapical. Através do acompanhamento radiográfico puderam observar que o 

protocolo realizado pôde estimular o desenvolvimento radicular, de forma semelhante 

ao dente contralateral, provando que a regeneração é possível tanto em dentes 

avulsionados quanto em dentes infectados, desde que um ambiente favorável seja 

estabelecido. 

Raju et al., (2014) também instituíram o PER como tratamento em dentes 

imaturos necrosados e portadores de lesão apical. Após os procedimentos de 

descontaminação, procederam à criação do coágulo no interior dos canais e, em 
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acompanhamento de 1 ano, relataram que o paciente se encontrava assintomático, 

sem sinal de fístula, com imagem apical radiopaca e evidência tanto do aumento do 

comprimento radicular quanto do aumento da espessura das paredes dentinárias. 

Murray et al. (2007) indicam o PER para o tratamento de dentes imaturos 

necrosados, reforçando que se trata de técnica relativamente simples, de baixo custo 

e que se utiliza de instrumentos de uso rotineiro. Peters (2014) indica como público 

alvo dos REPs, adolescentes que apresentam necrose pulpar e dentes com ampla 

abertura foraminal (≥ 0,6 mm). Mais especificamente, dentes unirradiculares com 

história de trauma. 

 A revisão sistemática da literatura (BUCCHI et al., 2017) permite considerar o 

PER como sendo procedimento clinicamente bem-sucedido já que 84,14% dos dentes 

tratados (ou canais) apresentam algum grau de desenvolvimento radicular e 79,8% 

dos dentes evidenciam a cura de lesões periapicais associadas. 

Uma explicação para a eficácia do PER foi atribuída à presença de células-tronco 

na papila apical e no osso medular. Provocado pela sobreinstrumentação, o 

sangramento que preenche o espaço radicular traz consigo células indiferenciadas 

capazes de se diferenciar em novos odontoblastos. Além disso, o coágulo formado 

serviria como um scaffold por onde as células podem migrar, além de conter fatores 

de crescimento/diferenciação que agiriam sobre essas células (ALRAHABI & ALI, 

2014). 

 

3.1 Células-tronco   

 

Em geral, células-tronco são definidas por terem duas propriedades principais: 

serem capazes de se auto renovarem e, quando se dividem, algumas células filhas 

podem, eventualmente, ser de linhagens diferentes. Dependendo do tipo de célula-

tronco e de sua habilidade e capacidade em se tornar tecidos diferentes (característica 

descrita como plasticidade), três categorias são citadas: células-tronco totipotentes -  

com capacidade de originar tanto um organismo totalmente funcional, como qualquer 
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tipo celular do corpo, inclusive todo o sistema nervoso central e periférico. 

Correspondem às células do embrião recém-formado e têm potencial para originar até 

mesmo as células do folheto extra-embrionário que formarão a placenta. Entretanto, 

estas células são efêmeras e desaparecem poucos dias após a fertilização (GAGE, 

2000); pluripotentes – capazes de originar qualquer tipo de tecido sem, no entanto, 

originar um organismo completo, visto que não podem gerar a placenta e outros 

tecidos de apoio ao feto. Apesar de existirem em menor número, as células-tronco 

pluripotentes estão presentes, também, em indivíduos adultos (SOUZA et al., 2003); 

e multipotentes – são um pouco mais diferenciadas, presentes no infivíduo adulto, 

com capacidade de originar apenas um limitado número de tipos teciduais. Estas 

células são designadas de acordo com o órgão de que derivam e podem originar 

apenas células daquele órgão, possibilitando a regeneeração tecidual (GAGE, 2000). 

Células-tronco dentárias pertencem à terceira categoria (HUANG, 2008). 

Quatro tipos de células-tronco de origem dental têm sido isolados e 

caracterizados: células-tronco pulpares (DPSCs); células-tronco de dentes decíduos 

esfoliados (SHEDs); células-tronco da papila apical (SCAPs) e células-tronco do 

ligamento periodontal (PDLSCs).  Essas células-tronco são consideradas como 

células-tronco mesenquimais (MSCs) e possuem diferentes níveis de capacidade em 

se transformar em células formadoras de tecidos específicos (SHARMA et al., 2010). 

As SCAPs são capazes de se diferenciar em células tipo odontoblastos e produzir 

tecido semelhante à dentina, tanto in vitro quanto in vivo e, juntamente com as 

PDLSCs são capazes de formar estruturas radiculares (HUANG, 2008). 

É provável que as SCAPs, residindo na papila apical, sobrevivam à infecção por 

sua proximidade com os tecidos periapicais. Esses tecidos são beneficiados por uma 

circulação colateral que os permitem sobreviver ao processo de necrose pulpar e, 

talvez, após a desinfecção endodôntica, essas células possam dar origem a 

odontoblastos que completarão a formação radicular (ESTRELA et al., 2011).  Em 

condições favoráveis (i.e., eliminação da contaminação intrarradicular, dos tecidos 

necrosados e na presença de um scaffold apropriado) essas células tronco podem 

repovoar os espaços radiculares em dentes imaturos necrosados (HARGREAVES et 

al., 2008). 
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As SCAPs são células precursoras dos tecidos pulpares, enquanto as SHEDs 

são células pulpares. Seguindo sua expansão, essas células podem se diferenciar em 

células semelhantes a odontoblastos e produzir tecido semelhante à dentina, tanto in 

vitro quanto in vivo (SONOYAMA et al., 2008), enquanto aquelas possuem a 

capacidade de se diferenciar em células neurais e adiposas (YU et al., 2006). 

As PDLSCs são células-tronco multipotentes capazes de se diferenciar em 

cementoblatos e células formadoras de colágeno, adipócitos e tecidos semelhantes 

ao ligamento periodontal (SEO et al., 2004). 

Os resultados de Lovelance et al., (2011) confirmaram que a manipulação dos 

tecidos periapicais (formação do scaffold de coágulo) transporta células-tronco para 

os espaços pulpares. Seus resultados demostraram não apenas a marcação de 

células-tronco no interior dos canais (concentração centenas de vezes maior que na 

circulação sistêmica), mas também que as mesmas são provenientes dos tecidos 

periapicais (os autores sugerem que sejam, muito provavelmente, SCPAs e BMSCs – 

células-tronco da medula óssea), e não da circulação sistêmica. Além disso, durante 

o período avaliado, os autores observaram que tais células indiferenciadas não se 

diferenciaram em linhagens osteoblástica ou odontoblástica. 

Entretanto, apesar de haver uma vasta literatura corroborando a eficácia e 

previsibilidade do PER na continuação do desenvolvimento radicular quando do uso 

do coágulo sanguíneo como scaffold (THIBODEAU & TROPE, 2007; COTTI et al., 

2008; JUNG et al., 2008), não há a certeza da natureza dos tecidos neoformados no 

interior dos canais, já que as células-tronco multipotentes podem se diferenciar em 

diferentes linhagens (LOVELANCE et al., 2011). 

 

3.2 Histologia dos tecidos neoformados 

 

A completa restauração de um complexo dentina-polpa funcional não pode ser 

obtida pelo tratamento endodôntico convencional (NAKASHIMA & AKAMINE, 2005). 

Entretanto, com o advento da medicina regeneradora, tornou-se possível regenerar 
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os tecidos pulpares através de procedimentos endodônticos alternativos 

(HARGREAVES et al., 2008). Esses procedimentos são baseados nos princípios da 

engenharia tecidual, que têm como objetivo induzir a neoformação tecidual para repor 

os tecidos perdidos ou comprometidos, regenerando completamente o complexo 

dentina-polpa (SMITH et al., 2016). Para tanto, são necessárias uma fonte de células 

indiferenciadas, um scaffold tridimensional para que haja o crescimento dessas 

células e sinais morfogenéticos (HARGREAVES et al., 2008). A técnica mais utilizada 

nos REPs é a que se utiliza do coágulo como scaffold, associado à utilização de 

células-tronco derivadas dos tecidos perirradiculares (WANG et al., 2010).  

Apesar de o PER ter eficácia clínica comprovada (MURRAY et al., 2007; DING 

et al., 2009; RAJU et al., 2014) quando se avalia os objetivos primários e secundários 

da técnica (i.e., aumento do comprimento/espessura das paredes radiculares e 

fechamento apical), o objetivo máximo (neoformação do complexo dentina/polpa) não 

pode ser alcançado de forma previsível quando do uso do coágulo como scaffold 

(GOMES-FILHO et al., 2013). Resultados histológicos de dentes, tanto humanos 

quanto de animais falharam em mostrar deposição de novo tecido dentinário após 

procedimentos regeneradores (PETERS, 2014). 

A natureza dos tecidos neoformados após a instituição do PER tem sido 

investigada em estudos tanto em animais quanto em humanos (WANG et al., 2010; 

YAMAUCHI et al., 2011; MARTIN et al., 2013). Embora esses autores tenham 

afirmado que os novos tecidos depositados internamente nas paredes dentinárias 

contivessem características de cemento, osso ou ligamento periodontal, não foram 

observados novos tecidos semelhante à polpa dentária. Estes autores também 

sugerem que a invasão dos espaços pulpares pelas células-tronco se dá em 

quantidade insuficiente para o desenvolvimento do complexo dentina-polpa. 

Mormente, apesar de promover a continuação do desenvolvimento radicular, a 

utilização do coágulo como scaffold induz a formação de novos tecidos com 

características histológicas de tecido conjuntivo, tecido cementário e/ou ósseo, mas 

não com as de tecido pulpar (GOMES-FILHO et al., 2013). 

Zhang et al., (2014) avaliaram os tecidos neoformados em dentes de cães 

previamente necrosados quando da utilização de dois diferentes scaffolds: coágulo 
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sanguíneo e Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Os autores puderam observar tanto o 

aumento na espessura das paredes radiculares quanto o fechamento apical em 

ambos os grupos. Quando avaliada as características histológicas dos tecidos 

neoformados pôde-se observar a presença de grande número de células inflamatórias 

e que os novos tecidos se assemelhavam a tecido cementário e não a tecido pulpar. 

