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1. RESUMO

O controle do sangramento frente a uma exposicao pulpar € de fundamental
importancia no sucesso do capeamento direto. As solug¢des de hipoclorito de sodio e
de gluconato de clorexidina tém sido utilizadas como agentes de limpeza e
hemostasia na terapia pulpar conservadora.

Alguns estudos tém indicado para o controle da hemorragia e sucesso do
capeamento pulpar adesivo o hipoclorito de sédio (COX et al, 1998; COX et al.,
1999). Além de ser bom agente antimicrobiano, o hipoclorito possui elevado Ph, o
que implicaria na solubilizagdo de fatores de crescimento da dentina, e
consequentemente, na estimulacdo a formacao de dentina (SMITH et al., 2002). No
entanto, pesquisas também demonstram a atividade de dissolugédo tecidual do
hipoclorito quando empregado a 5.25%. Porém esta é limitada as células superficiais
pulpares sem efeitos adversos sobre o tecido pulpar subjacente (SENIA et al., 1971;
ROSENFELD et al., 1978).

Pouco se sabe a respeito da biocompatibilidade da clorexidina (THOMAS et al.,
1995). Cox et al. (1998) sugeriram que esta substancia poderia ser a causa de
desastrosos resultados encontrados no estudo de Pameijer & Stanley (1998). Em
contrapartida, a clorexidina a 0,2% utilizada no capeamento pulpar direto como
agente hemostatico e de limpeza, tem demonstrado boa performance em estudos
em humanos (HORSTED et al., 2003) e em macacos (MURRAY et al. 2004)

Diante das evidéncias apresentadas, pode-se observar que nao ha
unanimidade entre os pesquisadores a respeito de qual dessas substancias e suas
respectivas concentracbes seria mais efetiva na realizagcdo das terapias

conservadoras vitais, especialmente no capeamento pulpar direto.

Adicionalmente, as alteracbes na distribuicdo de componentes da matriz
extracelular (ME) tém sido estudadas durante o desenvolvimento dentario e nos
processos de reparo pulpar. As duas maiores glicoproteinas da ME, Fibronectina
(FNC) e Tenascina (TNC) tém sido descritas como importantes para o estimulo e
mobilidade celulares, durante a diferenciagao de células odontoblastoides a partir de
células multipotentes da polpa. No entanto, a participagédo da ME e sua interagao
com as reagdes celulares tém sido pouco exploradas e compreendidas. Desta forma,

tornam-se fundamentais as investigagdes sobre a expressdo dos componentes da
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ME durante o processo de reparo pulpar, na tentativa de buscar melhor
entendimento dos eventos de resposta deste tecido apds o capeamento direto.

O objetivo deste estudo é avaliar a biocompatibilidade do hipoclorito de sodio
e do gluconato de clorexidina em diferentes concentragdes, através de estudo in
vitro de cultivo celular; a genotoxicidade dessas duas solugdes, utilizando a reagao
de Feulgen para deteccao e analise de micronucleos e a expressdao de componentes
da matriz extracelular, através de estudo imunoistoquimico (técnica da
estreptoavidina-biotina) em polpas humanas expostas, tratadas com os agentes
hemostaticos hipoclorito de sédio a 5,25% e gluconato de clorexidina a 2%,
empregados previamente ao capeamento pulpar direto. Para o ensaio de
citotoxicidade do MTT sera utilizada a linhagem celular NIH/3T3 (fibroblastos de
rato). Este ensaio foi escolhido porque estudos prévios (COSTA, 2001; ZHANG et
al., 2003) tém mostrado ser o0 mesmo apropriado para a avaliagdo da viabilidade ou
citotoxicidade celulares, frente a materiais de uso odontolégico. Serao testadas em
diferentes tempos de exposi¢ao, as solugdes de hipoclorito de sddio a 0,5%, 1%,
2,5% e 5,25% e de gluconato de clorexidina a 0,12%, 0,2%, 1% e 2%, bem como a
solugédo salina 0,9%, que funcionara como controle negativo dos testes. Para o
ensaio de genotoxicidade, sera feita a analise semi-quantitativa dos micronucleos de
amostras previamente emblocadas, oriundas de 45 espécimens com polpas
humanas tratadas com hipoclorito de sédio a 5,25% (n=16), gluconato de clorexidina
(n=15) e solugdo salina a 0,9% (n=14). A mesma amostra de estudo in vivo também
sera utilizada para a avaliagdo da expressao imunoistoquimica dos componentes da

matriz extracelular.

Palavras chave: 1.Biocompatibilidade 2. Micronucleos 3. Imunoistoquimica
4. Hipoclorito de sédio 5. Clorexidina .6. Fibronectina 7. Tenascina

8. Matriz Extracelular
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2. ANTECEDENTES

A preservacdo da vitalidade pulpar durante o tratamento restaurador é
fundamental, pois a polpa mantém sua atividade funcional, proporcionando assim a
capacidade de resposta dentinogénica aos estimulos biolégicos e patologicos
(STANLEY, 1989). Essa capacidade é expressa através da producdo de dentina
secundaria, dentina peritubular, dentina reparativa e reacional (TZIAFAS et al.,
2000).

Quando ha a exposicdo do tecido pulpar, as células apresentam
potencialidade intrinseca para alongar, polarizar e secretar progressivamente matriz
tubular em um padrao similar a pré-dentina, resultando na diferenciacao de células e
aquisicao de fendtipo semelhante a odontoblastos, caracterizando desse modo, o
processo de reparo (KAKEHASHI et al., 1965; TSUJI et al., 1987; LESOT et al.,
1994).

A polpa por si s6 possui capacidade de recuperar-se da injuria sobre ela
acorrida, desde que existam condigdes favoraveis para que isto aconteca (MJOR,
2002). Sendo a principal condigdo a ndo existéncia de microorganismos no local da

exposicao.

A substancia de limpeza utilizada sobre a exposi¢cdo pulpar deve possuir
propriedades fisico-quimicas capazes de remover o maximo possivel de debris
operatorios, incluindo fragmentos de dentina contaminada, onde se alojam milhdes
de bactérias. Caso isso nao seja feito, a presenga destes fragmentos de dentina no
interior da polpa também colaborara para a permanéncia do processo inflamatério e
para a imperfeicdo da barreira dentinaria (WALTON & LANGELAND, 1978), bem
como podera induzir a formagéao de calcificagdes pulpares (HOLLAND et al., 1978).

Schroder (1973), verificou que o maior problema no capeamento de polpas
inflamadas é o controle da hemorragia e do exsudato tecidual da superficie pulpar,
sendo esta condi¢do muito relevante para o processo de reparo pulpar.

Outra importante evidéncia a ser considerada € quanto a presenga do
coagulo sanguineo entre a superficie da ferida pulpar e o agente capeador. O
material capeador ndo deve ser colocado quando ainda houver sangramento ou
pequena quantidade de plasma sanguineo, pois pode-se criar um espago entre a
superficie pulpar e o mesmo (SCHRODER., 1985). Caso haja escoamento de

sangue abaixo da cobertura realizada pelo material de protecéo pulpar, esse formara
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um coagulo ou mesmo espessa membrana fibrino-purulenta, a qual sera substituida
por tecido de granulacao e favorecera a organizacao e diferenciagao de fibroblastos
e ceélulas odontoblastoides, produzindo dentina reparativa ectopica. Quando isto
ocorre, a polpa é colocada sob maximo esforco desnecessariamente (SCHRODER,
1985) e corre-se o risco de contaminagao por infeccdo secundaria e da perda da
vitalidade pulpar.

Para conseguir o controle da hemorragia pulpar, convencionalmente, os
clinicos aplicam pressao no local da exposicdo com uma bolinha de algodéo estéril
até que haja hemostasia. Tal pratica nem sempre é efetiva (TEIXEIRA et al., 2001).
Ainda, se tal procedimento ndo for executado eficazmente, permitira a persisténcia
da resposta inflamatoria crdonica e, consequentemente, prejudicara o reparo pulpar
(SCHRODER, 1985; COX et al., 1998; COSTA et al., 2000; PEREIRA et al., 2000).

Muitas vezes, para auxiliar o controle do sangramento pulpar sao utilizadas
bolinhas de algoddo embebidas em soro fisiolégico (HOLLAND et al., 1978;
HORSTED et al., 1981; PITT FORD, 1985; COX et al., 1996; FITIZGERALD &
HEYS,1991; HEBLING et al., 1999; PEREIRA et al., 2000; CEHRELI et al., 2000;
DEMARCO et al., 2001). Porém esta substancia ndo é capaz por si s6 de auxiliar na
hemostasia (STANLEY, 1989; DEMARCO et al., 2001), principalmente quando o
material capeador a ser utilizado é adesivo e exista a necessidade do
condicionamento acido (PAMEIJER & STANLEY, 1998; HAFEZ et al., 2002). Além
disso, a dentina contaminada por sangue poderia interferir na adesao por diminuir a
area de uniao viavel (KITASAKO et al., 1999).

Desta maneira, outras substancias tem sido empregadas, como é o caso do
peréxido de hidrogénio (HORSTED et al., 1981), de solugbes anestésicas que
contenham epinefrina (HEBLING et al., 1999), da agua de cal (SCHRODER et al.,
1971; SCHRODER 1985), e do sulfato férrico (FEI et al., 1991; ACCORINTE, 2000).

Todavia, essas substancias foram, com o passar do tempo, dando lugar a
clorexidina (PAMEIJER et al., 1998; STANLEY et al., 2001; HORSTED et al., 2003),
e ao hipoclorito de sodio (COX et al, 1998; COX et al., 1999; HAFEZ et al., 2002;
ELIAS et al., 2004), bem como as formas associadas, como é o caso da agua
oxigenada com o hipoclorito (KITASAKO et al. 2002; KIBA et al., 2000; KITASAKO
et al., 1999; KITASAKO et al. 1998; MATSUO et al, 1996). Mesmo néo

demonstrando serem prejudiciais ao processo de reparo pulpar, esses agentes sao
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ainda empregados de forma empirica, pois n&o existe na literatura nenhum trabalho
que avalie o potencial reparador dessas substancias quando comparadas entre si.

As substéncias mais frequentemente empregadas como agentes
antimicrobianos nos tratamentos das infec¢gdes periodontais e endoddnticas sao o
hipoclorito de sodio e a clorexidina (JENKINS et al.,, 1988; CHANG, et al., 2001;
SLOTS, 2002; ESTRELA et al.,, 2002). Entretanto, recentemente estes agentes
passaram também a ser utilizados como solugdes de limpeza e hemostasia na
terapia pulpar conservadora (COX et al, 1998; PAMEIJER et al., 1998; COX et al.,
1999; STANLEY et al., 2001; HAFEZ et al., 2002; HORSTED et al., 2003; ELIAS et
al., 2004).

2.1. HIPOCLORITO DE SODIO

Os hipocloritos sdo compostos instaveis por serem oxidantes, sendo
estabilizados em meio alcalino. A molécula de hipoclorito existe somente em solugao
aquosa e, através de um equilibrio dindmico, origina hidroxido de sodio e acido
hipocloroso. De tal modo que, quando o hipoclorito de sédio é aplicado sobre a
matéria organica causa a dissolugdo da mesma (SENIA et al., 1971; ROSENFELD et
al., 1978; SPANO, 1999; ESTRELA et al., 2002).

