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RESUMO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi analisar a expressao génica de TRPA1 e TRPM8 em
ratos com hipersensibilidade dentinaria (HD), bem como o efeito do tratamento com Low
level laser therapy (LLLT) sobre a expressao desses genes. O estudo foi dividido em duas

partes:

Parte 1: O objetivo desta etapa foi avaliar a relagado entre a HD e a expresséo de TRPA1
e TRPMS8, em ratos, por meio de PCR real time. Foram utilizados 40 ratos, Wistar,
machos, adultos (n total = 40), divididos aleatoriamente em dois grupos, que receberam
os seguintes tratamentos por 30 dias: GC (agua filtrada, n = 20) e GH (bebida acida, ad
libitum para indugao de HD -n= 20). A superficie vestibular dos molares inferiores direitos
foi periodicamente estimulada com agua a 15 graus, por 5 segundos nos dias 15, 22, 24,
26, 28 e 30 de tratamento. O grau de dor recebeu os escores de 0 a 3. Apds a eutanasia,
os elementos dentais do lado direito foram seccionados na altura da jungdo cemento
esmalte e as coroas dentais foram armazenadas em solugao estabilizadora de RNA
(RNAl/ater) até o momento de sua manipulagdo, quando foi realizada a extracdo de RNA
total e a sintese do cDNA. Os primers para GAPDH (gene de referéncia), TRPA1 e
TRPM8 foram desenhados e a quantificacdo dos genes foi realizada por meio de RT-
PCR. Para a confirmagdo da exposi¢cao tubular, as por¢des coronarias dos molares
esquerdos dos dois grupos foram preparadas para analise em microscopio eletronico de
varredura. As analises estatisticas foram (p < 0,05): Dor ao longo do tempo: teste de
Friedman; escore de dor entre os grupos, dentro de cada tempo: teste de Mann-Whitney;
comparagao da expressao génica em relagdo aos diferentes grupos: Teste de Mann-
Whitney; relagdo entre os TRPs A1 e M8: correlagdo de Pearson; relagédo grau de dor e
expressao génica nos diferentes grupos: correlagdo de Spearman. Para a variavel dor, os
resultados demonstraram que houve um aumento significante no grau de dor para o GH
enquanto que nao houve diferenga ao longo do tempo para o GC. As imagens em MEV
apresentaram em GH, exposi¢ao de tubulos compativel com o grau de dor, enquanto GC,
apresentou camada de smear layer e tubulos obliterados. Para a variavel TRP, verificou-
se um aumento estatisticamente significante na expressao génica de TRPA1 e TRPM8 em
GH quando comparado com GC. A partir dos resultados, pdde-se concluir que a

hipersensibilidade dentinaria € capaz de alterar a expressao génica desses receptores.