Os resultados mostraram não haver diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos quanto a todos os critérios analisados (i.e., aumento da espessura radicular, 

fechamento apical, aumento no comprimento radicular, característica do tecido 

mineralizado depositado).  

O desenvolvimento radicular se dá mais comumente através da deposição de 

tecido mineralizado semelhante ao cemento e tecido ósseo ao invés de dentina, e o 

tecido intracanal consiste em tecido conjuntivo sem a camada odontoblástica, como a 

do tecido pulpar original (BUCCHI et al., 2017). 

A revisão sistemática da literatura (ALTAII et al., 2017) mostrou que, dos 110 

dentes onde se utilizou o coágulo sanguíneo como scaffold, apenas 4% dos canais 

apresentaram deposição de tecido mineralizado semelhante à dentina nas paredes 

dentinárias, 64% continham tecido semelhante ao cemento e 10% tecido semelhante 

a osso. No mesmo trabalho, foi possível observar que a adoção de scaffolds diferentes 

do coágulo não trouxe benefício adicional na formação de tecido semelhante à 

dentina. 

A diversidade na resposta celular não é surpreendente, já que as células-tronco 

dos tecidos dentais, classificadas como células tronco pós-natais multipotentes, retêm 

a capacidade de adquirir fenótipo condrogênico, odontogênico/osteogênico, 

neurogênico ou adipogênico, em função de sua exposição a diferentes coquetéis de 

fatores de crescimento e outras proteínas (Hargreaves et al., 2008). 

 

3.3 Scaffold 
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Fator integrante da engenharia tecidual, o esqueleto físico (scaffold) é 

necessário para a promoção do crescimento e diferenciação celular (SONOYAMA et 

al., 2008). O scaffold provê um microambiente físico/químico/biológico tridimensional 

para o crescimento e diferenciação celular, promovendo a adesão celular e sua 

migração. Serve ainda como um carreador de fatores de diferenciação celular e de 

células. Deve possuir eficiência no transporte de nutrientes e de oxigênio e ser 

degradado gradualmente enquanto é substituído pelos tecidos regenerados, 

mantendo suas características até o final da estruturação dos novos tecidos. Deve 

ainda ser biocompatível, não tóxico e possuir apropriadas características físicas e 

mecânicas (NAKASHIMA et al., 2005). 

Para os procedimentos endodônticos regeneradores existe a possibilidade de se 

utilizar um dos três tipos de scaffold autólogo, todos eles derivados do sangue. São 

eles: coágulo sanguíneo, PRP e Plasma Rico em Fibrina (PRF) (HARGREAVES et 

al., 2008; BEZGIN et al., 2015; JADHAV et al., 2012; KESWANI & PANDEY, 2013). 

Trabalhos como os de El-Sharkawy et al., (2007), Keswani & Pandey (2013), Del 

Fabbro et al., (2016) ilustram a heterogeneidade de protocolos propostos com o 

mesmo intuito: promover a revascularização pulpar em dentes imaturos necrosados. 

 

3.3.1 Coágulo sanguíneo 

 

O scaffold precisa promover a adesão, proliferação e diferenciação celular, 

suportar nova vascularização e inervação e ser biodegradável (ALRAHABI & ALI, 

2014). A formação do coágulo cria um scaffold tridimensional de fibrina que pode 

conter células indiferenciadas provenientes dos tecidos perirradiculares, assim como 

fatores de crescimento secretados pelas plaquetas, o que contempla a tríade exigida 

pela engenharia tecidual (scaffold, células indiferenciadas e fatores morfogenéticos) 

(LOVELANCE et al., 2011).  

A eficácia da utilização do coágulo foi comprovada por Dianat et al., (2017). Os 

autores compararam o uso do coágulo (grupo 1) e do plasma rico em fatores de 

crescimento (grupo 2) como scaffolds em modelo animal. Seus resultados 
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evidenciaram 60% de reparo das áreas radiolúcidas no grupo 1 e 53,3% no grupo 2; 

fechamento apical foi detectado em 60% dos casos, em ambos os grupos; formação 

de novo tecido semelhante a cemento foi encontrada ao longo das paredes radiculares 

internas, assim como ilhas de tecido osteóide junto ao tecido conjuntivo recém-

formado. Os autores não encontraram diferença significativa (p > 0,05) entre os dois 

grupos em todos os quesitos avaliados, concluindo que o uso do plasma rico em 

fatores de crescimento não se mostra vantajoso em relação ao uso do coágulo 

sanguíneo. 

Lovelance et al. (2011) demonstraram que a indução do preenchimento dos 

canais pelo sangramento apical resulta na entrada de células tronco nestes sítios, 

embora a origem de tais células não tenha sido identificada. Acreditam que o coágulo 

atue como scaffold na participação destas células nas respostas regeneradoras. 

As plaquetas compõem grande parte do coágulo. Elas contêm e secretam fatores 

de crescimento ativos e também um grande número de proteínas séricas, tais como 

fibrina, fibronectina e vitronectina, que atuam como moléculas de adesão celular 

durante a osteocondução. Também atuam como matriz para a migração de células 

ósseas, conjuntivas e epiteliais durante os processos de reparo tecidual (MARX, 

2004). Assim, o coágulo pode atuar como scaffold para que as células apicais, 

incluindo as células-tronco, migrem para dentro dos espaços pulpares e induzam a 

formação de novos tecidos (YAMAUCHI et al., 2011). 

Apesar de haver uma vasta literatura corroborando o uso clínico do coágulo 

sanguíneo como scaffold (JUNG et al., 2008; DING et al., 2009; RAJU et al., 2014), 

existem algumas limitações inerentes ao seu uso: em alguns casos o preenchimento 

dos canais pode não ser conseguido via indução do sangramento periapical; além 

disso, a inserção do tampão de MTA sobre o coágulo pode ser uma tarefa de difícil 

execução (DING et al., 2009). 

 

3.4 Fatores de crescimento 

 



28 
 

Fatores de crescimento são proteínas que se ligam a receptores específicos na 

membrana celular e induzem a geração de novos tecidos. Eles atuam como sinais 

moleculares que modulam o comportamento celular. Iniciando a cascata de sinais 

intracelulares, atuam de maneira autócrina ou parácrina, agindo localmente sobre as 

células alvo (KIM et al., 2012). 

Vários fatores de crescimento têm sido avaliados em sua capacidade de induzir 

e mediar a diferenciação das células-tronco em células pré-odontoblastos, em 

particular o TGF-β, as BMPs (proteínas ósseas morfogenéticas) e os fatores da família 

do FGF (GANESH et al., 2017). O TGF-β possui ação quimiotática e guia a 

diferenciação celular e a síntese da matriz extracelular, enquanto o FGF-2 aumenta a 

proliferação celular e exerce efeito angiogênico (embora de forma menos potente que 

o VEGF) (GALLER et al., 2015). 

Nos procedimentos endodônticos regeneradores, após a entrada das células-

tronco nos espaços pulpares, é imperativo que haja sua migração e diferenciação para 

a formação do novo complexo dentina-polpa. Howard et al. (2010) afirmam que 10 

ng/mL de TGF-β e FGF são efetivos na indução da migração das DPSCs. Os 

resultados de Zeng et al. (2016) evidenciam que são liberadas concentrações de 2-90 

ng/mL de TGF-β das paredes dentinárias pós condicionamento com EDTA, sugerindo 

ser essa quantidade suficiente para a indução da migração celular. Seus resultados 

mostram ainda que a indução da migração das DPSC pelo TGF-β é dose-dependente.  

Os efeitos do TGF-β são bastante variados e dependem do tipo celular e tecidual 

sobre o qual está agindo. Foi demonstrada sua ação no incremento da proliferação 

celular e na produção da matriz extracelular em cultura de células pulpares, assim 

como sua indução na diferenciação destas células em odontoblastos; sua ação pode 

ser potencializada na presença do FGF (KIM et al., 2012). Além disso, em altas 

concentração, é capaz de induzir a apoptose (ZHANG et al., 2011). 

O fator de crescimento semelhante à insulina (IGF) contribui para a 

odontogênese e para o reparo dos tecidos dentais através do estímulo à proliferação 

e diferenciação celular (CAVIEDES et al., 2009). O estudo de seu efeito sobre as 

células pulpares evidenciou sua capacidade em induzir essas células em células 
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semelhantes a odontoblastos, assim como sugeriram seu papel na estimulação de 

tecidos mineralizados (KIM et al., 2012). 

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um potente estimulador da 

angiogênese e vasculogênese, desempenhando um papel predominante no intricado 

processo de formação de novos vasos sanguíneos, e sua presença é necessária para 

iniciar e manter os sucessivos estágios da formação vascular, incluindo a 

remodelação da matriz extracelular, recrutamento das células endoteliais e formação 

do lúmen vascular (KIM et al., 2012). 

A dentina humana contém vários fatores de crescimento que podem promover a 

regeneração dos tecidos nos espaços radiculares, assim como também o coágulo 

sanguíneo contém fatores de crescimento derivados das plaquetas. Por isso é seguro 

assumir que o preenchimento destes espaços pelo coágulo cria um ambiente 

(scaffold) rico em proteínas que podem ser cruciais para o sucesso na entrada e 

diferenciação das células-tronco nos espaços pulpares e, em última análise, no 

desenvolvimento radicular (HARGREAVES et al., 2011). 

 

 

4 USO DO EDTA NOS PER 

 

 

A dentina é tradicionalmente vista como sendo um tecido mineralizado inerte, 

com mínima remodelação após formada. Entretanto, o reconhecimento das 

propriedades bioativas da mesma já foram comprovadas (DIOGENES et al., 2014). A 

matriz dentinária desmineralizada foi capaz de induzir o reparo pulpar e o fechamento 

apical em primatas, e esse efeito pró-mineralizador foi atribuído à atividade das 

proteínas ósseas morfogenéticas (BMP) (SMITH et al., 2016). Subsequentemente, um 

pool de proteínas não-colagenosas provenientes da dentina, liberadas durante a 

desmineralização da mesma, foram associadas com a indução da dentinogênese 

(SLOAN et al., 2001). Assim, a percepção da inércia da dentina reflete a imobilização 
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e sequestro das moléculas bioativas em sua matriz mineralizada. A dissolução da 

mesma é capaz de liberar esses fatores, que exercerão efeitos a nível celular (SMITH 

et al., 2016). 