Desta forma, a dissolugao do tecido pulpar se verifica pelo efeito combinado
entre o hidréxido de sédio (base forte) e o acido hipocloroso (acido fraco) (SPANO,
1999; DIP et al., 2002), cada um reagindo com determinados componentes da polpa
dentaria, de maneira simultanea. O hidroxido de sddio € uma base forte, altamente
reativa, estando praticamente cem por cento dissociado. Esta molécula
quimicamente € responsavel por uma série de reacbes de decomposi¢cdo de
compostos organicos, principalmente ésteres. Esse grupo de reagdes recebe o
nome de saponificagdo. Nos tecidos organicos vivos, sobretudo no tecido pulpar,
encontram-se gorduras (tecido adiposo) e a agao histolitica do hidréxido de sodio é
justamente dada pela saponificagdo dessas gorduras. O hidroxido de sddio também
apresenta acao proteolitica, através da hidrolise de proteinas. A molécula de
hidroxido de sédio reage com aminoacidos das proteinas, formando sal, agua e
despolimerizando o acido hialurénico, um polimero do acido glicurénico, que mantém
a coeséo tecidual (DIP et al., 2002). Ja o acido hipocloroso reage com o grupamento

amina de proteinas citoplasmaticas, formando cloraminas e agua. Cabe ressaltar
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que, dependendo do Ph do meio, o acido hipocloroso pode encontrar-se ionizado
(meio alcalino, Ph>9) ou nao ionizado.

Além do poder de dissolu¢gdo quimica do tecido organico necrético ou vivo, o
hipoclorito também possui efeito antimicrobiano. De acordo com Estrela et al. (2002),
este efeito € dado por seu elevado Ph e pela acéo ibnica das hidroxilas, de maneira
similar ao efeito do hidroxido de calcio. Ou seja, interferindo na integridade da
membrana citoplasmatica com inibicdo enzimatica irreversivel, que acarretam
alteragdes biossintéticas no metabolismo celular e destruicdo fosfolipidica. A
inativagdo enzimatica pode ser observada na reagédo de cloro com grupos amino.
Esta reacdo € conhecida como reagdo de cloraminagdo aminoacida tendo como
produto as cloraminas. Estas moléculas interferem no metabolismo celular, pois
promovem oxidacdo por inibicdo enzimatica irreversivel da bactéria, substituindo
hidrogénio por cloro. Outro tipo de inativagdo enzimatica promovida pelo cloro € a
oxidagao irreversivel de grupos sulfidricos das enzimas bacterianas. Dessa forma, o
hipoclorito de sodio apresenta agcdo antimicrobiana, essencialmente, em moléculas
enzimaticas, promovendo inativagao irreversivel originada pelos ions hidroxilas e por

acao de cloraminacao.

2.2. CLOREXIDINA

A clorexidina é uma substancia quimica que apresenta amplo espectro de
agao, atuando contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (DAVIES et al.,
1954), porém as primeiras sao geralmente mais sensiveis que as ultimas (BOWDEN
& EDWARDSSON, 1995). A clorexidina é quimicamente uma biguanidina com
propriedades catibnicas. Pode ser encontrada em trés formas de acetato,
hidroclorido ou de gluconato. Na odontologia a forma empregada é a de gluconato,
sendo esta uma molécula estavel. Quando em altas concentragdes € bactericida
(LOEE et al., 1965; SILVA, 2002), pois provoca rapidamente a precipitagdo de
constituintes citoplasmaticos das bactérias. No entanto, quando em baixas
concentracdes causa o desprendimento de substancias de pequeno peso molecular,
como o potassio e o fésforo, exercendo efeito bacteriostatico prolongado, em funcao
de sua elevada substantividade (LEONARDO et al., 1999; KOMOROWSKI et al.,
2000).

Devido a sua constituicao, a clorexidina possui natureza cationica, e por esta

caracteristica € capaz de promover a uniao aos elementos anidnicos da superficie
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bacteriana, causando alteragdes na permeabilidade de sua membrana. O
mecanismo de acao do gluconato de clorexidina é baseado na adsorcao a superficie
da célula bacteriana, o que provoca a alteracdo da permeabilidade celular e
consequentemente, de constituintes celulares (LASCALA & MOUSSALLI, 1999),
especialmente dos acidos nucléicos e do potassio (JORGE, 1998). Este agente
quimico promove também a precipitagdo de proteinas citoplasmaticas, alteragbes no
equilibrio osmético celular, além de interferir no metabolismo, crescimento e divisdes
celulares, bem como inibir a acdo da enzima ATPase da membrana citoplasmatica e

a iniciagcao do processo anaerobico (ESTRELA et al., 2003).

2.3. ACAO ANTIMICROBIANA

Varios estudos tém testado a eficacia antimicrobiana do hipoclorito e da
clorexidina, principalmente quando relacionados as bactérias patogénicas
encontradas no interior de canais radiculares (AYHAN et al., 1999; KOMOROWSKI
et al., 2000; GOMES et al., 2001; FERRAZ et al., 2001; ESTRELA et al., 2003), e
outros poucos enfocam a acdo dessas substancias sobre os microorganismos
presentes nas lesbes de carie (ZICKERT et al.,, 1982; BRISENO et al., 1992,
HELING et al., 2001).

Ayhan et al. (1999) verificaram a agao antimicrobiana do hipoclorito a 0,5 e
5,25%, da clorexidina 2%, do soro fisioldgico, e do cresofeno (paramonoclorofenol)
em relagdo a microorganismos presentes no interior de canais: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus salivarius, Staphylococcus pyogenes, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli e candida albicans. A analise foi estudada pelo halo de inibigcéo,
sendo que o maior foi atribuido ao cresofeno. Mas, segundo estes autores, esta
solugdo € altamente citotdxica e possivelmente mutagénica e carcinogénica.
Portanto, o hipoclorito a 5,25% foi o mais efetivo, depois do cresofeno, em relagéao
as demais substancias analisadas.

Resultado semelhante, quanto ao hipoclorito a 5,25%, foi verificado com o
trabalho de Gomes et al. (2001). O estudo comparou diferentes concentragbes de
clorexidina (tanto sob a forma de gel como a liquida) e de NaOCI, quanto ao tempo
necessario para produzir total inibicdo do crescimento de Enterococcus faecales.
Apds a analise dos resultados verificou-se que existe diferenga significante quanto
as formulagdes, pois a clorexidina a 0,2% na forma liquida necessitou apenas de 30

segundos para evitar o crescimento microbiano. Ja na mesma concentragao, quando
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na forma de gel, a clorexidina necessitou de 2 horas para produzir o efeito similar. As
outras concentragdes de clorexidina a 1% e 2% na forma liquida necessitaram
menos que 30 segundos para neutralizar o crescimento. O mesmo n&o foi
evidenciado com o hipoclorito de sédio quando sua concentragao foi igual ou inferior
a 4%, pois este necessitou de mais de 5 minutos para impedir o crescimento.
Todavia, o hipoclorito a 5,25%, levou também menos de 30 segundos para produzir
a inibicdo completa do crescimento bacteriano. Portanto, concluiram os autores que,
a atividade antimicrobiana dos agentes testados, necessaria para eliminar
Enterococcus faecales, foi dependente da concentracao e tipo de formula utilizadas.

Outros estudos verificaram a incapacidade na destruicdo de microorganismos
cariogénicos (Streptococcus mutans), do hipoclorito em baixas concentra¢des, como
a de 1% (D’ARCANGELO et al.,1998) e a de 0,5% (LEONARDO et al., 1999).
Contudo, outros trabalhos revelaram resultados opostos quando a metodologia
mudou. Heling et al. (2001) verificaram que o hipoclorito quando utilizado em
concentracbes maiores que 0,01% foi eficaz em destruir Streptococcus mutans.
Assim como, Briseno et al. (1992) observaram que a concentragéo de hipoclorito a
1% foi mais eficaz em destruir Streptococcus mutans que a 2% durante a irrigagéao
de canais radiculares.

Estrela et al. (2003) analisaram o efeito antimicrobiano em diferentes tempos
do hipoclorito a 2% e da clorexidina a 2% através do método de difusdo por Agar e
teste de exposicdo direta a cinco microorganismos: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecales, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e candida
albicans. As duas substancias apresentaram efeito antimicrobiano de acordo com o
teste empregado. Para a exposi¢cado direta, o hipoclorito apresentou melhores
resultados e para o teste de difusdo por Agar, a clorexidina. Assim, os autores
concluiram que a magnitude do efeito antimicrobiano foi influenciada pelo método

experimental, pelos microorganismos e pelo tempo de exposigao.

2.4. BIOCOMPATIBILIDADE DAS SUBSTANCIAS HEMOSTATICAS E DE
LIMPEZA PULPAR

Entende-se como biocompatibilidade a habilidade de um material provocar o
desfecho de uma resposta especifica em um organismo ou tecido vivo (BROWNE,
1994).



22

Em cultura de células, foi observado severo efeito citotdxico quando usado o
hipoclorito em baixas concentragcdes (COSTA et al., 2001; HELING et al., 2001).
Entretanto, para hemostasia das exposi¢cdes pulpares, quando utilizado hipoclorito a
2,5% (COX et al, 1999) ndo foi observado nenhum efeito negativo as células
pulpares, ou mais especificamente, a formacao de células odontoblastodides.

Alguns pesquisadores (COX et al, 1998; COX et al., 1999) tém indicado para o
controle da hemorragia e para o sucesso do capeamento pulpar adesivo o NaOCI.
Além de ser agente antimicrobiano, o hipoclorito possui elevado Ph, similar ao
hidroxido de calcio (ESTRELA et al.,, 2002), o que implicaria na solubilizagdo de
fatores de crescimento da dentina, e consequentemente, na estimulacédo a formacéao
de dentina (SMITH et al., 2002).

No entanto, pesquisas também demonstram a atividade de dissolugéo tecidual
do hipoclorito quando empregado a 5.25%. Porém esta é limitada as células
superficiais pulpares sem efeitos adversos sobre o tecido pulpar subjacente (SENIA
et al., 1971, ROSENFELD et al., 1978). Rosenfeld et al. (1978) verificaram, em
polpas humanas, que 15 minutos de irrigagdo com hipoclorito a 5,25% promove
dissolucado pulpar, porém é restrita a abertura do lumen, sendo que a acido de
solubilizacdo é maior que o efeito necrosante e nenhum tecido destruido foi
imediatamente removido. Outro fator importante descoberto no estudo, é que esta
substancia, notadamente nessa concentracido, nao solubilizou dentina mineralizada,
somente a pré-dentina.

A solucao de hipoclorito a 6% quando colocada sobre a exposigao pulpar com
bolinha de algod&o, conseguiu remover a maioria das lascas de dentina, bem como
0 coagulo e as células danificadas e, o mais importante de tudo, controlou a
hemorragia na polpa (KATOH et al. 1978).

Em estudo semelhante, Hafez et al. (2002) analisaram a biocompatibilidade do
hipoclorito a 3% em exposi¢cdes pulpares em macacas. Os resultados demonstraram
que o hipoclorito a 3% removeu o coagulo, as lascas de dentina, os debris
operatorios, bem como controlou a hemorragia. Entretanto, no grupo controle do
estudo nao foi utilizado NaOCI, mas soro fisiolégico, o qual mostrou resultados
bastante semelhantes ao do NaOCI. Assim, estes autores ressaltaram que talvez
nao exista diferenca entre o uso destas duas substancias, bem como questionaram

quanto ao fato das mesmas causarem injuria quimica adicional a polpa, quase
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sempre ja lesada, uma vez que isto poderia ser evitado com o uso de substancias de
acao menos lesiva, como seria o caso, por exemplo, da clorexidina.