Parte 2: O objetivo desta etapa foi avaliar o efeito da fotobiomodulagdo nos genes TRPA1
e TRPM8 em ratos com HD, tratados com LLLT. Foram utilizados 38 ratos, Wistar, machos
(n total = 38), divididos aleatoriamente em 4 grupos que receberam por 30 dias os
seguintes tratamentos: GC - Grupo Controle (mandibula direita, n = 19): agua filtrada; GL -
Grupo Laser (mandibula esquerda, n = 19): agua filtrada + LLLT, GH - Grupo
Hipersensibilidade (mandibula direita, n = 19): bebida acida, ad libitum, para indugéo de
HD; GHL - Grupo hipersensibilidade laser (mandibula esquerda, n = 19): bebida acida +
LLLT. Os grupos GL e GHL receberam irradiagdo com Laser de ArGaAl (780-830nm - E =
0.5J;t=7s; D =18J/cm2; P = 70mW.), no molar inferior esquerdo, aos dias 24, 26 e 28 de
tratamento. A superficie vestibular dos molares inferiores foi periodicamente estimulada
com agua a 15 graus, por 5 segundos, seguido de teste de dor, realizado nos dias 15, 22,
24, 26, 28 e 30. Nos dias em que houve LLLT (24, 26 e 28), foram realizados testes em
baseline e imediato. Apds a eutanasia, os elementos dentais foram armazenados em
solugao estabilizadora de RNA (RNA/ater) até o momento de sua manipulagéo, quando foi
realizada a extragdo de RNA total e a sintese do cDNA. Os primers para GAPDH, TRPA1
e TRPM8 foram desenhados e a quantificagao dos genes foi realizada por meio de RT-
PCR. Analises estatisticas (p < 0,05): grau de dor ao longo do tempo: teste de Friedman;
comparagao intra-grupos, dentro de cada tempo e comparagao dos lados (GL e GHL):
Wilcoxon; comparagao inter-grupos: Mann-Whitney; comparagéo da expressédo génica em
relacdo aos diferentes grupos (GC e GH): Mann-Whitney. Os animais com HD
apresentaram escores elevados de dor em comparagdo aos grupos agua. O lado
irradiado (GHL) apresentou menores escores quando comparado ao lado nao irradiado
(GH) no imediato, tanto no 24- dia (p=0,014) quanto no 26~ (p=0,002). A partir do 28- dia, 0
GHL apresentou menores valores de dor em ambos os tempos (baseline e imediato).
Foram verificados maiores niveis na expressdo de ambos 0s receptores nos grupos com
HD (GH e GHL), independente da irradiagdo. Concluiu-se que o laser foi eficaz na
reducdo da dor, mas ndo modulou a expressdo génica dos TRP’s A1 e M8, ndo sendo

possivel estabelecer uma correlagao entre a diminuicdo da dor e a expressao dos TRPs.

PALAVRAS-CHAVE: TRPA1, TRPMS, LLLT, HIPERSENSIBILIDADE DENTINARIA



INTRODUGAO GERAL

A dor é uma condigao patolégica passivel de incapacitar o individuo e gerar a sociedade
problemas fisicos e emocionais [1]. Em razao disso, a literatura busca compreender os
mecanismos envolvidos na transmisséo do sinal doloroso de forma a desenvolver novas
estratégias de tratamento e assim colaborar com a melhor qualidade de vida dos
pacientes [2]. Dentro da Odontologia, a hipersensibilidade dentinaria (HD) € uma das
doengas que acarretam inumeros prejuizos aos individuos e cujo mecanismo de dor é
desconhecido.

A HD é definida como uma dor aguda e intensa proveniente de estimulos que podem ser
quimicos, térmicos ou tateis, em razao da exposic¢ao tubular. Essa doenga é comumente
diagnosticada na Clinica Odontologica. Segundo Yoshizaki et al., 2017, um a cada dois
pacientes (51.7%) apresentam esses sintomas e apesar de sua grande prevaléncia e dos
inumeros tratamentos propostos para este fim, ha um alto indice de insucesso na
resolugao da dor. Lutskaia, Zinovenko e Kovalenko, afirmaram em 2015 que a faixa etaria
da populagao mais afetada é a de 25-34 anos e ainda que em 74.1% dos casos, ha sinais

de lesbes cervicais n&o cariosas associadas a este problema.

Gysi (1900) afirmou que essa dor era resultante do movimento de fluidos nos tubulos
dentinarios [5]. Sessenta e sete anos mais tarde, Brannstrom M. propbés a "teoria
hidrodindmica”. Segundo ele, os estimulos podem induzir a movimentagdo do fluido
excitando mecanoceptores na periferia da polpa e causando dor. De acordo com esta
teoria, se 0 movimento ocorrer de forma rapida, o deslocamento do conteudo tubular pode
produzir deformacgéo das fibras nervosas na polpa ou pré-dentina ou danificar as células
odontoblasticas. Em 1994, Nahri et al sugeriram que a percep¢do da dor estaria
diretamente relacionada com a estimulagdo dos nervos dentro da polpa por meio de
corrente elétrica. No entanto, descobriu-se mais tarde que as células odontoblasticas sao
incapazes de realizar sinapses, sendo assim impossivel a transmissdo do estimulo por

essa via.