O variado grupo de moléculas encontradas “fossilizadas” na matriz dentinária é 

composto por fatores de crescimento, quimiocinas, citocinas, moléculas da matriz 

extracelular e peptídeos bioativos, podendo citar o TGF-β, BMP, IGF-1, VEGF, FGF-

2, PDGF e EGF (todos eles com ação necessária para a efetiva resposta dos REP), o 

que reflete a complexidade dos eventos celulares que podem ser induzidos (SMITH 

et al., 2016). 

Agentes quelantes, como o ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), são 

capazes de retirar o cálcio dos cristais de fosfato de cálcio inorgânico, o que resulta 

na desmineralização da camada dentinária superficial. No quesito comportamento 

celular, essa descalcificação permite a exposição das fibrilas de colágeno da matriz 

orgânica, o que permite a ligação celular via receptores de integrina. Além disso, o 

tratamento com EDTA expõe fatores de crescimento impregnados na matriz dentinária 

(GALLER et al., 2011). Zeng et al. (2016) comprovaram a liberação de significantes 

quantidades destes fatores das paredes dentinárias condicionadas com EDTA. Esses 

mediadores, por sua vez, promovem a diferenciação das células-tronco em células 

semelhantes a odontoblastos que, subsequentemente, depositam tecido mineralizado 

na face interna das paredes radiculares (PETERS, 2014). 

O uso do EDTA como solução irrigadora final foi indicada por Yamauchi et al. 

(2011), que concluíram que seu uso (em modelo animal) não trouxe efeito adverso e 

potencializou a formação de tecidos mineralizados, o que aumentaria a resistência 

das paredes radiculares.  

Para que o REP obtenha êxito, necessário se faz o estímulo da adesão das 

SCAP ou outros tipos de células-tronco à superfície radicular após o tratamento, e a 

presença da smear layer nas paredes dos canais radiculares pode inibir essa 

aderência, causando potenciais fracassos nos procedimentos regeneradores (RING 

et al., 2008). 
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Galler et al. (2011), executaram estudo para verificar se o pré-tratamento da 

dentina poderia influenciar o comportamento celular das DPSCs na interface célula-

dentina. Para isso trabalharam em cilindros de dentina irrigados com hipoclorito de 

sódio (NaOCl) ou condicionados com EDTA. Os autores observaram que na dentina 

irrigada com NaOCl, lacunas de reabsorção eram vistas, assim como células 

multinucleadas com atividade clástica, enquanto que na dentina condicionada com 

EDTA, as DPSCs estavam intimamente associadas às paredes dentinárias e se 

diferenciaram em células semelhantes a odontoblastos (células expressando 

sialoproteína da dentina e com prolongamentos celulares nos túbulos dentinários). 

Concluíram com isso que o condicionamento da dentina liberou os fatores de 

crescimento impregnados na matriz de dentina, o que influenciou favoravelmente a 

diferenciação celular. Além disso, Martin et al., (2014) demonstraram que o uso do 

EDTA como solução irrigadora final é capaz de reverter os efeitos negativos do NaOCl 

(até a concentração de 1,5%) sobre as células-tronco, aumentando a taxa de 

sobrevivência das mesmas. 

Almushay et al. (2006) demonstraram que a proteína-1 da matriz de dentina 

(DMP-1), uma proteína não colagenosa extraída da dentina, pode, significativamente, 

promover a diferenciação das DPSCs em odontoblastos e induzir a formação de 

dentina reparadora em tecidos pulpares expostos.   

Proteínas da matriz dentinária podem induzir o recrutamento de células 

envolvidas na resposta inflamatória e imune. As moléculas quimiotáticas têm maior 

especificidade para as células-tronco. Assim, a dissolução da matriz dentinária (e 

liberação desses fatores) com o uso do EDTA gera um gradiente quimiotático 

específico para que as células-tronco migrem pelas paredes dentinárias (GALLER et 

al., 2011; GALLER et al., 2015). 

Galler et al., (2015) afirmam que, durante a dentinogênese, fatores de 

crescimento podem ficar impregnados na matriz dentinária e podem, posteriormente, 

ser liberados pelos processos de desmineralização. Para testar essa hipótese, os 

autores condicionaram discos de dentina humana com variados protocolos. Seus 

resultados mostraram que o condicionamento com solução de EDTA a 10% em pH 7 

resultou na liberação de maior quantidade de TGF-β, e que as quantidades de FGF-2 

e VEGF liberadas foram dependentes do tempo de condicionamento. Os autores 
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concluem que os fatores de crescimento podem ser liberados diretamente da dentina 

via condicionamento com EDTA. 

 

 

 

5 HIPÓTESES 

 

 

Trabalhamos com a hipótese de que, ao compararmos as expressões gênicas 

dos fatores de crescimento/diferenciação longitudinalmente entre os grupos, o grupo 

que teve seus canais irrigados com EDTA e depois preenchidos com coágulo 

sanguíneo evidenciariam as maiores expressões de fatores com propriedades anti-

inflamatória e/ou formadora, seguido pelo grupo que teve os SCR apenas preenchidos 

pelo coágulo. Esperava-se que os animais que tiveram seus dentes vazios, sem o 

recebimento de um scaffold, apresentassem as maiores expressões de mediadores 

inflamatórios e as menores de mediadores pró-regenerativos. 

 

 

 

6 OBJETIVOS 

 

 

Levando em consideração a importância que o scaffold desempenha no PER, 

assim como o protocolo de irrigação, o objetivo deste estudo foi avaliar, por meio da 

resposta imuno-inflamatória estruturada nos tecidos pulpares, a eficácia dos 

protocolos mais comumente descritos: a) preenchimento dos espaços pulpares com 
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coágulo sanguíneo; ou, b) irrigação com EDTA previamente ao preenchimento com o 

coágulo. 

 

6.1 Objetivos gerais 

 

O objetivo do estudo, levando em consideração a importância atribuída aos 

scaffolds, foi avaliar o desempenho que o coágulo sanguíneo (utilizado como scaffold) 

demonstraria quanto ao seu potencial em estimular a expressão de citocinas pró e/ou 

anti-inflamatórias, e de fatores de crescimento/diferenciação nos tecidos pulpares. 

Adicionalmente, avaliar se a irrigação com EDTA exerceria algum efeito na expressão 

dos mediadores analisados no estudo, modulando a resposta imuno-inflamatória. O 

estudo visou fornecer, através da análise da resposta imunoinflamatória 

desencadeada nos tecidos analisados, um embasamento científico mais sólido quanto 

à superioridade de um método de tratamento sobre os demais, o que embasaria a 

indicação de seu uso clínico. 

 

6.2 Objetivos específicos 

 

Através do PCR em tempo real (RT-PCR), avaliar o perfil da resposta imuno-

inflamatória dos tecidos pulpo-perirradiculares quando da utilização dos seguintes 

protocolos indicados para a terapia endodôntica regeneradora: a) preenchimento dos 

canais com coágulo sanguíneo; e, b) irrigação com solução de EDTA a 17% 

previamente à indução do preenchimento dos canais com coágulo sanguíneo. A 

expressão das seguintes citocinas e fatores de crescimento/diferenciação foram 

analisados: IL-1α, TGF-β, VEGF, IL-10, IGF e NGF.  
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7 METODOLOGIA EXPANDIDA  

 

7.1 Caracterização do projeto 

 

Este é um estudo experimental in vivo, em modelo animal, que avalia 

longitudinalmente a resposta imuno-inflamatória desencadeada em diferentes 

protocolos clínicos indicados e utilizados clinicamente nos procedimentos 

endodônticos regeneradores. Para tanto foi realizada a análise via PCR em tempo real 

da expressão das citocinas e dos fatores de crescimento/diferenciação celular IL-1α, 

IL-10, TGF-β, VEGF, NGF e IGF, que desempenham importante papel na formação 

de novos tecidos.  

 

7.1.1 Plano amostral 

 

Camundongos Balb/C foram utilizados para realizar os ensaios. Os animais 

tiveram seus primeiros molares superior do lado esquerdo abertos endodonticamente 

e os tecidos pulpares removidos. Após a pulpectomia, cada dente foi submetido a 

apenas um dos protocolos utilizados. Após a realização dos procedimentos, os 

animais foram sacrificados em intervalos de 7, 14 e 21 dias. Após o sacrifício dos 

animais, os dentes foram removidos com o tecido periapical e estes processados para 

análise via RT-PCR. 

Os animais foram divididos em 3 grupos, cada um composto por 18 animais. 

Destes, 6 foram sacrificados em cada um dos intervalos citados. 

Grupo Vazio (Empty) 7 – espaços radiculares deixados vazios após pulpectomia 

(controle negativo); sacrifício em 7 dias 

Grupo Vazio (Empty) 14 – espaços radiculares deixados vazios após 

pulpectomia (controle negativo); sacrifício em 14 dias 
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Grupo Vazio (Emtpy) 21 – espaços radiculares deixados vazios após 

pulpectomia (controle negativo); sacrifício em 21 dias 

Grupo Sangramento (Blood) 7 – espaços radiculares preenchidos com 

sangramento; sacrifício em 7 dias 

Grupo Sangramento (Blood) 14 – espaços radiculares preenchidos com 

sangramento; sacrifício em 14 dias 

Grupo Sangramento (Blood) 21 – espaços radiculares preenchidos com 

sangramento; sacrifício em 21 dias 

Grupo EDTA (EDTA + Blood) 7 – espaços radiculares irrigados com EDTA e 

posteriormente preenchidos com sangramento; sacrifício em 7 dias 

Grupo EDTA (EDTA + Blood) 14 – espaços radiculares irrigados com EDTA e 

posteriormente preenchidos com sangramento; sacrifício em 14 dias 

Grupo EDTA (EDTA + Blood) 21 – espaços radiculares irrigados com EDTA e 

posteriormente preenchidos com sangramento; sacrifício em 21 dias 

 

7.1.2 Animais 

 

Camundongos com idade entre 8 e 10 semanas, de ambos os sexos, adquiridos 

no CEBIO (Centro de Bioterismo da UFMG, Belo Horizonte, MG, Brasil) foram 

utilizados. Os animais foram mantidos durante toda a fase experimental em biotério 

com barreiras, controle dos ciclos de luz, com comida (Nuvital, Curitiba, PR, Brasil) e 

água ad libitum e separados em gaiolas com no máximo 5 animais. Um total de 54 

animais foi utilizado. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso 

de Animais da UFMG (CEUA/UFMG) – protocolo CEUA n°: 255/2016. 