Varios estudos, in vitro, tem demonstrado o efeito citotoxico da clorexidina sob
diferentes tempos, concentragées e métodos de avaliagdo (PUCHER E DANIEL,
1992; WILKEN et al., 2001; CHANG et al., 2001; HIDALGO E DOMINGUES, 2001;
ZHANG et al, 2001; HERNANDEZ et al, 2005).

Pouca informacao tem-se sobre a biocompatibilidade da clorexidina utilizada
como agente hemostatico pulpar. Cox et al. (1998) sugeriram que esta substancia
poderia ser a causa de desastrosos resultados encontrados no estudo de Pameijer &
Stanley (1998). Esses autores sugeriram que foi o Consepsis (clorexidina a 2%) que
causou a irritagado da polpa exposta de macacos, e com isto o comprometimento do
reparo e a formacao de ponte dentinaria. Entretanto, Thomas et al. (1995) realizaram
estudo histolégico empregando clorexidina 0,2% ou hidroxido de célcio como
capeadores pulpares em polpas expostas de caes. Os autores concluiram que nao
houve diferenca significativa entre os dois materiais em até 15 semanas de
observagéo.

Horsted et al. (2003) utilizaram a clorexidina 0,2% como agente hemostatico e
de limpeza no capeamento pulpar direto em humanos, utilizando como capeador
pulpar sistema adesivo (Single Bond®) ou a tradicional terapia de Ca(OH), (Dycal®).
Os autores verificaram que a clorexidina foi biocompativel, uma vez que efetivou o
controle da hemorragia e nao interferiu no reparo pulpar. Entretanto, o material
capeador adesivo ndo demonstrou mesma performance, pois este apresentou menor
quantidade de formacao de barreira do que o Dycal®.

O reparo periapical e apical de dentes de cdes que exibiam polpa necrosada
ou com lesdo periapical cronica foi avaliado por Tanomaru Filho et al. (2002). Apos
210 dias da obturagao dos canais os animais foram sacrificados. Os dentes tratados
com solugéo irrigante de clorexidina 2% exibiram estatisticamente melhor reparo que
os tratados com hipoclorito a 5,25%.

Murray et al. (2004) testaram varios agentes hemostaticos antes do
capeamento pulpar direto em dentes de macacos. Os pesquisadores nao verificaram
nenhuma influéncia significativa desses materiais sobre o sistema pulpar fisiolégico
ou de reparo. Os autores testaram hipoclorito de sdédio a 5,25%, Concepsis

(clorexidina a 2%) e epinefrina como agentes hemostaticos.
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Entretanto, desde que diferengcas foram encontradas entre a resposta em
modelos de animais e de humanos (COSTA et al., 1999) existe a necessidade de
estudos investigativos sobre a resposta pulpar humana frente as solugdes
hemostaticas empregadas antes da aplicagdo do material capeador.

A partir destas evidéncias apresentadas, pode-se observar a falta de
unanimidade entre os pesquisadores a respeito de qual dessas substancias e suas
respectivas concentragdes seria mais efetiva no capeamento pulpar direto.

Assim, sdo necessarios estudos, em humanos, que diminuam o0 maximo
possivel de variaveis, e levem em consideragao a influéncia das principais solucdes
empregadas no processo de reparo da polpa mediante o seu capeamento direto.
Esta analise deve valorizar além da formagao de barreira e a resposta inflamatoria
apresentada, também, a manutencgéo da organizacéao tecidual, ou seja, a capacidade
da substancia em remover lascas de dentina, coagulo sanguineo, debris operatorios

do local e acima de tudo, controlar a hemorragia.

Procurando elucidar essas questdes, Silva (2004) realizou estudo avaliando
histologicamente a resposta pulpar frente a utilizagdo do hipoclorito de sodio a
5,25%, do gluconato de clorexidina a 2% e do soro fisiolégico 0,9% (controle),
empregados previamente ao capeamento direto de polpas humanas. Para tal analise
foram utilizados os critérios: resposta inflamatéria, organizagao tecidual, formacéo de
dentina reparativa e de dentina reacionaria. Com base nos resultados obtidos a
autora concluiu que, em linhas gerais, o hipoclorito de sédio a 5.25% e o gluconato
de clorexidina a 2% demonstraram comportamento semelhante ao da solugao-
controle (soro fisiolégico 0,9%), segundo os critérios avaliados, o que se traduz em

processo de reparo pulpar similar nos espécimens referentes as solugdes citadas.

2.5. ENSAIO DE GENOTOXICIDADE — TESTE DE MICRONUCLEOS
Os testes genotdxicos detectam mutagdes, tanto a nivel cromossdémico
quanto a nivel génico, responsaveis pelo surgimento de canceres e outras doengas.
A avaliagao do dano ao DNA a nivel cromossémico € parte da genética toxicoldgica,
considerando que as alteragbes cromossdmicas sao eventos importantes no

processo de carcinogénese (ROTH et al., 2002).

O teste de micronucleo consiste na deteccdo de perdas de fragmentos

cromossOmicos ou de cromossomos inteiros dispersos no citoplasma, nao
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incorporados a célula-filha durante a divisdo. Detecta tanto a perda como a quebra
cromossdmica, visto que sao biomarcadores que se manifestam a curto prazo apos
exposi¢ao e sua frequéncia se encontra elevada em tecidos expostos antes que
qualquer sinal clinico seja evidente (ROSER et al., 1989; ROTH et al., 2002).

O ensaio de micronucleos consiste em um método simples, rapido, sensivel,
ndo invasivo e que ndo requer cultivo celular (ARAUJO, 2001). Apresenta um baixo
custo, sendo usado como biomarcador para deteccdo de pacientes com risco de
desenvolvimento de cancer e também para monitorar a acédo de quimioprotetores
(CARVALHO et al., 2002). A partir da década de 90, novos testes, tais como o teste
de trocas entre cromatides-irmas e o teste de micronucleo, foram sendo realizados

nos estudos in vivo utilizando linfécitos periféricos.

O teste requer no minimo uma divisao celular para se mostrar sensivel a
avaliagdo genotdxica de qualquer substancia (ARAUJO, 2001), pois os micronucleos
sdao fragmentos de DNA nao incorporados ao nucleo na divisdo celular que
apresentam relacdo com agentes genotdxicos. Podem ser detectados mediante o
uso de diferentes técnicas e a determinacédo de sua frequéncia pode demonstrar a
acgao citogenética de um determinado fator ao qual a célula foi exposta (DIETZ et al.,
2000).

A presencga destes no citoplasma celular é caracterizada pelo aparecimento
de fragmentos acéntricos ou cromatides/cromossomos inteiros que se atrasam na
anafase do ciclo celular, os quais sao incorporados dentro de nucleos secundarios,
representando 1/5 a 1/20 do tamanho do nucleo. A evidenciagdo dos micronucleos
mede a extensdo em que um determinado agente ambiental esta associado a dano
ao DNA dos tecidos e, de certa forma, indicando um potencial ao desenvolvimento
de cancer (DIETZ et al., 2000; CARVALHO et al., 2002).

Araujo (2001) avaliou a genotoxicidade do etil-cianoacrilato quando
empregado diretamente sobre a gengiva humana, para fixar o dique de borracha
durante o isolamento absoluto em tratamentos endodénticos. A andlise baseou-se
na observagdo microscopica realizada em amostras de raspagens das areas em
questado. Foram observadas 2000 células por individuo, nos intervalos de 15, 30 e 45
dias apos o tratamento endodéntico, periodo que permite a renovacao celular da
mucosa oral. A taxa de micronucleos espontanea em grupos controle em varias

espécies de mamiferos estda abaixo de 0,5% (SCHMID, 1975), sendo que esse
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estudo ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante entre o grupo

experimental e o grupo controle.

2.6. MATRIZ EXTRACELULAR

Os componentes da ME participam na manutencdo do arcaboucgo tecidual,
influenciando também a dindmica de adesao celular e, dessa forma, os processos de
mobilidade das ceélulas, principalmente nos primeiros estagios de diferenciagao
celular. A ME também possui importante papel na manutencdo e regulacédo da
homeostase celular e tecidual. As fibras colagenas e polimeros soluveis funcionam
como uma reserva de citocinas, como TGFB e BMP. As citocinas, por sua vez,
consistem em um grupo de proteinas glicosiladas, estdo envolvidas na sinalizag&o
celular, e sua liberacdo esta diretamente relacionada com o processo de reparo
(ALBERTS et al., 1994).

Entre os componentes da matriz extracelular, a fibronectina (FNC) e a
tenascina (TNC) destacam-se como as duas maiores glicoproteinas (CHIQUET-
EHRISMANN, 1990).

Essas glicoproteinas com conhecidas propriedades adesivas tém importancia
reconhecida nos processos de reparo tecidual (CHIQUET-EHRISMAMM, 1990) e na
odontogénese (THESLEFF et al., 1987; LESOT et al., 1993). A FNC e a TNC fazem
parte das proteinas n&o-colagénicas e constituem 10% da matriz, enquanto as

fibrilares como o colageno tipo | dominam o restante da matriz. (LINDE, 1989).

2.6.1. Fibronectina (FNC)

FNC é uma glicoproteina da matriz, com atividade multifuncional, associada a
regulacéo de adeséo celular, migracao e diferenciagcao durante o desenvolvimento e
reparo. E classificada como um dimero de 450 Kd (Kilodaltons), composto por duas
extensas subunidades, cada uma com peso molecular de 225 Kd, ligadas por um
par de pontes dissulfidicas através de seus terminais carboxilicos (ALBERTS et al.,
1994; MOHRI et al., 1996). Possuem multiplas formas que se originam de splicings
alternativos de um unico mRNA que pode gerar mais de 20 variantes em humanos
(KOSMEHL et al. 1996). A sua forma soluvel esta presente no plasma, cuja maior
fonte parece ser os hepatdcitos, entretanto células endoteliais e macrofagos podem
também contribuir para a sua producgao (ALITALO et al., 1980; MOHRI et al., 1996).
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As outras formas sao todas insoluveis e filamentosas, encontram-se presentes nos
tecidos e sao sintetizadas principalmente por fibroblastos e células endoteliais
(MOHRI et al., 1996).

A FNC tem papel importante na cicatrizacdo de feridas (KOUKOULIS et al.,
1991; AUKHIL et al., 1996; WILLEMS et al., 1996; LARJAVA et al., 1993),
inicialmente facilitando a agregacao plaquetaria através de sua deposicdo no
colageno e/ou fibrina. Também atua na neovascularizagédo, pela estimulacdo da
migragado de células endoteliais, servindo como guia para o movimento das células
epiteliais através do tecido de granulagdo e auxiliando no reconhecimento da MB
subjacente, de tal forma que a ceratinizagdo normal possa ocorrer (GRINNEL, 1984).

Esta glicoproteina esta envolvida em inumeras fungdes celulares incluindo
adesao e espraiamento celular a outras células ou substrato promovendo, portanto,
migragdo na matriz, organizagao de microfilamentos no citoplasma influenciando na
morfologia celular e diferenciagdo, assumindo um papel importante no
desenvolvimento embrionario (YAMADA & OLDEN, 1978; RUOSLAHTI, 1981;
DUFOUR et al. 1986; DUBAND et al.,, 1986; STEELE et al., 1992). Furcht et
al.(1978) sugeriram que ap6s uma transformagdo maligna, ocorre diminuicdo da
expressdo de fibronectina celular, sendo esta, portanto, responsavel pela

tumorigénese e capacidade de metastase do tumor.