Ao longo dos ultimos anos, a literatura tém sido unanime em aceitar uma nova hipotese
para explicar a transmissdo dessa dor, a teoria do odontoblasto transdutor. Chung et al.,
2013 afirmaram que os odontoblastos sdo capazes de responder a dor, levando a

liberagdo de ions K+, o que despolarizaria a membrana celular, e assim, geraria a



transmissdo dos impulsos nervosos. Apesar das novas consideragdes, ndo ha na
literatura a elucidagdo do mecanismo da HD, tornando ainda mais dificil a resolu¢ao deste
problema, Shibukawa et al., 2015 e Tsumura et al., 2012 concordam em afirmar que a dor
decorrente da HD n&o esta totalmente esclarecida. Restam duvidas se, frente as
alteracdes térmicas e/ou mecanicas, que levam a movimentagao de fluido dentinario, ha
uma mecano-transducao direta pelos neurbnios ou se células, como os odontoblastos,

poderiam contribuir para o processo sensorial.

Em 2003, Magloire et al., sugeriram que os odontoblastos sdo capazes de expressar
canais ibnicos comumente encontrados nos neurbnios sensoriais. Egbuniwe et al., 2014
identificaram em odontoblastos a super-familia dos TRPs (transient receptor potential),
canais ibnicos que participam do processo de transdugdo e que se expressam de
diferentes formas, como por exemplo pela variagdo de temperatura. Essa super familia se
diferencia das demais pela seletividade de ions, modo de ativagao e fungao fisioldgica [2].
Yeon et al., 2009 afirmaram que os genes TRPA1 (anquirina) e TRPM8 (melastatina) séo

expressos em temperaturas abaixo de 17° e 25°, respectivamente.

Esses receptores estariam diretamente ligados as fibras sensoriais responsaveis pela

transmissao de substancias relacionadas a dor, como as fibras C e Ad, e transformacéao

de estimulos provenientes de outras origens como o térmico, em elétrico, estando, dessa
forma, diretamente relacionados a transmissdao do sinal doloroso [2]. A partir dessa
descoberta, seria de grande importancia avaliar a relagao desses genes com a HD, uma
vez que estes poderiam vir a ser um dos receptores responsaveis pela transmissao da dor
e, assim sugerir uma proposta de tratamento para HD que se baseasse na modulagao
da expressdo desses mesmos genes. Todas as propostas de tratamento sugeridas na
literatura consistem na obliteragao total ou parcial dos tubulos, com excessao ao laser de
baixa poténcia (Low Level Laser Therapy).

Dentre os laseres de baixa poténcia, um dos mais indicados na literatura para o
tratamento da HD é o laser de diodo de Arseneto de Galio-Aluminio (780-830nm) [13].
Apesar da sua ampla utilizacdo, ndo ha consenso com relacdo aos parametros ideais de
aplicagado, assim como quanto ao mecanismo de resolugdo da dor, ou ainda se
ha alguma interacdo com canais i0nicos. A laserterapia pode resultar em agao analgésica,
anti-inflamatéria e biomoduladora [14], podendo alterar, de alguma forma, a expressao

dos genes receptores. Se a hipétese de uma correlagcdo entre o laser e a resposta



génica for comprovada, sera possivel afirmar que a melhora da dor pode estar

relacionada com a biomodulag&o dos receptores em questio.

Uma vez que a expressdao dos genes TRPA1 e TRPM8 pode estar associada ao
mecanismo e/ou a transmissao da HD, objetivamos nessa pesquisa analisar esta co-
relacdo e também avaliar a agdo do LLLT na modulagdo da expressao génica desses

receptores.



CONCLUSAO GERAL

1. Houve aumento na expressdo génica de TRPA1 e TRPM8 nos ratos com HD,

concluindo-se que a hipersensibilidade dentinaria é capaz de alterar a expressao génica

desses receptores.

2. O laser foi eficaz na redugao da dor, mas n&do modulou a expressao génica dos TRP’s
A1 e M8 nos grupos com HD n&o sendo possivel estabelecer uma correlagao entre a

diminui¢ao da dor e a expressao dos TRPs.
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