 

7.1.3 Anestesia  
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Todos os animais utilizados receberam, antes do experimento, anestesia geral 

via injeção intraperitoneal de uma solução contendo 60 mg/kg Hidroclorato de 

Ketamina (Dopalen, Vetbrands – Divisão de Saúde Animal, Jacareí, SP, Brasil) e 20 

mg/kg de Xilazina (Anasedan, Agribands do Brasil Ltda., Paulínia, SP, Brasil), diluídos 

em PBS. Desta solução, um volume de 0,6-0,8 mL foi administrado em cada animal. 

 

7.1.4 Preparo dos grupos 

 

Para a abertura coronária dos dentes, utilizou-se de brocas esféricas 

diamantadas ¼ (Dentsply-Maillefer, Petrópolis, RJ, Brasil), sem irrigação, acopladas 

em um contra-ângulo ligado a um motor elétrico com velocidade controlada (Driller, 

São Paulo, Brasil). Todos os procedimentos operatórios foram realizados em bancada 

de laboratório, com o auxílio de microscópio operatório de uso odontológico (Alliance, 

SP, Brasil), com aumento de 10x. Após a abertura, os tecidos pulpares foram 

removidos com lima tipo K #10 e #15 (Dentsply-Maillefer, Petrópolis, RJ, Brasil). 

Após a pulpectomia, os dentes receberam um dos tratamentos proposto para o 

grupo ao qual pertencia: 

- Grupo Empty: os canais foram deixados vazios e a cavidade de acesso selada 

com restaurador provisório Coltosol® (Coltene, RJ, Brasil) 

- Grupo Blood: lima endodôntica tipo K #15 foi inserida em cada canal além do 

comprimento total das raízes (mais ou menos 0,5 mm) de forma a induzir sangramento 

que preenchesse os canais radiculares e formasse um coágulo sanguíneo. Após isso, 

os canais foram selados com Coltosol®. 

- Grupo EDTA + Blood: a câmara pulpar foi preenchida com solução irrigadora 

de EDTA a 17% (Biodinâmica, RJ, Brasil), utilizando-se para isso seringa descartável 

de 1,0 mL (Injex, SP, Brasil) e agulha hipodérmica (0,45 x 13) (Injex, SP, Brasil). Foram 

padronizados o volume de 0,5 mL para cada dente, e o tempo de aplicação de 1 
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minuto (marcado com cronógrafo equipado com sinal sonoro). Durante o tempo de 

aplicação a solução foi agitada com movimentos de cateterismo feitos com lima 

endodôntica tipo K #10 inserida nos canais. Após a secagem da câmara pulpar/canais 

com cones de papel estéreis (Dentsply/Maillefer, Petrópolis, RJ, Brasil), uma lima 

endodôntica tipo K #15 foi inserida em cada canal além do comprimento total das 

raízes (mais ou menos 0,5 mm) de forma a induzir sangramento que preenchesse os 

canais radiculares e formasse um coágulo sanguíneo. Após isso os canais foram 

selados com Coltosol®. 

Cada grupo do estudo foi avaliado após 7, 14 e 21 dias do experimento. Nos 

prazos determinados, os animais foram aleatoriamente escolhidos e sacrificados 

através do deslocamento cervical e o dente e os tecidos periapicais excisados com 

lâminas de bisturi estéreis n° 15 (Lamedid, Osasco, SP, Brasil), postos em eppendorfs 

e congelados para posterior processamento. 

 

7.2 Avaliação da expressão das citocinas e fatores de crescimento/diferenciação 

 

O método utilizado para avaliar a expressão gênica dos alvos foi a reação em 

cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), a qual, através da amplificação do 

cDNA obtido a partir do mRNA, permite quantificar exatamente o número de cópias 

de cada mRNA presente nas amostras. 

 

7.2.1 Extração e quantificação do RNA 

 

O RNA total foi obtido pelo método Trizol. Para isso, tanto os dentes quanto os 

tecidos periapicais de cada amostra foram submersos em eppendorfs contendo Trizol 

(GIBCO BRL Laboratories, Grand Island, NY, EUA) e macerados em aparelho elétrico 

(IKA T10 basic – Merse – SP, Brasil). Na sequência, em cada eppendorf foi adicionado 

200µL de clorofórmio e as amostras centrifugadas durante 15 minutos a 12,000 x g a 
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4 °C. Após a centrifugação, a fase aquosa obtida foi removida e transferida para outro 

eppendorf, ao qual foi adicionado 250 µL de Isopropanol (Merck, SP, Brasil). A mistura 

foi incubada em estufa (Quimis®
, modelo Q-315D) a 25 °C, por 15 minutos e depois 

centrifugada por 10 minutos a 12,000 x g a 4 °C, o que promoveu a precipitação do 

RNA. O sobrenadante foi retirado do tubo e descartado. O RNA precipitado foi lavado 

com 250 µL de etanol a 75%. Para obtenção do pellet, os eppendorfs foram colocados 

em agitador vórtex (Phoenix Instrument, Alemanha) e centrifugados a 10,000 x g a 4 

°C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e os eppendorfs foram emborcados 

sobre papel toalha para que todo o líquido remanescente escorresse. Em seguida, ao 

pellet foi adicionada água de alta qualidade tratada com DEPC (pirocarbonato de 

dietila, SIGMA® Chemical Co., Louis, MO EUA), para inativação da enzima RNAse. 

A quantificação do RNA de cada amostra foi feita através do espectrofotômetro 

(Nanodrop®, modelo ND 1000, Wilmington-Delaware, EUA), e o grau de pureza das 

amostras obtidas determinadas pelo valor da reação 260/280. 

 

7.2.2 Preparo do cDNA por Transcrição Reversa 

 

A síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir do RNA total, 

utilizando-se um mix contendo desoxirribonucleotídeos fosfatados (DNTPs), OligodT15 

(Promega Corp., Madison, WI, EUA), Dithiothreitiol (DTT), água tratada com DEPC e 

tampão da enzima transcriptase reversa (Promega Corp.). 12 µL do mix foram 

adicionados a 1µg de RNA de cada amostra, em eppendorfs, totalizando um volume 

final de 25 µL para cada amostra, segundo protocolo descrito por Silva et al., (2008). 

Os tubos foram então levados a um termociclador (Thermo Hybaid – PCR Express, 

UK), ajustado na configuração padrão para cDNA, a saber: 

1° ciclo: 70 °C por 5 minutos; 2° ciclo: 4 °C por 5 minutos; 3° ciclo: pausa para 

adição da enzima transcriptase reversa; 4° ciclo: 23 °C por 5 minutos; 5° ciclo: 37 °C 

por 1 hora; 6° ciclo: 90 °C por 5 minutos. Após os ciclos, as amostras foram recolhidas 

e mantidas sob refrigeração a -20 °C até sua utilização. 
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7.2.3 Detecção e quantificação das citocinas e fatores de crescimento/difereniação 

 

Para análise das citocinas e dos fatores de crescimento/diferenciação, as 

seguintes sequências de primers foram utilizadas: 

 

Tabela 1: Sequência de primers 

Gene Sequência (5’ – 3’) 

TGF-β FW: TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG 

RV: GGT TCA TGT CAT GGA TGG TGC 

IL-10 FW: GGT TGC CAA GCC TTA TCG GA 

RV: ACC TGC TCC ACT GCC TT GCT 

IL-1α FW: CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CAT G 

RV: GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA 

IGF FW: CCT GCT TAT GTG TCA GTC TGT 

RV: ACA GAC TGA CAC ATA AGC AGG 

VEGF FW: CTG CTC TCT TGG GTC CAC TGG 

RV: CAC CGG GTT GGC TTG TCA CAT 

NGF FW: CTG CTC TCT TGG GTC CAC TGG 

RV: CAC CGG GTT GGC TTG TCA CAT 

FW: forward primer; RV: reverse primer 

 

As reações de RT-PCR foram processadas no aparelho Step One Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando-se como método 

de detecção o sistema SYBR-Green (Applied Biosystems).  

 

7.3 Análise dos dados 
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Após a amplificação, os dados foram analisados utilizando-se o programa 

Sequene Detection Software, versão 2.0 (Applied Byosystems). Os resultados foram 

obtidos como valores do threshold cicle, e a expressão dos níveis foram calculadas 

usando o método comparativo 2-ΔΔCT (SMITTGEN & LIVAK, 2008). Os valores foram 

calculados como sendo a média das duplicatas de cada amostra, e os níveis de mRNA 

de cada uma foram definidos baseados na sua proporção com o primer da β-Actina 

(constituinte endógeno). A análise estatística dos dados foi feita utilizando-se o 

programa SPSS, versão 15.0 (SPSS, Chicago, IL, EUA). Os dados foram submetidos 

ao teste Shapiro-Wilk para se caracterizar a normalidade. O teste de Levene foi 

utilizado para avaliar a igualdade de variância dos dados, enquanto o teste-t foi 

utilizado nas amostras de forma independente para se avaliar a significância nas 

diferenças observadas entre os grupos. Diferenças nos níveis de expressão de mRNA 

foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. 
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Introduction: The treatment of immature permanent teeth with pulpal necrosis is 

associated with clinical challenges and results in teeth with thin, brittle and fracture-

prone dentin walls. Regenerative endodontic treatment is an alternative treatment 

protocol that builds on the principles of tissue engineering. The success of these 

procedures needs an appropriate combination of a source of undifferentiated cells, 

morphogenetic signals and a scaffold that promotes the cells’ migration/differentiation. 