2.6.2. Tenascina (TNC)

A molécula de TNC constitui-se de um hexamero, razdo pela qual € também
conhecida como “hexabrachion”, cujo aspecto assemelha-se as hastes de uma roda
(CHIQUET-EHRISMANN, 1990; SAGE & BORNSTEIN, 1991; ALBERTS et al., 1994,
CHIQUET-EHRISMANN, 1995). A molécula de TNC ¢é morfologicamente
caracterizada por um dominio globular terminal em cada brago, compartilhado com
os fibrinogénios, um espesso segmento distal composto por repetidas unidades de
FNC Ill, um fino segmento proximal, constituido por dominios semelhantes ao fator
de crescimento epidérmico, uma jungdo T onde os bragos unem-se para formar um
trimero e um dominio globular central, onde os dois trimeros unem-se para formar
uma hexamero (CHIQUET-EHRISMANN, 1990; CHIQUET-EHRISMANN, 1995).

Como a molécula de FNC, mais da metade de sua molécula é formada por
repetidas unidades de FNC lll, do que se conclui que essas duas glicoproteinas

podem ser nao apenas estruturalmente semelhantes, mas funcionalmente também
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(CHIQUET-EHRISMANN, 1990).

Como se espera de uma molécula da matriz extracelular, a TNC tem um papel
estrutural e pode servir como moduladora da funcdo da célula via interacdes com
seus receptores.

Com base em dados experimentais, varias fungdes tém sido propostas para a
TNC (CHIQUET-EHRISMANN, 1990; SAGE & BORNSTEIN, 1991): inibicdo de
contato célula-célula, promogcdo de adesdo e nao espraiamento de células em
cultura (SHRESTHA et al., 1996), e atividade antiadesiva, que em conjunto com a
atividade adesiva e de espraiamento da FNC permite a movimentacao celular, com a
manutencdo da integridade de seu citoesqueleto, durante a migracdo (SAGE &
BORNSTEIN, 1991; AUKHIL et al., 1996).

2.6.3. Papel dos componentes da ME na odontogénese e no processo de
reparo pulpar

TNC e FNC tém sido relacionadas com eventos morfogenéticos, sendo
detalhadamente estudadas durante o desenvolvimento dental. A TNC foi
abundantemente observada no mesénquima da papila dental no estagio de
formacgao de botdo epitelial em ratos (THESLEFF et al., 1987). A FNC é também
encontrada na por¢do mesenquimal do germe dental em desenvolvimento durante a
diferenciagao odontoblastica. Os autores especularam que a expressao de TNC na
MB entre o epitélio do 6rgao do esmalte e 0 mesénquima da papila dental, e também
na MB do epitélio bucal e no mesénquima de suporte da lamina dental, poderia estar
envolvida com a estimulagdo da proliferagao celular. A pronunciada expressao de
TNC pelas células pulpares pode estar envolvida, segundo os autores, com a
manutencio da capacidade de diferenciacdo das mesmas em células formadoras de
tecido mineralizado, como a dentina. Porém, as duas glicoproteinas nao foram
encontradas na matriz dentinaria de ratos adultos (TUCKER et al., 1991).

A participacdo de moléculas adesivas da matriz extracelular também tem sido
relacionada ao processo de diferenciagdo dos odontoblastos. Entretanto, as bases
moleculares para os eventos que tomam parte na dentinogénese durante o reparo
pulpar ndo tém sido suficientemente investigadas. As poucas observagbes e
hipéteses correntes tém focalizado o papel das moléculas adesivas e dos fatores de
crescimento da dentina circumpulpar (LESOT et al., 1994). Acredita-se que o papel

fundamental da FNC, como molécula adesiva, proporcione a interagado operacional
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das células pulpares com a zona necroética ou matriz fibrodentinal primitiva (VEIS,
1985).

Martinez et al. (2000) identificaram, através de marcagdo imunoistoquimica, a
distribuicdo de TNC, FNC e colageno tipo Ill em polpas humanas. Em polpas
hialinizadas e inflamadas com presengca de exudato inflamatério, ndo foram
encontradas essas proteinas da matriz extracelular. Em polpas normais verificou-se
uma forte marcacdo para FNC e TNC na periferia do tecido pulpar. Os autores
sugeriram que a funcdo da FNC e TNC, localizadas na zona acelular
subodontoblastica, seria facilitar a formacao de dentina secundaria pela migragéo e
diferenciagao celular das células de camadas adjacentes.

Em recente trabalho, Martinez (2002) investigou a expressao de componentes
da ME (FNC, TNC, Osteonectina, Colageno tipo | e tipo Ill) em linhagens celulares
de fibroblastos de polpa e de mucosa gengival humana. Os resultados obtidos
revelaram que a FNC e o colageno tipo | estiveram presentes em ambos os tipos
celulares, enquanto o colageno tipo Il esteve ausente em ambos os tipos celulares
estudados. Entretanto, a TNC e a Osteonectina expressaram-se somente nos
fibroblastos pulpares, sugerindo uma provavel importancia dessas glicoproteinas na
mediag¢ao da formacao de tecidos mineralizados.

Além da participagdo dos componentes da matriz durante a odontogénese,
também ha o envolvimento desses durante a resposta de reparo pulpar frente a
diferentes injurias e estimulos locais. Os componentes da matriz dentinaria também
podem estimular a atividade odontoblastica através do estimulo a formacédo da
dentina reacional (LESOT et al., 1994).

Tziafas et al. (1995), estudaram o papel da FNC no processo da dentinogénese
pos-desenvolvimento. Nesse estudo, os autores implantaram cimento de hidroxido
de calcio no parénquima pulpar, para avaliar a interacdo material-célula. Os autores
concluiram que a resposta para a indugao inespecifica do hidroxido de calcio parece
ser mediada por uma progressiva sintese de FNC pelas células pulpares. Essa
interacao adesiva, entre FNC e cimento de hidréxido de calcio é que permite a
ligacdo e a expressao do fendtipo de diferenciagdo das células, polarizagcéo e
sintese de um modelo de pré-dentina que ira ser calcificada e formara a barreira

dentinaria.
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Ao avaliar dentes humanos submetidos ao capeamento com hidroxido de
calcio, Yoshiba et al., (1996), observaram a localizagao imunoistoquimica da FNC
durante o processo de reparo pulpar. Um dia apds o capeamento, precipitagdes de
estruturas cristalinas foram observadas em associacdo com “debris” celulares entre
a zona de necrose superficial e a polpa subjacente. A zona de calcificacédo distréfica
mostrou marcagao positiva para a FNC e as células pulpares apareceram
estritamente associadas com essa camada, apos 7 e 10 dias. Aos 14 dias, células
odontoblasto-similes foram visualizadas em area adjacente a matriz positiva para
FNC, havendo a presenca de fibras fluorescentes entre essas células. Aos 28 dias, a
matriz irregular foi seguida pela formagao de dentina tubular em contato com células
semelhantes a odontoblastos.

De acordo com os autores, a FNC associada a camada de calcificagao inicial,
parece ter um papel importante como mediador na diferenciacao de células pulpares
em odontoblastos, durante o processo de dentinogénese apds o capeamento da
polpa com HC. Também, a matriz rica em FNC pode servir como um reservatorio de
fatores de crescimento ou como um substrato para a migracdo e adesdo celular
(YOSHIBA et al., 1996).

Piva (2002) estudou a expressdao de FNC e TNC durante o reparo pulpar
induzido por HC P.A. Observou-se padrao de marcagao imunoistoquimica
semelhante entre TNC e FNC em toda a polpa, sendo mais proeminente ao redor
dos vasos sanglineos, acompanhando as fibras colagenas e na regiao da pré-
dentina. No sitio da exposi¢cao, com 1 dia, observou-se fraca imunorreatividade para
TNC, a qual foi aumentando, estando aos 30 dias, mais espessada. Concluiu-se que
a FNC esteve envolvida em todos os estagios da formagdo da dentina reparativa,
estimulada pela acdo do HC, enquanto que a TNC demonstrou expressao
diferenciada na area de exposicdo, sendo mais evidente nos estagios mais

avancgados da formacao da barreira dentinaria.

3. JUSTIFICATIVA
A avaliagao bioldgica de materiais odontolégicos é classificada em trés niveis

de testes pré-clinicos: 1) testes iniciais; 2) testes secundarios e 3) testes de uso
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(STANLEY, 1992). (American National Standard/American Dental Association —ADA
e a International Organization for Standardization /ISO 7405).

Os testes de citotoxicidade in vitro, como o de Cultivo Celular, considerado
inicial ou de “screening” apesar de suas limitagdes como a dificuldade de
extrapolacédo dos resultados para estudos da resposta pulpar in vivo, dadas as suas
diferencas metodoldgicas, sdo um importante recurso investigativo a ser utilizado,
em funcdo de seu baixo custo, praticidade, rapida performance e minimizacido dos
problemas éticos (SCHMALZ, 1994).

Ademais, o trabalho de dissertagdo de Silva (2004), a qual avaliou
histologicamente a resposta pulpar frente a aplicacao de diferentes substancias
hemostaticas (Hipoclorito de sédio a 5,25% e Gluconato de Clorexidina a 2%)
empregadas diretamente sobre a polpa exposta, despertou alguns questionamentos
que precisam ser elucidados, dando continuidade a linha de pesquisa da
coordenadora deste projeto:

- As diferentes concentracbes dessas substancias e o tempo de
exposicao a estes agentes hemostaticos poderiam ter influéncia sob o reparo
pulpar? Para tentar responder esta pergunta, é pertinente a utilizacdo de
metodologia de Cultivo Celular, consideradas as suas vantagens citadas e a
inviabilidade de um novo estudo in vivo, com n amostral necessariamente
impraticavel.

- Podem estes agentes de hemostasia e limpeza pulpar, nas
concentragdes utilizadas no estudo de Silva (2004), ser considerados genotéxicos?
Para esclarecer esta duvida um teste também simples, barato, pratico e rapido como
a Reacgao de Feulgen para detec¢do e analise semi-quantitativa de micronucleos
pode ser utilizado.

Por outro lado, mesmo com a obtengcdo dos resultados dos testes de
citotoxicidade e de genotoxicidade, tornam-se fundamentais as investigacdes sobre
a expressdo de componentes da matriz extracelular, como as glicoproteinas
adesivas TNC e FNC, durante o processo de reparo pulpar, na tentativa de buscar
melhor entendimento dos eventos de resposta do tecido pulpar apds o capeamento
pulpar direto, utilizando diferentes agentes de limpeza e hemostasia, com vistas ao
desenvolvimento de novas estratégias de terapia pulpar.

E comprovada a participagdo da TNC nos processos de reparo e sua

expressao associada a FNC durante determinados processos. Também, tem sido



32

amplamente estudada a participacdo da FNC durante a diferenciacéao
odontoblastica. Se por um lado, as reagdes celulares envolvendo o processo de
reparo pulpar tém sido investigadas e descritas, a participagdo da matriz extracelular
(ME) e sua interacdo com as reagdes celulares tém sido pouco exploradas e
compreendidas.

A FNC e a TNC sao importantes para o estimulo e mobilidade celular durante a
diferenciagao de células odontoblastoides a partir de células multipotentes da polpa.
Desta forma, é de grande importancia o conhecimento dos fatores biologicos e
moleculares responsaveis pelo sucesso da terapia pulpar vital realizada com
diferentes materiais.

Explorando as diferengas e semelhangas na bioestimulagéo celular, através de
uma avaliacdo temporo-espacial, sera possivel obter bases cientificas para a
obtencido de biomateriais que atuem com o maximo de estimulacdo com o minimo

de perda de tecido.