In this process, the inflammatory mediators play a key role in cell behavior. The current 

study aimed to examine cytokine expression profiles during regenerative endodontic 

treatment using a blood clot (BC) as a scaffold in a mouse model. Methods: After 

pulpectomy, teeth were divided into two groups: Experimental: canals filled with blood 

clot and Control: canals left empty. Animals were sacrificed 7, 14 and 21 days after the 

operative procedures, and teeth were collected. mRNA expression of the cytokines 

IGF, NGF, IL-1α, IL-10, TGF and VEGF was assessed using real-time PCR. Levene’s 

test was used to assess the equality of variance for the data, whereas a t-test for 

independent samples was used to evaluate the significance of the differences 

observed between groups (P < .05). Results: Our results show higher levels of pro-

inflammatory mediators during the evaluated periods in the Control group, as well as 

higher levels of anti-inflammatory mediators in the Experimental group. Conclusion: 

The presence of a blood clot within the canals acts as an anti-inflammatory scaffold for 

regenerative endodontic treatment. 

 

Key Words: Regenerative Endodontic Treatment, Blood clot, growth factors, 

cytokines 

 

Regenerative endodontic treatment (RET) is defined as a biological procedure 

designed to replace damaged structures, including dentin and dentin-pulp complex 

cells (1). The goal of RET is to completely regenerate the function of the dentin-pulp 

complex so that, in immature teeth, these neo-formed tissues can continue root 

development, prevent or repair periapical lesions (2), and regain a positive response 

to pulp sensibility tests (3). The advantage of this therapy, in relation to other therapies, 

is that it promotes continued root development, increased thickness in the dentinal 
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walls and apical closure (3, 4). Moreover, the American Association of Endodontics 

considers RET a new treatment approach proposed as a conservative alternative for 

young permanent teeth with immature roots and pulpal necrosis (5). 

A series of studies have shown the efficacy of clinical use for BC as a scaffold in 

RET (1, 6, 7, 8). Currently, there are growing shreds of evidence for the success of BC 

revascularization in immature teeth (9).  

A BC consists of a fibrin matrix that traps cells necessary for tissue regeneration 

and it also provides a suitable pathway for cells from the periapical area to migrate into 

the root canals and enhance the new tissue’s growth (10). Otherwise, BCs contain 

growth/differentiation factors (11), which may be important for the success of pulpal 

revascularization (12, 13). In addition, bleeding leads to the induction of angiogenesis, 

which may aid in the recruitment of the stem/progenitor cells necessary for the desired 

goals to be achieved (9). 

Although regenerative endodontic treatment has been performed by several 

clinicians worldwide, there is no longitudinal in vivo study that investigated the immune-

inflammatory response in teeth submitted to clinical regenerative endodontic protocol. 

The problem with this type of investigation is related to human ethical restrictions. 

Therefore, this study longitudinally analyzed the immune response to clinical RET 

performed in mice exhibiting devitalized teeth filled with blood clots. The gene 

expression for the growth factors IGF, NGF, and VEGF and the cytokines IL-1α, IL-10, 

and TGF was analyzed by RT-PCR. 

 

Materials and methods 

Animals 

Balb/C mice, 6-8 weeks of age, were used, regardless of the sex [n = 36; 6 

animals per time-point/group, as previously described (14); time-points were 7, 14 and 

21 days after operative procedures]. During all phases of the experiment, the animals 

received food (Nuvital, Curitiba, PR, Brazil) and water ad libitum. Prior to all the 

experimental phases, the animals received general anesthesia via an intraperitoneal 
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injection of a solution containing 60 mg/kg of ketamine hydrochloride (Dopalen, 

Vetbrands - SP, Brazil) and 20 mg/kg of Xylazine (Agribands do Brasil Ltda. SP, Brazil) 

diluted in phosphate-buffered saline (PBS). The study was approved by the Animal 

Research Ethics Committee of the Federal University of Minas Gerais (CEUA Protocol 

n°. 255/2016).   

Operative Procedures 

The first upper left molar of each animal was opened endodontically with sterile 

1/4 round diamond burs, non-irrigated and coupled in a contra angle connected to an 

electric motor (Driller, SP, Brazil). All the procedures were performed using an 

operating microscope (Alliance, SP, Brazil) with a 10x magnification, as demonstrated 

elsewhere (14, 15). After the opening, a pulpectomy was performed using type Kerr # 

10 and 15 files (Dentsply-Maillefer, RJ, Brazil).   

Preparation of groups 

After pulpectomy, the animals were divided into two groups. In the Control group 

(n = 18), the root canal systems were dried with sterile paper point # 20 (Dentsply-

Maillefer) and left empty, and then cavities were sealed with Coltosol® (Coltene, RJ, 

Brazil). In the Experimental group, an endodontic #15 file was introduced 0.5 mm 

beyond the apical foramen, and catheterization movements were made until all the 

channels were filled by the bleeding from the periapical tissues. Following BC 

formation, the cavities were sealed with Coltosol®. 

After the 7, 14 and 21 day intervals, 6 animals from each group were sacrificed 

via an injection of an anesthetic solution overdose. The teeth were then surgically and 

aseptically removed together with the adjacent periapical tissues (representing a 

sample) and rinsed in PBS and flash-frozen in a mixture of dry ice and ethanol. The 

teeth were then frozen at -80°C until the time of processing of the mRNA samples, as 

previously described (14).  

Real-time PCR 

Total RNA from each sample was extracted using TRIzol reagent (GIBCO/BRL 

Laboratories, Grand Island, NY) and resuspended in 50 μL of diethylpyrocarbonate- 
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(DEPC) treated water (Sigma Chemical Co., Louis, MO) containing 1 mM of EDTA, as 

previously described (15, 16). 

Total RNA was reversely transcribed at 37°C for 60 minutes in the presence of 5 

µL RNA, 250 mM dNTPS, 50 mM TRIS-HCL (pH 8,3), 75 mM KCL, 3,0 mM MgCL2, 

10 mM DTT (GIBCO/BRL Laboratories), 10 U of RNAsin (Promega Corp., Madison, 

WI) 7.0 Pm OLIGO-Dt15 (Promega Corp.) and 25 U of reverse transcriptase (Promega 

Corp.), and the cDNA was synthesized using 1 μg of RNA, as previously described 

(15, 17). PCR was performed under standard conditions, including a heating stage at 

95°C (15 seconds) followed by 1 minute at 60°C and a melting stage at 95°C (15 

seconds), 60°C (1 minute), and 95°C (15 seconds). The RT-PCR analyses were 

performed using Step One Real-time PCR Systems (Applied Biosystems, Cal, EUA), 

and the SYBR-Green detection system (Applied Biosystems) was used to visualize the 

amplification of the primers, as previously described (17). β-Actin was used with a 

constitutive (housekeeping) gene for normalization. All the samples were duplicated. 

The reactions were performed with a total volume of 25 μL and contained 1 μL of cDNA. 

The data were analyzed using Sequence Detection Software version 2.0 (Applied 

Biosystems). The results were obtained as threshold cycle values, and the expression 

levels were calculated using the comparative method 2-ΔΔCT (18). The values were 

calculated as the average of the duplicates for each sample, and the mRNA levels in 

each of them were defined as their proportion with the primer of the β-Actin. The data 

analysis was done using the SPSS program for Windows (version 15.0; SPSS, 

Chicago, IL). The data were subjected to the Shapiro-Wilk test to characterize 

normality. Levene’s test was used to assess the equality of variance for the data, 

whereas a t-test for independent samples was used to evaluate the significance of the 

differences observed between groups. Differences in mRNA expression levels were 

considered to be statistically significant when the P-value was < 0.05. 

 

Tabela 1: Primers sequences 

Gene Sequência (5’ – 3’) 
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TGF-β 

FW: TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG 

RV: GGT TCA TGT CAT GGA TGG TGC 

IL-10 

FW: GGT TGC CAA GCC TTA TCG GA 

RV: ACC TGC TCC ACT GCC TT GCT 

IL-1β 

FW: CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CAT G 

RV: GAT CCA CAC TCT CCA GCT GCA 

IGF 

FW: CCT GCT TAT GTG TCA GTC TGT 

RV: ACA GAC TGA CAC ATA AGC AGG 

VEGF 

FW: CTG CTC TCT TGG GTC CAC TGG 

RV: CAC CGG GTT GGC TTG TCA CAT 

NGF 

FW: CTG CTC TCT TGG GTC CAC TGG 

RV: CAC CGG GTT GGC TTG TCA CAT 

FW: forward primer; RV: reverse primer 

 

 

Results 

 Insulin-like growth factors (IGF) mRNA expression levels were similar between 

the Control and Experimental groups at the 7th and 14th days of evaluation (P > 0.05). 

However, on the 21st day, there was a reduction in the expression for this mediator in 

the Experimental group (EG) compared to the Control group (CG) (P < 0.05). There 

was also a significant decrease between the levels of IGF expression in the EG from 

the 14th to the 21st day of evaluation (P < 0.05) (Fig. 1). 
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Figure 1 – Expression of the mRNA growth factors IGFand NGF in the teeth was analysed via RT-

PCR. The relative expression of mRNA was compared with β-Actin as the internal Control. The 

expressed results represent the average values of the duplicates of each analysed factor, and each 

group had 6 animals. P < 0.05. 

 

The gene expression for nerve growth factor (NGF) in all three evaluation periods 

was significantly higher in the CG than in the EG (P < 0.05). An increase in NGF 

expression from the 7th to the 14th day (P < 0.05) was also observed in the CG (Fig. 1). 

Interleukin-10 (IL-10) expression remained constant on the periods evaluated in 

the CG and EG (P > .05). On the other hand, in the three evaluation periods, IL-10 

expression was statistically higher in the CG than in the EG (P < 0.05) (Fig. 2).  

 

 

Figure 2 – Expression of the mRNA growth factors IL-1 and IL-10 in the teeth was analysed via RT-

PCR. The relative expression of mRNA was compared with β-Actin as the internal Control. The 

expressed results represent the average values of the duplicates of each analysed factor, and each 

group had 6 animals. P < 0.05. 

 

In comparison to the Control group, the analysis revealed an increased 

expression of Interleukin-1α (IL-1α) levels on the 7th day in the Experimental group 

(EG) (P < 0.05). On day 14, the levels of IL-1α were similar between the two groups, 

and it decreased in the EG compared to CG on the 21st day (P < 0.05). There was a 
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decrease in IL-1α expression in the EG throughout the whole period; however, with a 

statistically significant difference between the 7th and 21stdays and between the14th 

and 21st days (P < 0.05) (Fig. 2). 

The transforming growth factor β (TGF-β) expression in EG was similar between 

days 7 and 14, with a tendency to decrease on day 21, which lacked a statistically 

significant difference (P > 0.05) (Fig. 3). In CG, there was an increase in TGF-β 

expression in all the periods with a statistically significant difference between days 7 

and 21 (P < 0.05). Finally, the expression of the TGF-β gene was statistically higher in 

the EG compared to the CG on the 7th and 14th days (P < 0.05), and both groups 

equalized on the 21st day (P > 0.05).  

 

 

Figure 2 – mRNA expression of VEGF and TGF-β in the teeth was analysed via RT-PCR. The relative 

expression of mRNA was compared with β-Actin as the internal Control. The expressed results 

represent the average values of the duplicates of each analysed factor, and each group had 6 animals. 

P < 0.05. 
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The expression for vascular endothelial growth actor (VEGF) in the CG showed 

a similar expression in the three moments of evaluation (P > 0.05), whereas in the EG, 

the VEGF decreased from the 7th to the 21st day (P < .05). When comparing the two 

groups, a reduction of VEGF in the EG was observed in comparison to CG with 

statistically significant values at the 14th and 21st days (P < 0.05) (Fig. 3). 

 

Discussion 

Several clinical protocols preconize to fill root canals with a blood clot through 

over instrumentation when regenerative procedures are carried out in human necrotic 

teeth (6, 19, 20, 21). This operative technique shows advantages, in its simplicity and 

in the fact that it can be performed with standard endodontic instruments and with 

medication without expressive biotechnology. Several clinical studies have 

demonstrated the success of the regenerative endodontic treatment (22, 23, 24), 

although longitudinal immune analyses were not performed because of the limitation 

of human ethical concerns. To overcome this limitation, this study was first in literature 

that analyzed the immune responses that occurred after regeneration procedures were 

performed in mice exhibiting devitalized teeth filled with their own blood clot (BC). 

The induction of bleeding and formation of a BC within the root canal’s systems 

let mesenchymal stem cells regenerate pulp tissues (25), and several growth factors 

are also connected to this phenomenon. IGFs are important angiogenic factors related 

to wound healing and regeneration (26). In this study, levels of IGF mRNA expression 

significantly reduce from days 14 to 21 in the Experimental group but remain constant 

over the entire evaluated period in the control group. This result suggests that immune 

modulation in the Experimental group occurred faster than in the control group and that 

it may be associated with the presence of blood clots. In agreement, it was 

demonstrated that the increase in the expression for IGF was paralleled with the 

reduction in the pro-inflammatory response (27). 

NGF is important for the development and differentiation of neural and non-neural 

cells (28). In addition, it has the ability to attract and develop nerve fibers in dental 

tissues (29). In this study, a greater NGF expression was observed in the control than 
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in the Experimental group in all the evaluated time-points. There was an increase in 

their levels between the 7th and 14th day in the control group, whereas their levels did 

not change throughout the entire period in the experimental group. The high levels of 

NGF reinforce the evidence of a more acute and prolonged inflammatory process in 

the control group, as demonstrated elsewhere (30). 

The presence of IL-1α and IL-1α-producing cells has been demonstrated in 

inflamed periapical lesions (16). This cytokine initiates and exacerbates the 

inflammatory process possessing a strong pro-inflammatory action. In this study, the 

IL-1α gene expression was higher in the Experimental group than in the control group 

on day 7. This finding may be explained by the over instrumentation in the 

Experimental group, which results in a greater periapical trauma when compared to 

the control group, which only underwent pulpectomy. However, a full inversion of their 

values can be observed along the 14th and 21st days in the Experimental group. This 

result reinforces the evidence that there is an attenuation of the inflammatory process 

in this group over the assessed period, conversely from what was observed in the 

Control group. The blood clot seems to be protective, since the IL-1α mRNA 

expression in this group was similar to its expression when physical barriers filled 

human root canal systems (17, 31).  

VEGF enhances blood vessel growth and increases vascular permeability, which 

is an important change observed during inflammatory processes (31). This growth 

factor plays a critical role in neovascularization, the stimulation of endothelial cell 

proliferation, the secretion of proteolytic enzymes, and the promotion of chemotaxis 

and cell migration, all of which are necessary for angiogenesis (33, 34). In this study, 

a statistically significant decrease in VEGF expression was observed between days 7 

and 21 in the Experimental group, paralleled with the higher expression of this mediator 

observed in the control group than in the Experimental group on days 14 and 21. The 

higher gene expression observed in EG on the 7th day may be related to over 

instrumentation performed to induce blood clotting. It is important to note that both 

VEGF and NGF, in Experimental group, present basal levels at all the experimental 

time-points, inferring that VEGF depends on the ability of NGF to increase its 

expression, as demonstrated elsewhere (32, 34). Additionally, the greater VEGF 
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expression in the control group suggests that there is an ongoing inflammatory process 

throughout the evaluated period. 

Immunosuppressive mechanisms mediated by TGF-β and IL-10 are responsible 

for the tissue repair processes, as well as for the restriction of the immune/inflammatory 

response (35). In this study, IL-10 was expressed in constant amounts throughout all 

analyzed periods in both groups (Fig. 2). However, its expression was statistically 

higher in the Control group than in the Experimental group, which suggests that blood 

clot down-modulates IL-10 expression. When human root canal systems were dressed 

with chlorhexidine (17) or calcium hydroxide (29), a reduction in IL-10 mRNA 

expression was observed in contrast to the empty root canals, which was similar to the 

results observed in this study.  

On the other hand, TGF-β gene expression was expressed significantly higher in 

the Experimental group than the Control group, at the 7th and the 14th days. Taken 

together, these results suggest that the immunosuppressive response is IL-10 

dependent in the control group and TGF-β dependent in the Experimental group. TGF-

β regulates several biological processes such as proliferation, survival, differentiation, 

apoptosis and cellular migration, and extracellular matrix production, showing an 

important role in immunological reactions, angiogenesis, regulation of vascular tone, 

tissue repair and bone metabolism (35). All of these mechanisms are involved in the 

improvement of regenerative endodontic treatment. In other words, blood clots 

stimulate a regenerative treatment inducing TGF-β synthesis in those root canals. 

This study is a pioneering research that evidences the immuno-inflammatory 

profile associated with the use of blood clots in the regenerative endodontic treatment. 

Taken together, the results allow us to conclude that the BC acts as an anti-

inflammatory scaffold, since in the empty canals, the inflammatory process persisted 

throughout the analyzed period. Finally, the mouse model played an important role in 

allowing us to analyze, longitudinally, the immune response to clinical RET performed 

in teeth filled with blood clots.  Moreover, despite clinical examination had show the 

efficacy of REP, it is the first study to show longitudinal cytokine expression after REP 

instituition. 
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Abstract: 

Introduction: The treatment of immature permanent teeth affected by pulpal 

necrosis, which results in teeth with thin, brittle and fracture-prone dentin walls, poses 

a clinical challenge. Regenerative endodontic treatment is an alternative approach 

base on the principles of tissue engineering. The success of regenerative procedures 

depends on several factors, including a source of undifferentiated cells, the presence 

of morphogenetic signals, and a scaffold that promotes cell migration and 

differentiation. During this process, inflammatory mediators play a key role in cell 

behavior. The goal of this study was to longitudinally analyze the immuno-inflammatory 

response in mice with devitalized teeth that underwent a regenerative protocol with or 

without the use of blood clot (BC) and ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) to 

irrigate the root canal system (RCS). Methods: After pulpectomy, teeth were divided 

into the following three groups: Empty - the canals were left empty; Blood - the canals 

were filled with a blood clot; and EDTA + Blood - the canals were irrigated with 0.06 

mL of 17% EDTA for 1 minute, after which the root canals were dried and then filled 

with a blood clot. Then, cavities were sealed with Coltosol®. Animals were sacrificed at 

7, 14 or 21 days after the operative procedures, and teeth were collected. mRNA 

expression of the cytokines IGF, NGF, IL-1α, IL-10, TGF and VEGF was assessed 

using real-time PCR. Data analysis was done using the GraphPad Prism program 

(version 5.01); the Kolmogorov–Smirnov test was used to characterize normality, and 

data were analyzed with ANOVA and the Tukey post hoc test. Differences in mRNA 

expression levels were considered to be statistically significant when the P-value was 

< 0.05. Results: Our results showed higher levels of interleukins in the EDTA + Blood 

group at all times analyzed, as well as a decrease in expression over time. Conclusion: 

The use of EDTA as an irrigation solution promotes increased expression of factors 

that can improve the outcome of regenerative endodontic treatment. However, the 

expression of these factors decreases over time. 

 

Key words: Endodontic Regeneration Procedures; EDTA; Blood Clot; RT-PCR. 

Introduction: 
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The treatment of immature necrotic teeth represents a clinical challenge in 

endodontics. The wide foramen makes difficult to seal the apical root canal, and the 

presence of thin root walls limits the accomplishment of endodontic instrumentation. In 

addition, tissue necrosis frequently disrupts root development, making these teeth 

more susceptible to fracture (Aksel & Serper, 2014). Regenerating Endodontic 

Procedures (REP), biological procedures designed to replace damaged structures, 

including dentin, root structures, and cells of the dentin-pulp complex (Murray et al., 

2007), are typically performed in such cases.  