4. PROPOSICAO

O objetivo deste estudo é avaliar a biocompatibilidade do hipoclorito de sédio
e do gluconato de clorexidina em diferentes concentragdes, através de estudo in
vitro de Cultivo Celular; a genotoxicidade dessas duas solugdes, respectivamente
a 5,25% e a 2%, utilizando a técnica de Feulgen para detecgdo e anadlise de
micronucleos e a expressao de componentes da matriz extracelular (Fibronectina
e Tenascina), através do estudo imunoistoquimico da estreptoavidina-biotina, em
polpas humanas expostas, tratadas com os agentes hemostaticos hipoclorito de
sédio a 5,25% e gluconato de clorexidina a 2%, empregados previamente ao

capeamento pulpar direto.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Delineamento das amostras e aspectos éticos

Este projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas, sob registro CEP n° 08/05,
tendo sido o mesmo aprovado pela referida comissdo, conforme documento n°

01/05, em anexo (anexo A).

5.1.1. Estudo in vitro: Teste de Citotoxicidade — Linhagem celular e Materiais
testados

Para os testes de citotoxicidade sera utilizada a linhagem celular NIH/3T3
(fibroblastos de rato), proveniente do laboratério de Cultura de Células da Disciplina
de Patologia Bucal da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo,
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Décio Pinto Jr. Os testes de citotoxicidade serdo
realizadas em capela de fluxo laminar, no Laboratério de Cultura de Células do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Instituto de Biologia (IB)/UFPel e do
Curso de Doutorado em Odontologia/UFPel. A maioria dos equipamentos e materiais
de consumo, necessarios para a realizacdo do referido teste, encontram-se
disponiveis no laboratério acima citado, exceto algumas solug¢des, as quais estéao
listadas no item orcamento. Os fibroblastos NIH/3T3 serdo cultivados utilizando o
meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM — Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA), o qual sera acrescido de 10% de soro fetal bovino (Cultilab Ltda,
Campinas, SP, Brasil) e 1% de solugao antibiética (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA)

Serao testadas as solugdes de hipoclorito de sodio a 0,5%, 1%, 2,5% e 5,25%
e de gluconato de clorexidina a 0,12%, 0,2%, 1% e 2%, constituindo os grupos
conforme tabela 1, mostrada abaixo. A solugdo salina 0,9% funcionara como
controle negativo dos testes. Os tempos de exposicao das drogas testadas serdo de
30, 60 e 120 minutos (COSTA et al., 2001).
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Tabela 1 — Descricao das solugdes testadas e controle negativo e dos tempos

de exposicdo das mesmas.

Tempo Exposicao Grupo | Grupo Il Grupo llI
(30 minutos) (60 minutos) (120 minutos)

Concentragao Solugdes

Hipoclorito de sédio a 0,5% Gl a- Hipo Gll a- Hipo Glll a- Hipo
Hipoclorito de sddio a 1% Gl b- Hipo Gll b- Hipo Glll b- Hipo
Hipoclorito de sodio a 2,5% Gl c- Hipo Gll c- Hipo Glll ¢c- Hipo
Hipoclorito de sédio a 5,25% Gl d- Hipo Gll d- Hipo Glll d- Hipo
Gluconato de Clorexidina a 0,12% Gla— Clor Gll a— Clor Glll a — Clor
Gluconato de Clorexidina a 0,2% Gl b — Clor Gll b — Clor Glll b — Clor
Gluconato de Clorexidina a 1% Gl ¢ — Clor Gll ¢ — Clor Glll ¢ — Clor
Gluconato de Clorexidina a 2% Gl d — Clor Gll d — Clor Glll d — Clor
Solugéo Salina a 0,9% Gl — SF Gll — SF Glll — SF

« Solugao de Hipoclorito de sédio — Farmacia de Manipulagdo Uso Indicado ©

* Solugéo de Gluconato de Clorexidina — Farmacia de Manipulagdo Uso
Indicado ©

o Soro Fisioldgico — Aster Produtos Médicos ©

5.1.2. Estudo in vivo: Teste de Genotoxicidade e Teste Imunoistoquimico:

O presente trabalho utilizara, para os estudos de genotoxicidade e
imunoistoquimico as amostras ja emblocadas do estudo de Silva (2004), que
realizou avaliagdo histologica do capeamento pulpar em humanos, caracterizado
como um teste de nivel 3, de acordo com a American National Standard/American
Dental Association (ADA) e a International Organization for Standardization (n°
7405). Tal estudo sera orientado pela coordenadora e responsavel pelo presente
projeto.

O trabalho de Silva (2004), por se tratar de uma pesquisa “in vivo” e em
humanos, foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas, sob registro CEP n°
049/2002, tendo sido o mesmo considerado Aprovado pela referida comisséao,
conforme documento n°® 048/2002, em anexo (anexo B e C).

Para os testes de genotoxicidade e imunoistoquimico, serdo utilizados os

espécimens referentes aos 45 terceiros molares higidos indicados para extragao,



provenientes de alunos de graduagdo e pos-graduagao da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas- FOUFPel, com faixa etaria média
de 23 anos (SILVA, 2004) (Figura 1). Tais testes ser&o realizados no Laboratorio de

Anatomia Patologica do Centro de Diagnostico das Doengas da Boca (CDDB),

contando com os equipamentos e materiais de consumo do mesmo.

Amostra (45 dentes)
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[

Grupo | — Controle
Soro fisiolégico

Grupo Il — Solucéao de
Hipoclorito de Sodio 5,25%

Grupo lll — Solucéo de
Digluconato de Clorexidina 2% (n=15)

]

7

7 dias (4)

\

30 dias (5)

90 dias (5)

7 dias (5) 7 dias (5)
30 dias (5) 30dias (5)
90 dias (6) 90 dias (5)

Figura 1 (organograma) — Demonstrando o delineamento da amostra para os

estudos de genotoxicidade e imunoistoquimico.
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5.2. Avaliagdo da Citotoxicidade in vitro (Cultivo Celular) do Hipoclorito de

Saédio e do Gluconato de Clorexidina em diferentes concentracoes
5.2.1.Cultivo Celular

As células NIH/3T3, serao cultivadas em frascos de 50ml, em meio DMEM,
conforme anteriormente descrito, mantidas em estufa a 37°C, contendo 95% de ar
e 5% de CO,. Os sub-cultivos serao realizados quando as células atingiram a sub-
confluéncia. O meio do frasco sera entdo aspirado e a monocamada celular
lavada com uma solugdo tampéo fosfato-salina (PBS), com Ph 7,2. A seguir as
células serdo separadas com 5 ml de solugao de tripsina 0,25% (Sigma), durante
5 minutos a 37°C. A tripsina sera inativada com 5 ml de meio de cultura contendo
soro fetal bovino. As células em suspensao serao transferidas para um tubo de
ensaio e centrifugadas a 200g durante 5 minutos, a temperatura ambiente. O
precipitado celular sera ressuspenso em 1 ml de meio fresco, sendo entdo as
células replaqueadas em novos frascos de cultivo. Com vistas a preservar a
vitalidade celular, a troca de meios de cultivo dos frascos sera realizada a cada
dois dias (RUANO et al, 1996).

5.2.2. Ensaio de Citotoxicidade / Avaliagcdo da Atividade Metabdlica Celular
pelo ensaio do MTT (methyltetrazolium )

Para o ensaio de citotoxicidade do MTT serdo utilizadas células em
crescimento exponencial, as quais serdo expostas as diferentes diluigdes das drogas
testadas e a solugao-controle. Utilizando uma placa de 24 pocgos, serdao plaqueadas
30 x 10° células/ml, as quais estardo suspensas em 1 ml de meio de crescimento.
Apds incubagcdao em atmosfera umidificada e a 37°C por 1 a 3 dias, periodo em que
as células estardo em fase de crescimento exponencial, podera entdo o teste ser
realizado. Para tal as células 3T3 serdo contadas com o auxilio de um

hematocitdbmetro em microscopio de luz invertido.

Posteriormente, em cada poco serdo colocados 980 ul de meio novo,
acrescido de 20 ul de solugdo experimental, sendo expostas as NIH/3T3 nos
periodos de 30, 60 e 120 minutos. Em cada placa serdo testadas as concentragcdes
a, b, c e d do hipoclorito de sodio de cada grupo (Gl Gll e GlllI, relativos aos tempos

de exposigao), além da solugédo-controle (20 pl de solugdo salina). Havera na
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mesma placa outro controle, contendo apenas células e meio de cultivo, com quatro
repeticdes para cada solugao. A coluna 1 sera o controle negativo contendo apenas
meio e células, as colunas 2 a 5 serdo referentes as diluigdes das solucgdes testadas
e a coluna 6 a da solugao-controle (salina). Para cada tempo de exposigao e solugéo
testada serdo realizados testes em triplicatas. Assim sendo, procedimento similar

sera executado para a solugao de gluconato de clorexidina.

Apos os periodos de exposicao, as solugdes experimentais e controle serdo
substituidas por meio sem aditivos, por um periodo adicional de 4 horas, quando
sera realizada nova contagem celular como a anteriormente descrita. Apoés 2 a 3
passagens, alimentando sempre as placas com DMEM acrescido de soro fetal
bovino, sera acrescentada a solugcdo de MTT (3-[4,5-dimethyl-thiazol-2y1-]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), para avaliacdo da atividade da enzima desidrogenase
succinica mitocondrial, em todos os pocos das placas e o ensaio procedido
conforme descrito previamente (FRESHNEY, 1994), consistindo em 1 mgml de
succinato de sodio tamponado (Sigma, St. Louis, MO), incubada a 37°C por 45 min.
Durante este tempo, a mitocdndria ativa convertera a solugao amarela e soluvel do
MTT em cristais de MTT-formazan insoluveis. As células serao fixadas em solucao
de formalina tamponada em TRIS (4%, Ph 7,2) e lavadas em agua. Finalmente, o
MTT-formazan sera dissolvido em dimetilsulféxido (Sigma) e a densidade otica da
solucao resultante sera lida a 562 nm, utilizando um leitor de placa (Vmax; Molecular
Devices, Mento Park, Califérnia).

Este ensaio foi escolhido porque estudos prévios (Costa et al., 2001; Zhang
et al., 2003) tém mostrado ser o mesmo apropriado para a avaliagdo da viabilidade

ou citotoxicidade celulares, frente aos materiais de uso odontologico.

5.3. Reacgao de Feulgen para detecgédo de Micronucleos e Analise Semi-
quantitativa dos Micronucleos

O protocolo de processamento das laminas seguira a ordem descrita: de
cada bloco de parafina serdo obtidos cortes de 5 um, os quais seréo estendidos em

laminas de vidro previamente lavadas em alcool absoluto e secas.

Posteriormente os cortes serdo submetidos a diafanizacdo, sendo

desparafinados em dois banhos de xilol: o primeiro a 60° C por 30 minutos, € o
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segundo a temperatura ambiente (TA) por 20 minutos. A seguir, serao reidratados
em serie decrescente de etandis, a partir de trés passagens em etanol absoluto,

seguidos por etanol 95%, 85% e 80%, durante 5 minutos cada.

Apos, sera efetuada a oxidacdo em solucdo de acido cloridrico 1N a
temperatura ambiente durante 1 minuto. As |aminas serdo escorridas e colocadas
em acido cloridrico por 12 min em estufa (acima de 63°C), deixando esfriar
posteriormente a temperatura ambiente durante 10 minutos. A seguir serdo
novamente imersas em HCI por 5 min. Em seguida sera realizada a lavagem das
laminas em agua destilada ( trés passagens de 5 minutos cada). Apos sera feita a

secagem das mesmas a temperatura ambiente.

Proceder-se-a a realizagao da coloragdo com reagente de Schift por 2 horas
e trinta minutos a temperatura ambiente, em ambiente escuro. A seguir, o reagente
sera removido e as laminas serdo cobertas por agua destilada tamponada por 4
minutos. Apds sera feita a lavagem em agua destilada e a secagem. Vinte e quatro
horas depois as laminas serdo imersas no corante fast-green por 10 segundos

sendo entdo lavadas em alcool (3 frascos diferentes e 10 segundos cada)

Na sequéncia, os cortes sofrerdo desidratacdo em cadeia ascendente de
etanol, diafanizados em dois banhos de xilol e serdo montados em resina Permount

(Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ/USA), para exame ao microscopio de luz.

As amostras serao analisadas ao microscoépio 6ptico para a determinagao da
propor¢ao de micronucleos encontrados no citoplasma celular mediante a contagem
visual de micronucleos em 1000 células por campo, utilizando microscopia de luz e

aumento de 1000x, bem como reticulo de contagem.

Os critérios adotados para caracterizar a formacdo de um micronucleo seréao
os seguintes: (a) deve ter um contorno regular, redondo ou oval e estar dentro do
citoplasma da célula; (b) apresentar coloragdo semelhante ao nucleo principal; (c)
seu diametro deve ser menor que 1/3 do didmetro do nucleo principal; (d) deve estar
no mesmo plano de foco do principal; (e) devera estar separado ou marginalmente
justaposto ao nucleo principal, de modo que haja identificacédo clara do limite nuclear
de ambos (PICKER E FOX, 1986; FENECH et al., 1999).
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5.4. Técnica imunoistoquimica e Analise do Perfil Imunoistoquimico

Os espécimens emblocados em parafina serdo submetidos a cortes de 5um e
estendidos em laminas de vidro, previamente limpas, desengorduradas e preparadas
com adesivo a base de 3-aminopropyltriethoxy-silano (Sigma, St. Louis, USA).

Os cortes inicialmente serdo desparafinizados em 2 banhos de xilol, o primeiro
a 60°C por 30 minutos e o segundo a temperatura ambiente, por 20 minutos. A
seqguir, os cortes serao reidratados em cadeia descendente de etanol, a partir de 3
passagens em etanol absoluto, seguidos por etanol 95%, 85% e 80%, durante 5
minutos cada. Posteriormente, se realizara a retirada do pigmento formdlico, e as
secgdes serdo submetidas a solucdo de hidroxido de aménio a 10% em etanol a
95%, durante 10 minutos. Em seguida, os cortes serdo lavados em agua corrente
por 10 minutos e em duas passagens de agua destilada.

As seccOes teciduais serdo submetidas, a seguir, aos tratamentos para
recuperacdo antigénica. Para os cortes histologicos que receberam os dois
anticorpos primarios, anti-fibronectina e anti-tenascina, o tratamento prévio sera a
pepsinisacado. Essa etapa consistira na imersdo das amostras histolégicas em uma
solugdo composta de 1g de pepsina (Ph 1,8), 10 ml de HCI 1N e 90 ml de agua
destilada, durante 60 minutos, a temperatura de 37°C. Porém, para a anti-tenascina
sera usada a pepsina a 0,5%, com o tempo de incubagédo de 30 minutos.

Na sequéncia, o proximo procedimento sera o bloqueio da peroxidase
endogena tecidual, com a incubagcdo em perdxido de hidrogénio a 6% + metanol
(1:1, v/v), em duas trocas de 5 minutos. Apds esses passos, todos os procedimentos
a seguir serdo sempre precedidos de lavagens em solugao tampéao de TRIS, Ph 7,4
(Sigma, St. Louis, USA).

Os anticorpos primarios seréo diluidos em solucdo tampéao TRIS-HCI, Ph 7,4,
contendo albumina bovina a 1%, acrescida de azida sddica, com o objetivo de
reduzir a coloragao inespecifica de fundo. Realizar-se-a, em seguida, a incubagao
das amostras histolégicas com os anti-soros, por 120 minutos a temperatura
ambiente para os anticorpos antifibronectina e por 18h a 4°C, para o anticorpo
antitenascina. As diluigdes, especificidades, fontes, tratamentos prévios e tempos de

incubacao de cada anticorpo utilizado estéo relacionados na Tabela 2.
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TABELA 2 — Soros primarios — suas especificidades, diluicdes, fontes e tratamentos

prévios

Ac. ESPECIFICIDADE  DIL. FONTE TRATAMENTO PREVIO INC.
CLONE

APA Fibronectina 1:1200 Dako* Pepsina 1%, 37°C, 60'  120°,37°C
BC-24 Tenascina 1:3000 Sigma** Pepsina 0,5%, 37°C, 30 18h, 4°C
10. Dako, AIS, Glostrup, Denmark
** Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA

Apos duas lavagens em solugao tampao de TRIS, se fara a incubacao dos
cortes com o anticorpo secundario biotinilado polivalente, cabra anti-
coelho/camundongo, a temperatura ambiente e na diluicdo de 1/100 (Dakopatts), por
30 minutos. Em seguida, sera efetuada a adigdo do complexo streptoavidina-biotina
(Dako, AIS, Glostrup, Denmark), na diluicdo de 1/100 por 30 minutos. Tanto o
anticorpo secundario, quanto o terciario, serao diluidos em solugcédo tampao de TRIS-
HCI, Ph 7,4.

A reacéo sera revelada pela utilizagao de solugdo cromoégena, contendo 30 mg
de diamino-benzidina (3,3’ — diamino-benzidina, Sigma, St. Louis, USA), diluida em
100 ml de TRIS, acrescida de 0,6 ml de agua oxigenada a 6%, num periodo de 3
minutos.

Posteriormente, os cortes serdo lavados em agua corrente por 10 minutos,
passados duas vezes em agua destilada, sendo em seguida contra-corados com
Hematoxilina de Mayer por 10 minutos. Apds nova lavagem, seguirdo-se 0s passos
de desidratagdo, diafanizagdo e montagem das laminas em Permount® (Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ, USA).

A analise descritiva do padrao de marcagao imunoistoquimica, identificacéo e
a distribuicdo dos antigenos fibronectina e tenascina sera realizada através da
microscopia Optica. Os achados sera anotados individualmente por dois
observadores. Posteriormente a leitura de cada uma das laminas, sera estabelecido
o padrao de marcagao para cada antigeno pesquisado, bem como a localizagdo nos
tecidos dentarios estudados, nos diferentes tempos de observacado. As informacodes

serao agrupadas para descricdo dos resultados.
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5.5. Analise Estatistica
Os dados obtidos do teste de citotoxicidade do ensaio do MTT e do teste de
genotoxicidade serdo submetidos a analise estatistica, através da Andlise de
Variancia (ANOVA), complementada pelo Teste Exato de Fisher, para que sejam
feitas as comparagdes entre os grupos experimentais e controle, com nivel de

confianca de 95%.

6. RESULTADOS ESPERADOS
Das trés metodologias que serdo empregadas no presente estudo, pode-se
esperar os seguintes resultados:
Avaliagdo da Citoxicidade in vitro (Cultivo Celular) do Hipoclorito de Sodio e
do Gluconato de Clorexidina em diferentes concentragées:
1. As solugdes mais diluidas de Hipoclorito de sddio e Gluconato de Clorexidina
possivelmente apresentem-se menos citotdxicas, sendo este fator

dependente ainda do tempo de exposigao as substancias experimentais.

Estudo in vivo da Genotoxicidade das solu¢cdes de Hipoclorito de sédio a
5,25% e Gluconato Clorexidina a 2%, através da Reagao de Feulgen para detecgao
de Micronucleos e Analise Semi-quantitativa dos Micronucleos:

1. Possivelmente as substancias testadas apresentardo numeros de
micronucleos semelhantes aos da solugao salina a 0,9%, utilizada como
controle, nos diferentes tempos de avaliagcdo estudados, ndo sendo

consideradas genotoxicas

Estudo in vivo — Avaliagdo da resposta pulpar através da Analise do Perfil
Imunoistoquimico das solugbes de Hipoclorito de sédio a 5,25% e Gluconato
Clorexidina a 2%:

1. A expressdo dos componentes da matriz extracelular auxiliara na avaliagado

da biocompatibilidade dos diferentes agentes hemostaticos aplicados sobre a

polpa.
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2. As glicoproteinas da ME, TNC e FNC participam do estagio de formacao da
barreira mineralizada. Pressupbe-se que a FNC aparecera mais cedo nos
espécimes onde ocorrera a polarizacdo de células odontoblastdides e
formacao de dentina reparativa com aspecto tubular.

3. Nos casos de presencga de infiltrado inflamatério mononuclear associado ao
tempo mais precoce de avaliagao, provavelmente ocorrera uma auséncia de
marcagao para TNC, e uma marcacgao ausente ou fraca para FNC, de acordo
com o estudo de Piva (2002).

4. Nos intervalos de tempo mais tardios deverao ser observados padrées mais
pronunciados de expressao de TNC, independente da solugdo hemostatica
analisada.

5. Possiveis correlagbes poderao ser feitas com o estudo morfolégico descritivo
de Silva (2004).

7. POSSIBILIDADE DE ESTUDOS ADICIONAIS

Paralelo aos objetivos propostos, serdao elaborados artigos baseados na revista
da literatura sobre os dois agentes hemostaticos estudados e sobre seus empregos
fundamentados na concepg¢do da terapia pulpar conservadora. As informacdes
coletadas possibilitardo ainda elaboracdo de projetos complementares, com
afinidade a proposta principal desse estudo.

O design metodoldgico proposto proporcionara possiveis estudos adicionais.

A partir da avaliagdo da citotoxicidade das solugbes hemostaticas estudadas
nas diferentes concentragdes testadas podera surgir a necessidade de analisar
outras diluicdes e tempos de exposi¢cdao, bem como outras substancias de efeito
similar sobre a polpa. Tal metodologia, por ser rapida, de facil execucéo e adequar-
se aos principios éticos da analise de materiais odontologicos, pode ser prontamente
realizada. Soma-se a estes fatos a facilidade de acesso atualmente verificada ao
Laboratério de Cultivo Celular, o qual foi montado através da parceria do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia do IB/UFPel, com o Curso de Doutorado
em Odontologia da mesma Instituigdo.

Além da obtengdo de laminas para analise histopatoldgica, e analise imuno-
histoquimica, podera ser investigada a expressado de outros componentes da matriz

extracelular como; Colageno tipo | e tipo Ill, Osteonectina, BMP (proteina
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morfogenética 6ssea), TGF-B (familia de fatores modificadores de crescimento)
entre outros componentes da ME, provavelmente relacionados com a resposta de
reparo pulpar. O estagio de conhecimento atual fornece evidéncias do papel de
varias moléculas bioativas, na regulacdo de eventos de diferenciagdo celular,
durante a odontogénese e dentinogénese reparativa. Desse modo, uma mudancga
espaco-temporal de membros da superfamilia dos fatores modificadores de
crescimento beta (TGF-B) e seus receptores regulariam a diferenciagdo de células
pulpares (TOYONO et al., 1997).

A interpretagcdo desses resultados proporcionara informacdes cientificas
relevantes para uma nova abordagem da terapia pulpar vital, baseada nos
mecanismos de sinalizag&o celular e demais eventos moleculares responsaveis pela

estimulacéo celular, diferenciacéo e atividade de dentinogénese reparativa.

8. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA

Tempo total estimado para realizagéo do projeto: 18 meses

ANO 1° SEMESTRE 2° SEMESTRE
2005 | - Elaboragéo do plano de trabalho e levantamento | - Inicio e término da analise descritiva dos
bibliografico. resultados do teste imunoistoquimico.