Clinical cases have demonstrated the success of these procedures (Shah et al., 

2008; Torabinejad & Faras, 2012). However, the available data are insufficient to 

standardize the protocol for such REP (Aksel & Serper, 2013). Furthermore, despite 

published reports detailing their success, the outcome of these procedures remains 

unpredictable (Geisler, 2012). The advantage of REP over other therapies is that they 

promote continued root development as well as increased thickness in the dentinal 

walls and apical closure (Kokntakiotis et al., 2015; Torabinejad & Turman, 2011). 

Dentin is traditionally considered an inert mineralized tissue and is thought to 

undergo minimal remodeling after its formation. However, bioactive properties of the 

dentin matrix have recently been demonstrated (Diogenes et al., 2014). The dissolution 

of dentin results in the release of these factors, which exerts effects at the cellular level 

(Smith et al., 2016). Bioactive molecules found in the dentin matrix include growth 

factors, chemokines, cytokines, extracellular matrix molecules, and bioactive peptides, 

such as TGF-β, BMPs, IGF-1, VEGF, FGF-2, PDGF and EGF. All of these molecules 

are necessary for effective REP, reflecting the complexity of the cellular events that 

are induced during such processes (Smith et al., 2016). 

 

The importance of EDTA, which helps to release molecules trapped in dentine, in 

the success of REPs is increasingly recognized (Pang et al., 2014; Gonçalves et al., 

2016). However, few studies have described its clinical use. For example, Bucchi et al. 

(2017) found that of a total of 984 articles, only 6 described the use of EDTA in REP 

protocols. 
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There are no longitudinal studies investigating the immuno-inflammatory response 

in teeth submitted to different endodontic regeneration protocols. This study aimed to 

longitudinally analyze the immuno-inflammatory response in the devitalized teeth of 

mice following treatment with regenerative protocols utilizing blood clots or EDTA as 

an irrigant of the root canal system (RCS). The null hypothesis tested was that after 

EDTA irrigation, growth/differentiation factors wouldnot  be released from dentin and 

would not increase the success of the REP.  

 

Materials and methods: 

Animals: 

Balb/c mice aged 6 to 8 weeks of both sexes were used (n = 54). During all 

phases of the study, the animals were kept in cages maintained in an environment with 

controlled light and ventilation. The mice received water and feed ad libitum. The study 

was approved by the Animal Research Ethics Committee of the Universidade Federal 

de Minas Gerais (CEUA n° 255/2016). Before each phase of the experiment, the 

animals were submitted to general anesthesia by injection of a solution formulated with 

60mg/kg hydrochloride (Dopalen, Vetbrands - SP, Brazil) and 20 mg/kg Xylazine 

(Agribands do Brasil Ltda. SP, Brazil) diluted in phosphate-buffered saline (PBS). 

 

Operative Procedures: 

The first upper left molar of each animal was opened endodontically with sterile 

1/4 round diamond burs, was not irrigated, and was coupled to an electric motor 

(Driller, SP, Brazil) at a contra angle. All procedures were performed using an operating 

microscope (Alliance, SP, Brazil) with 10x magnification, as demonstrated elsewhere 

(Maciel et al., 2012; Silva et al., 2008). After opening the tooth, a pulpectomy was 

performed using Kerr #10 and #15 files (Dentsply-Maillefer, RJ, Brazil). 

Preparation of Groups: 

After pulpectomy, the animals were divided in three groups as follows: Empty 

group: the RCS was left empty (negative control); Blood Clot (BC) group: the RCS was 
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allowed to fill with blood; and EDTA + Blood group: the RCS was irrigated with EDTA 

and subsequently allowed to fill with blood. 

In the Empty group, the root canal systems were dried with sterile paper point #20 

(Dentsply-Maillefer) and left empty, and cavities were sealed with Coltosol® (Coltene, 

RJ, Brazil). In the Blood group, an endodontic #15 file was introduced 0.5 mm beyond 

the apical foramen, and catheterization movements were made until the canal was 

filled with blood from the periapical tissues. Following BC formation, the cavities were 

sealed with Coltosol®. In the EDTA + Blood group, after pulpectomy, the canals were 

irrigated with 0.06 mL of 17% EDTA for 1 minute. During this time, the solution was 

manually agitated with catheterization movements using an endodontic #10 file. After, 

the canal was dried with sterile paper points and was allowed to fill with blood as 

mentioned above. The cavities were then sealed with Coltosol®. 

After each time point (7, 14, or 21 days), 6 animals of each group were sacrificed 

via an injection of an anesthetic solution overdose. The teeth were then surgically and 

aseptically removed (representing a sample) and were rinsed in PBS and flash-frozen 

in a mixture of dry ice and ethanol. The teeth were then frozen at -80°C for subsequent 

processing of mRNA samples as previously described (Maciel et al., 2012).  

 

Real-time PCR 

Total RNA from each sample was extracted using TRIzol reagent (GIBCO/BRL 

Laboratories, Grand Island, NY) and resuspended in 50 μL of diethylpyrocarbonate 

(DEPC)-treated water (Sigma Chemical Co., Louis, MO) containing 1 mM of EDTA, as 

previously described (Silva et al., 2008; Brito et al., 2012. 

Total RNA was reversely transcribed at 37°C for 60 minutes in the presence of 5 

µL RNA, 250 mM dNTPS, 50 mM TRIS-HCL (pH 8,3), 75 mM KCL, 3.0 mM MgCL2, 

10 mM DTT (GIBCO/BRL Laboratories), 10 U RNAsin (Promega Corp., Madison, WI), 

7.0 Pm OLIGO-Dt15 (Promega Corp.) and 25 U reverse transcriptase (Promega Corp.). 

cDNA was synthesized using 1 μg of RNA as previously described (Silva et al., 2008; 

Tavares et al., 2013). PCR was performed under standard conditions, including a 

heating stage at 95°C (15 seconds) followed by 1 minute at 60°C and a melting stage 
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at 95°C (15 seconds), 60°C (1 minute), and 95°C (15 seconds). RT-PCR was 

performed using Step One Real-time PCR Systems (Applied Biosystems, Cal, EUA), 

and the SYBR-Green detection system (Applied Biosystems) was used to visualize the 

amplification of the primers, as previously described (Tavares et al., 2013). β-Actin was 

considered a constitutive (housekeeping) gene for normalization. All reactions were 

performed in duplicate in a total volume of 25 μL containing 1 μL of cDNA. After 

amplification, the data were analyzed using the GraphPad Prism program (version 

5.01). The values were calculated as the average of the duplicates for each sample, 

and the mRNA levels in each sample were normalized to the β-actin level. The data 

were subjected to the Kolmogorov–Smirnov test to characterize normality and were 

analyzed by ANOVA and Tukey post hoc tests. Differences in mRNA expression levels 

were considered to be statistically significant when the p-value was < 0.05. 

 

Results: 

IL-1 mRNA expression was significantly higher in the EDTA + Blood group than 

in the Empty and BC groups at the 7th and 14th days of evaluation (p < 0.05).  Moreover, 

when IL-1 mRNA expression in the EDTA + Blood group was compared across time, 

we observed that peak expression occurred at day 7 (p < 0.05), and decreased over 

the time, with a significant difference between days 7 and 21 (p < 0.05), presenting, in 

this period, similar expression to the Empty and Blood groups. The Empty and Blood 

Clot groups showed no significant differences in expression of these genes (p > 0.05) 

for all experimental times (Fig. 1). 

 



62 
 

 

Fig. 1 – Expression of the growth factors IL-1 and IL-10 in pulpar tissues was analyzed via RT-PCR. 

The relative expression of mRNA was determined by normalization to the β-actin level. The results 

represent the average value for each analyzed factor, and each group consisted of 6 animals. p < 0.05. 

Different letters represent a significant difference (p < 0. 05). 

 

IL-10 mRNA expression was similar across the three groups on the 7th and 21st 

days of evaluation. Interestingly, for the Empty and EDTA + Blood groups on the 14th 

day, we observed levels of gene expression that were significantly higher than those 

observed on the 7th and 21st days (Fig. 1). 

Fig. 2 details TGF-β mRNA expression. We found that TGF-β mRNA expression 

in the EDTA + Blood group was significantly higher on the 7th day than on the 14th and 

21st days (p < 0.05). On day 7, TGF-β mRNA expression in the EDTA + Blood group 

was also significantly higher than that in the Empty and Blood groups (p < 0.05). No 

significant differences were observed among all groups at day 14 (p > 0.05). However, 

at day 21, TGF-β mRNA expression was similar between the Blood and EDTA + Blood 

groups but higher than in the Empty group (p < 0.05).  
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Fig. 2 – Expression of VEGF and TGF-β mRNA in pulpar tissues was analyzed via RT-PCR. Relative 

mRNA expression was compared to the expression of β-actin, which served as  the internal control. The 

results shown represent the average value for each factor analyzed, and each group had 6 animals. p 

< 0.05. Different letters represent a significant difference (p < 0.05). 

 

VEGF concentrations did not differ between the groups, time points, or intragroup 

periods; its level remained unchanged throughout the experimental period (p > 0.05) 

(Fig. 2). 

Together, these results showed that IGF mRNA expression was significantly 

higher in the EDTA + Blood group than in the other groups (Empty and BC) on the 7th 

and 14th days of evaluation. Moreover, when IGF mRNA expression in the EDTA + 

Blood group was compared among time points, we found that its expression peaked 

at day 7 (p < 0.05). IGF mRNA expression in the Empty and BC groups did not differ 

significantly (p > 0. 05) across experimental times (Fig. 3). 
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Fig. 3: The expression of IGF and NGF mRNA in pulpar tissues was analyzed via RT-PCR. The 

levels of IGF and NGF mRNA were normalized to the β-actin level as the internal control. The results 

shown represent an average value for each analyzed factor, and each group had 6 animals. p< 0.05. 

Different letters represent a significant difference (p < 0.05). 

 

NGF mRNA expression was similar among all groups at the 7th and 21st days (p 

> 0.05). At the 14th day, however, there was a significant increase in NGF mRNA 

expression in the EDTA + Blood group (p < 0.05) when compared with the expression 

in the other groups (Fig. 3). 