Pesquisa da FO/UFPel. publicaggo em  periédico  Qualis
- Divulgagéo do projeto na comunidade académica. Internacional.
- Compra dos materiais de consumo solicitados. - Inicio e conclusdo dos ensaios

- Padronizagdo da Técnica Imunoistoquimica para | concentragdes (Cultivo Celular).

estudo dos componentes da Matriz Extracelular, utilizando
as amostras emblocadas provenientes do estudo de Silva,

e inicio das reagdes do teste iminoistoquimico .

- Encaminhamento do projeto & Comissdo de Etica em | - Redacdo do artigo cientifico e envio para

A

de

- Realizagdo do piloto do projeto e ajuste das | citotoxicidade in vitro do Hipoclorito de Sédio e

metodologias empregadas. do Gluconato de Clorexidina em diferentes

2006 | - Redacgéo de artigo cientifico do teste de citotoxicidade e
envio para publicagdo.

- Inicio e conclusdo das atividades laboratoriais relativas
aos testes de genotoxicidade pela Reacado de Feulgen .

- Calibragem dos examinadores e realizacéo da
Andlise Semi-quantitativa dos Micronucleos.

-Redacéo de artigo cientifico , com envio para publicagdo.

- Defesa da Tese
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9. ORCAMENTO
Para a realizagcdo dos testes de genotoxicidade e imunoistoquimico,
executados no Laboratério de Anatomia Patoldégica do CDDB, serdo utilizados

equipamentos e materiais de consumo do mesmo.

A maioria dos equipamentos e materiais de consumo, necessarios para a
realizacao do teste de citotoxicidade, encontram-se disponiveis no Laboratério de
Cultura de Células do Departamento de Fisiologia Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas (IB)/UFPel e do Curso de Doutorado em Odontologia/UFPel ,

porém, algumas solugdes, listadas abaixo, serdo adquiridas com recursos proprios:

Solugéo Valor- R$
500 mg de MTT (methyltetrazolium) .........ccoovriiiiiiiiiiee. 273,00
50g de Hipoclorito de sédio a 0,5% ....coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 4,00
50g de Hipoclorito de sédio a T e 4,00
50g de Hipoclorito de sédio @ 2,5% ....coooiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 4,00
50g de Hipoclorito de s6dio @ 5,25% ...ovevveeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeees 4,00
50g gluconato de clorexiding 0,12% .....cccvveiiiiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 4,00
50g gluconato de clorexidina  0,2% ...cceeeerieiiiii e 4,00
50g gluconato de clorexidina 190 e 4,00
50g gluconato de clorexidina 2% e 4,00
TOT AL et 305,00
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REVISAO DA LITERATURA

Entende-se como biocompatibilidade a habilidade de um material provocar o
desfecho de uma resposta especifica em um organismo ou tecido vivo (BROWNE,
1994). O ideal seria avaliar estas respostas diretamente em modelos humanos.
Entretanto, atualmente, consideragdes éticas dificultam o uso de tais modelos
(GOLDBERG; SMITH, 2004). Desta forma modelos animais tornam-se uma
alternativa aceitavel ao modelo humano, embora diferentes espécies devam ser
levadas em consideragdo na interpretagdo das respostas teciduais (COSTA et al.
2000).

Diversos animais tém sido usados como modelos experimentais na terapia
pulpar vital, incluindo macacos (COX; BERGENHOLTZ,1986), cades (TZIAFAS et al.,
1998), furdo (SMITH et al.,, 1990), ratos (SIX et al., 2000), carneiros (ERSIN;
ERONAT ,2005) e suinos (OGUNTEBI et al.,, 1995). Provavelmente, diferentes
capacidades para cicatrizagao pulpar entre dentes humanos e de outros animais
sejam responsaveis pelos resultados distintos (COSTA et al., 2000).

Embora existam estas diferencas, os resultados de estudos realizados em
animais proporcionam maior similaridade com a experiéncia clinica do que os
estudos in vitro. Entretanto, os resultados observados em modelos animais tém
limitacbes e ndo devem ser extrapolados diretamente para as condigdes humanas,
nao dispensando a execucdo de estudos clinicos para a confirmagao final da
evidéncia cientifica (COSTA et al., 2000; FREIRE; PATUSSI, 2001).

COMPLEXO DENTINO-PULPAR E REPARO

A maioria das informacbes a respeito dos eventos de reparo pulpar
fundamenta-se em experimentos baseados na odontogénese. A caracterizagao dos
processos de sinalizagdo, responsaveis pela indugdo da diferenciagcdo dos
odontoblastos, € fundamental para o entendimento tanto da dentinogénese
fisiolégica bem como do reparo do tecido (GOLBERG; SMITH, 2004).

No inicio da odontogénese, as células ectomesenquimais que se originam da
crista neural e interagem com células epiteliais da lamina dentaria, sofrem migracao,
formando o foliculo dentario. Neste estagio, essas células ectomesenquimais da
papila dental que formaréo a polpa dental dividem-se varias vezes, até que aquelas
localizadas préximo a membrana basal diferenciam-se em pré-odontoblastos
(TORNECK; TORABINEJAD, 1997), formando, posteriormente, a camada de
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odontoblastos (GOLDBERG; LASFARGUES, 1995). O curso desses eventos é
regulado temporo-espacialmente por interacdes epitélio-mesenquimais (TEN CATE,
1998).

A diferenciacdo dos odontoblastos €, portanto, resultado de continuas
interacdes epitélio-mesenquimais reciprocas, sendo constituida por varias etapas.
Apos sofrerem mitose, as células permanecem em GO, alongam-se e polarizam-se,
tornando-se aptas a depositar componentes da pré-dentina (RUCH; LESOT;
BEGUE-KIRN, 1995). De acordo com esses autores, uma rede funcional constituida
de moléculas da matriz, que incluem fibronectina e fatores de crescimento, como
membros da superfamilia do transforming growth factor-f (TGF-B), e seus
receptores, pode estar envolvida na diferenciagdo terminal dos odontoblastos, ao
menos no controle da polarizag&o funcional.

Apos a diferenciacdo e polarizagcdo, os odontoblastos iniciam sintese e
secregao de matriz extracelular que constituira a pré-dentina e a dentina
(KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

A polpa dental é um tecido conjuntivo frouxo especializado que apresenta
uma populagdo heterogénica de células, incluindo os odontoblastos, fibroblastos,
células mesenquimais indiferenciadas, células endoteliais e perivasculares, células
nervosas, macrofagos, linfécitos T, mastocitos, entre outras. Estas células estao
localizadas em uma matriz extracelular rica em colageno tipo | e lll, algumas fibras
reticulares e substancia fundamental constituida por glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, glicoproteinas, fosfolipideos e agua (WALTON;PASHLEY; OGILVIE,
1989; GOLDBERG ; LASFARGUES, 1995; TORNECK ; TORABINEJAD, 1997).

A cooperagao entre as varias populacdes de células na polpa, pode ser uma
caracteristica essencial da homeostase do tecido normal, incluindo a dinamica das
células pulpares, e tais interacbes podem ser elucidadas se entendermos o
comportamento fisiolégico da polpa e sua resposta a injuria (GOLDBERG; SMITH,
2004).

A polpa dentaria ndo tem somente as fungdes nutricional e sensorial para a
dentina, mas também tem uma capacidade reparativa nata. Este potencial tem
importante implicagédo para a terapia dental (GOLDBERG; SMITH, 2004).

O objetivo da terapia pulpar vital é tratar a injuria pulpar reversivel sempre que

dentina e polpa sao afetadas por caries, procedimentos restauradores ou trauma. A
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injuria pode ou nao envolver exposicao pulpar e € seguida por um classico processo
de cicatrizacado do tecido conjuntivo (TZIAFAS,2004). No caso de exposi¢ao pulpar,
a polpa amputada pode ser reparada por si s6 ou apos a aplicacdo de materiais
capeadores (KAKEHASHI et al, 1965; YAMAMURA, 1985).

A preservacdo da vitalidade pulpar, durante o tratamento restaurador, é
fundamental, pois a polpa mantém sua atividade funcional, proporcionando assim a
capacidade de resposta dentinogénica aos estimulos biolégicos e patologicos
(STANLEY, 1989). Essa capacidade é expressa através da producdo de dentina
secundaria, dentina peritubular, dentina reparativa e reacional (TZIAFAS et al.,
2000). A dentina terciaria formada por odontoblastos primarios, apés um leve
estimulo tal como € a atricdo, tem sido referida como dentina reacional, enquanto
que a formada por uma nova geracdo de odontoblastos tem sido denominada de
dentina reparativa (SMITH et al. 1995).

Um ponto importante neste contexto, € que os odontoblastos primarios
mantém sua habilidade de formar dentina em dente vital através de toda a sua vida
util e, se eles sao destruidos, células precursoras mesenquimais na polpa sao
capazes de diferenciarem-se em novas células odontoblastéides (MJOR, 2001).

A polpa por si s6 possui capacidade de recuperar-se da injuria sobre ela
acorrida, desde que existam condigdes favoraveis para que isto aconteca (MJOR,
2002). As condigbes para reparo pulpar, apos exposi¢ao, implicam em um ambiente
livre de bactérias, auséncia de severas mudancas hemodindmicas e auséncia de
severo infiltrado celular inflamatério (TZIAFAS, 2004). A natureza dos mecanismos
de cicatrizacdo da ferida pulpar depende da reacdo de defesa, da possivel
contaminagdo bacteriana, do sangramento durante a cirurgia e da introdugdo de
lascas de dentina no interior do tecido pulpar (HEYS et al., 1981,1990; CVEK et al.,
1987; COX et al., 1987; STANLEY, 1989).

Como parte do processo de cicatrizacdo no reparo pulpar, o potencial
dentinogénico das células pulpares pode ser expresso. Proliferagdo, migragéo e
diferenciagdo das células progenitoras podem levar a nova geragdao de células
formadoras de dentina (células odontoblastoides), reconstituindo a continuidade da
interface dentino-pulpar (FITZGERALD, 1979; FITZGERALD et al., 1990; MJOR et
al., 1991).
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Assim, o objetivo final na estratégia do tratamento regenerativo em situagcdes
de capeamento pulpar direto ou pulpotomia é induzir a diferenciacdo das células
odontoblastéides, formadoras de dentina reparativa, na interface material capeador-
polpa e estimular a atividade biossintética dos odontoblastos primarios vizinhos a
area da exposicdo (MJOR, 2002).

E desta forma importante, a existéncia de uma matriz intermediaria, como a
fibrodentina, atuando como a membrana basal da odontogénese, para que ocorra a
diferenciagdo odontoblastica, durante a formagdo da barreira dentinaria (RUCH,
1985).

Inicialmente, acreditava-se que as progenitoras das células odontoblastoides
estavam localizadas no interior da camada subodontoblastica, rica em células.
Entretanto, o estudo de Fitzgerald et al. (1990) mostrou que no minimo duas
replicacbes de DNA sdo necessarias para que se sejam obtidas as células
odontoblastéides funcionais no sitio de exposi¢cao pulpar. A primeira replicagcao
acontece antes da migracgéo celular e a segunda, no sitio de expressao do fenoétipo
do novo odontoblasto formado. Esta migragdo celular sugere que as células
progenitoras sao derivadas de outras populagdes celulares, localizadas no interior
da polpa. Os fibroblastos localizados no interior da polpa parecem ser a mais
provavel populagao de células progenitoras (FITZGERALD et al. 1990).