 

Discussion: 

Regenerative endodontic treatment (RET) is a biological procedure designed to 

replace damaged structures (Murray et al., 2007). To establish reliable protocols for 

RET, the influence of each step of RET, including irrigation, dentin treatment, and 

scaffold selection, on the expected outcome must be evaluated (Peters, 2014). The 

clinical success of RET has been described previously (Murray et al., 2007; Jung et 

al., 2008; Raju et al., 2014), although few studies have attempted to analyze the 

longitudinal immune response to tissue engineering. Here, we evaluated the mRNA 

expression profiles of immune mediators across 21 days after treatment. Two different 

RET protocols were tested. To this end, a well-established mouse model was selected. 
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Soon after the teeth of mice were devitalized, root canals were or were not irrigated 

with EDTA and, subsequently, bleeding was induced to form a BC within the root canal 

systems (Shah et al., 2009 Yamauchi et al., 2011; Bucchi et al., 2017). A group that 

did not receive any treatment was used as control.  

IL-1 is a cytokine that exhibits potent inflammatory action and is highly associated 

with bone resorption (Brito et al., 2012). We observed greater expression of this 

cytokine in the EDTA + Blood group on the 7th and the 14th days after treatment. 

Interestingly, IL-1 expression decreased throughout the experiment and was 

significantly reduced by the 21st day. It is important to point out that in addition to EDTA 

acting on the dentin matrix to release impregnated factors, dentin proteins also recruit 

cells involved in the inflammatory immune response (Galler et al., 2011). 

IL-10 is a cytokine that regulates the immune-inflammatory response and is 

synthesized by macrophages and keratinocytes (Mosmann & Sad, 1996). On the 7th 

day following treatment, IL-10 mRNA expression levels were not different from basal 

levels in all groups, but its regulatory activity was evident; on the 14th day post 

treatment, its expression level in the EDTA + Blood group peaked in response to 

increased expression of IL-1 on the 7th and 14th days. After the level of IL-1 was 

stabilized, IL-10 expression decreased in turn by the 21st day in the EDTA + Blood 

group. IL-10 and IL-1 cytokines play opposing roles in the immune-inflammatory 

response, which enables cross-immune regulation by type-1 cytokines of type-2 

cytokines and vice versa (Mosmann & Sad, 1996). This model suggests that IL-10 

plays a pivotal role in the REP by regulating the expression of IL-1 and promoting the 

anti-inflammatory behavior to maintain favorable conditions for pulp restoration. T 

regulatory (Treg) cells are defined by their ability to produce high levels of IL-10 and 

TGF-β; these cytokines mediate their ability to suppress pathological immune 

responses (Levings et al., 2002) 

Transforming growth factor-β (TGF-β) superfamily signaling plays a critical role 

in the regulation of cell growth, differentiation, and development in a wide range of 

biological systems (Horbelt et al., 2012). Increased expression of TGF-β mRNA in the 

EDTA + Blood group on the 7th day post-treatment was followed by a significant 

decrease in its expression by the 14th day. In the next period of evaluation, its 
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expression was significantly increased in both the Blood and EDTA + Blood groups. 

The high expression of TGF-β on the 7th and 14th days in the Blood groups likely 

maintains ideal conditions for the promotion of regenerative procedures. In this regard, 

Ricucci et al. (2014) state that undifferentiated mesenchymal cells have the potential 

to regenerate new dentin tissues if an appropriate inducing stimulus is provided, such 

as the cell signals promoted by TGF-β. 

Despite the importance of VEGF signaling in both vasculogenesis (the de 

novo  formation of the embryonic circulatory system) and angiogenesis (the growth of 

blood vessels from pre-existing vasculature), in this study, we found that VEGF gene 

expression was at basal levels across all experimental time points. However, VEGF 

production can be induced in cells that are not receiving enough oxygen (Holmes et 

al., 2007), and its timing of expression corresponds with endogenous re-

vascularization (Mecollari et al., 2014). The blood scaffold may have supplied enough 

oxygen to inhibit VEGF expression, since growth and differentiation factors exert their 

effects for short periods of time (Gazivoda et al., 2009) and require a constant source 

of stimuli to act over long periods (Pang et al., 2014). 

IGF exerts a wide range of physiological actions, including the ability to induce 

cell proliferation, increase the number of mitotic cycles, and inhibit cellular apoptosis. 

Hence, IGF contributes to cell proliferation, differentiation and survival (Heemskerk et 

al., 1999; Tsukahara et al., 1994). The higher expression of IGF mRNA in the EDTA + 

Blood group on the 7th day compared to the expression on the 14th day was paralleled 

by increased IL-1 expression on the 7th compared to that on the14thday. Furthermore, 

IL-1 has been shown to be capable of suppressing the action of IGF (Lang et al., 1996).    

NGF acts extensively on dental and mesenchymal cells during the early stages 

of odontogenesis, and its expression is correlated with odontoblastic differentiation 

from mesenchymal cells, synthesis of the dentin matrix, and the mineralizing process 

(Arany et al., 2009; Mitsiadis and Pagella, 2016; Mitsiadis et al., 2017). In this study, 

the expression of NGF mRNA was only significant in the EDTA + Blood group at day 

14, suggesting that the use of EDTA potentiates the release of differentiation factors 

that are favorable to the regeneration of pulp tissue.   

https://en.wikipedia.org/wiki/De_novo_synthesis
https://en.wikipedia.org/wiki/De_novo_synthesis


67 
 

  Taken together, our data suggest that the use of EDTA as an irrigant solution 

during endodontic regenerative treatment represents an important step in surgical 

protocols, as has been suggested elsewhere (Pang et al., 2014; Yamauchi et al., 

2011). EDTA promoted increased expression of factors associated with the 

differentiation of stem cells, thereby playing an important role in the formation of new 

pulp tissues. Finally, the use of an animal model allowed for the analysis of the 

expression of growth and differentiation factors released during regenerative pulp 

tissue at different time points during treatment  and despite the limitations of the use of 

the animal model, this is the first study to longitudinally describe the expression of 

cytokines after the institution of REP, which is not possible to analyze in humans, with 

the currently available methods 
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O sucesso dos procedimentos endodônticos regeneradores é dependente de 

uma tríade de fatores interrelacionados entre si. Dentre esses, podemos atuar 

clinicamente sobre dois deles: através do uso de um scaffold com propriedades mais 

compatíveis aos objetivos almejados, e/ou através do fornecimento dos fatores de 

crescimento e diferenciação celular necessários para a formação dos novos tecidos.  

Os resultados do presente trabalho nos permitem concluir que: a) o uso do 

coágulo sanguíneo como scaffold atuou como um modulador da resposta imuno-

inflamatória, agindo de forma a aumentar a expressão de mediadores anti-

inflamatórios nos tecidos pulpares, assim como diminuindo a expressão dos 

mediadores pró-inflamatórios; b) a presença do coágulo estava associada à  maior 

expressão de fatores promotores da diferenciação celular em odontoblastos, o que 

pode ser considerado como algo positivo; c) o uso do EDTA como solução irrigadora 

durante os procedimentos endodônticos regeneradores promoveu respostas imuno-

inflamatórias mais intensas que os demais grupos; d) o uso do EDTA aumentou a 

liberação dos mediadores associados à proliferação e diferenciação celular; e) esse 

efeito foi mais intenso nos primeiros 7 dias, após o que as expressões desses 

mediadores sofreram significativas reduções. 
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ANEXO A - Atividades desenvolvidas durante o curso de doutorado 

 

Atuação profissional 

 

Centro de Especialização em Odontologia – CESO 

2014 – atual: Vínculo: Professor. Enquadramento funcional:  

Professor nos cursos de Especialização em Ortodontia. Carga horária: 16 

horas/mensais 

 

Universidade Federal de Juíz de Fora – Campus Governador Valadares 

 

2017: Vínculo: Professor Substituto, Enquadramento funcional: 

Professor de Cirurgia e Pacientes com Necessidades Especiais. Carga horária: 

20 horas/semanais. 

 

Faculdades Doctum – Campus Teófilo Otoni 

2017: Vínculo: Professor convidado, Enquadramento funcional: 

Professor convidado a compor o Núcleo Docente Estruturante para a 

implementação do curso de Odontologia. Carga horária: 40 horas/mês. 

 

Artigos completos publicados em periódicos: 

- Rôças IN, Lima KC, Assunção IV, Gomes PN, Bracks IV, Siqueira Jr JF. J 

Advanced caries microbiota in teeth with irreversible pulpitis. J Endod. 2015; 41:1450-

1455. 
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Artigos completos submetidos: 

- Igor Vieira Bracks, Marcela Carvalho Espaladori, Leda Quercia Vieira e Antônio 

Paulino Ribeiro Sobrinho.Evaluation of gene expression. of growth factors after 

regenerative endodontic treatment.  

 

Orientação de Trabalho de Conclusão de Curso: 

- Impacto dos agravos em saúde bucal de pacientes cardiopatas internados em 

enfermarias do Hospital Municipal de Governador Valadares. Aluna Ismênia Edwirges 

Bernades. Faculdade de Odontologia da UFJF – Campus Governador Valadares. 

2017. 

- Odontologia Hospitalar: Panorama atual. Aluno Guilherme Freitas Menezes. 

Faculdade de Odontologia da UFJF – Campus Governador Valadares. 2017. 

 

Cursos e Aulas Ministradas 

- Atualização em Instrumentos de Níquel-Titânio na Endodontia. CESO. 60 

horas/aula. Setembro de 2016 

- Atualização em Instrumentos de Níquel-Titânio na Endodontia. CESO. 60 

horas/aula. Setembro de 2017 

- Estética Rosa. CRO (Delegacia de Teófilo Otoni). 4 horas/aula. Outubro de 

2017 

- Tratamento Endodôntico Regenerador: Da necrose à vitalidade pulpar. 4 

horas/aula. Março de 2017 

- Atualização em Cirurgia Plástica Periodontal e Periimplantar. CESO. 36 

horas/aula. Março de 2018 
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ANEXO B - Parecer do comitê de ética 
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ANEXO C - Artigo  científico 
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