Estas células necessitam aderir em uma superficie apropriada, antes de
iniciarem a diferenciagao celular e a formacdo da ponte de dentina (VEIS, 1985).
Esta superficie faria o papel da membrana basal, remetendo entdo aos eventos
iniciais da dentinogénese primaria.

Tem sido postulado que uma rede de interagdes entre moléculas da matriz
extracelular, incluindo fibronectina (YOSHIBA et al., 1996; TZIAFAS et al., 1995) e
fatores de crescimento, regulam a diferenciagdo de células odontoblastéides e a
dentinogénese reparativa no ambiente do reparo pulpar (LESOT et al. 1994,
GOLDBERG; SMITH, 2004).

Fatores de crescimento representam um grupo de moléculas-chave,
responsaveis por sinalizar uma variedade de processos celulares apos injuria dental
(SMITH, 2003).

O reparo pulpar, caracterizado pela formacgao de barreira dentinaria, tem sido

relatado depois do capeamento de polpas dentais expostas, usando materiais
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contendo hidréxido de calcio (Ca(OH),) (SCHRODER; GRANATH, 1971;, COX et al.,
1996).

Em estudos animais, a aplicagdo de fatores de crescimento biologicamente
ativos e de moléculas da matriz extracelular como capeadores resultaram na
formagdo de tecidos duros. Tais fatores sdao BMPs (NAKASHIMA, 1994;
RUTHERFORD et al. 93; JEPSEN et al. 1997; SIX et al.,2002) insulin-like growth
factor-l (LOVSCHALL et al. 2001), sialoproteina o0ssea (DECUP et al.2000),
derivados da matriz de esmalte (NAKAMURA et al. 2001), constituintes da dentina
solubilizados em EDTA (TZIAFAS et al. 1995), TGF-B1 (TZIAFAS et al. 1998; HU et
al. 1998), fator de crescimento de fibroblastos e insulin-like growth factor-11 (TZIAFAS
et al. 1998)

O resultado de sucesso para terapia vital da polpa é muito dependente do tipo
e localizagado da injuria, idade do dente, modalidade de tratamento (Material) e
integridade da cavidade restaurada (MJOR,2002; TZIAFAS, 2004).

MATERIAIS CAPEADORES

Durante anos, uma variedade de materiais foram propostos como candidatos
para capeamento pulpar direto, mas o hidroxido de calcio e seus compostos ainda
sdo o padrao-ouro, contra o qual diferentes materiais sado testados (HORSTED-
BINSLEV et al., 2003). O Ca(OH); foi introduzido na odontologia por Hermann em
1920 (SCHRODER, 1985; STANLEY, 1989) e devido ao sucesso clinico nestas
varias décadas, tem sido aceito como medicagao de capeamento direto ideal para
cicatrizagao pulpar e formagéo da ponte de dentina (COX et al. 1998).

A I1ISO(7405) estabelece que seja usado para o teste de materiais capeadores
como grupo controle, na avaliagdo da resposta pulpar (SCHRODER, 1985; COX;
BERGENHOLTZ, 1986; D’'SOUZA et al, 1995), e o Ca(OH), tem sido usado para tal,
uma vez que apresenta-se como uma referéncia para a indugao de dentinogénese
reparativa (MURRAY et al., 2003)

Vérias evidéncias cientificas, ao longo dos anos, consolidaram o tratamento
conservador pulpar, demonstrando o reparo e formagcdo de barreira dentinaria
quando o Ca(OH), foi usado sobre a polpa exposta (STANLEY; LUNDY, 1972;
HOLLAND et al., 1979; HEYS et al., 1990; CALISKAN, 1995; PEREIRA; SEGALA;
COSTA, 2000; DEMARCO et al., 2001; ERSIN; ERONAT, 2005).
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Apesar disso, 0 mecanismo de agao deste material ainda n&o esta totalmente
esclarecido (GRAHAM et al, 2006). Seu efeito inicial sobre a polpa é conhecido por
ser destrutivo (GLASS; ZANDER, 1949). Em contra-partida, o sucesso do tratamento
com Ca(OH), tem sido atribuido a liberagcdo de ions hidroxila, responsaveis pelo pH
alcalino, que induz a necrose local do tecido pulpar exposto, o que causa discreta
irritacao, estimulando a resposta de reparo pulpar (YAMAMURA, 1985; SCHRODER,
1985; STANLEY, 1989). Adicionalmente, tem sido postulado que o pH alcalino,
mantido na regido, cria condi¢gbes favoraveis para a formagao de dentina (JAVALET,;
TORABINEJAD; BACKLAND, 1985) e, que a elevada concentragdo de ions calcio
aumenta a expressao de genes promotores da mineralizacdo nas células pulpares
(RASHID et al, 2003). Assim, o sinergismo entre pH elevado e a presenga dos ions
célcio, contribui para a formagao da ponte de dentina (DAVIDSON E GUO, 2000).

O Ca(OH),, embora nao seja acido, tem algum efeito solubilizante sobre a
matriz de dentina (SMITH et al, 1995). em especial sobre o TGF-B1, que quando
liberado, pode contribuir para a iniciagdo da formacao da barreira dentinaria, apds o
capeamento pulpar. De acordo com Smith (2003), esta pode ser a explicagéo
biolégica mais racional para a agédo do Ca(OH),, do que a visdo mais tradicional de
sua acao como ‘“irritante” das células pulpares. Graham et al (2006) demonstraram
que o Ca(OH), pode exercer efeito sobre a regeneracao da dentina, por mecanismos
ainda desconhecidos, envolvendo sinalizacdo celular e liberacdo de moléculas
bioativas da matriz dentinaria.

De acordo com Holland et al. (1982), o célcio do material capeador reage com
diéxido de carbono do tecido formando granulos de carbonato de calcio (cristais de
calcita). Estas granulos podem desempenhar um importante papel iniciando a
mineralizagdo do colageno. A superficie do Ca(OH); representa um apropriado
substrato para adsorgdo das moléculas adesivas como a fibronectina (FN), tanto in
vivo (TZIAFAS, et al, 1994; YOSHIBA et al, 1996) quanto in vitro (SEUX et al, 1991).

O estudo de Seux et al.(1991) em cultura de células, demonstrou que a
integracdo com a FN fortalece as evidéncias sobre o importante papel dos cristais de
calcita como primeiro passo para a formacao da barreira de tecido mineralizado.

Um estudo in vivo analisou as interagdes iniciais entre células pulpares e
cimento de Ca(OH),. Os autores observaram que a FN exibiu uma alta afinidade por
microcristais produzidos na interface do cimento. Células odontoblastoides ricas em

FN foram associadas com o cimento e estruturas cristalinas (TZIAFAS, et al., 1995).
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A Universidade de Loma Linda, nos Estados Unidos da América, em 1993,
desenvolveu o agregado de trioxido mineral (MTA), para selar as comunicagdes
entre os sistemas de canal radicular e superficie externa dos dentes (LEE,;
MONSEF; TORABINEJAD, 1993). Posteriormente, este material foi utilizado para
tratamento pulpar e capeamento pulpar direto (PITT FORD et al, 1996; HOLLAND et
al., 2001). Em relacdo as propriedades fisicas e quimicas do MTA, os resultados
mostraram que todo o MTA era dividido em duas fases especificas, constituidas pelo
oxido de calcio e fosfato de calcio. O p6 do MTA (Loma Linda University) consiste de
finas particulas hidrofilicas, que endurecem na presenga da agua e os principais
compostos presentes nesse material sdo o silicato tricalcico, aluminato tricalcico,
oxido tricalcico e oxido de silicato, bem como pequenas quantidades de outros
minerais estao presentes, sendo responsaveis pelas propriedades fisicas e quimicas
do material. Também foi constatado que o pd 6xido de bismuto é adicionado ao
agregado para deixa-lo radiopaco e que as principais moléculas presentes no
cimento s&o ions calcio e fosforo. O pH inicial do MTA foi de 10,2, o qual aumentou
para 12,5, trés horas apos ser misturado e entdo permaneceu constante. O MTA
neste estudo ndo mostrou solubilidade (LEE; MONSEF; TORABINEJAD, 1993;
TORABINEJAD et al., 1995b).

Varias pesquisas tém aplicado MTA diretamente sobre exposi¢cdes pulpares
em capeamento direto ou pulpotomia demonstrando formagao de ponte de dentina
bem como auséncia de resposta inflamatéria (PITT-FORD et al, 1996; FARACO Jr ;
HOLLAND, 2001; HOLLAND et al. 2001; TZIAFAS, 2002; DOMINGUEZ et al. 2003;
SALAKO et al., 2003; AGAMY et al.,, 2004; FARSI et al., 2005; QUEIROZ et al,
2005). Tem sido demonstrado que este material exibe melhores resultados do que o
cimento de Ca(OH), quando comparadas as respostas pulpares em estudos animais
(FARACO Jr ; HOLLAND, 2001).

HOLLAND et al. (1999) examinando a agdo do MTA apés a implantagao de
tubulos de dentina preenchidos com MTA ou pasta de Ca(OH), em tecido conjuntivo
subcutaneo de ratos observaram depédsitos de granulagdes birrefringentes proximos
a abertura dos tubulos e do lado dentinario do tubo. Estas granulagdes
correspondiam a cristais de calcita originados a partir da reagdo do Ca(OH), com
dioxido de carbono do tecido, o qual associados a FN, s&o precursores da barreira
de tecido mineralizado. Estes cristais foram encontrados tanto para Ca(OH), quanto

para MTA. Os autores observaram que MTA nao contém hidréxido de calcio na sua
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composi¢cao. No entanto, contém o6xido calcio, que em contato com os fluidos do
tecido forma hidroxido de calcio. Este, por sua vez, reage com o dioxido do tecido
produzindo cristais de calcita. O tecido em contato com estes cristais forma uma
rede de FN extracelular. Entdo, os autores concluiram que MTA tem mecanismo de
acgao similar a do Ca(OH)..

Também foi avaliada a resposta pulpar, em estagio inicial da formacao de
dentina, em cavidades classe V de dentes de cdes com polpas expostas capeadas
com MTA (Dentsply) nos periodos de tempo de uma, duas e trés semanas, através
de microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo. O
estudo indicou que o MTA é um material capeador pulpar efetivo, capaz de estimular
formacédo de dentina reparativa, pelo estereotipico mecanismo de defesa pulpar,
onde a matriz primitiva (fibrodentina) desencadeia a expressao de células pulpares
de potencial odontoblastico (TZIAFAS et al., 2002).

Aeinehchi et al. (2003) realizaram pesquisa em terceiros molares humanos
comparando os agentes capeadores MTA (Dentsply) e cimento contendo hidréxido
de calcio. O quadro histolégico mostrou menos inflamagéao, hiperemia e necrose,
barreira dentinaria mais espessa e formagdao de camada odontoblastica mais
frequente, com MTA, do que com Ca(OH),. As amostras de uma semana dos dois
materiais ndo apresentaram formacao de barreira sendo observada leve inflamacao
cronica no local da exposicdo para o MTA e inflamagdo cronica e aguda com
Ca(OH),. As amostras de 2 meses do MTA apresentaram formacao de barreira e
leve inflamacao crénica subjacente e as do HC nao tiveram formacao de barreira e
inflamacéo crénica e aguda importante.

A biocompatibilidade do MTA (Dentsply) também foi avaliada apds protegao
pulpar direta em dentes de caes adultos (QUEIROZ et al. 2005). Apds 90 dias, os
animais foram mortos e os dentes extraidos e avaliados histologicamente. A
resposta do tecido pulpar e periapical ao MTA neste estudo foi semelhante a
observada para o Ca(OH),, com formacdo de barreira dentinaria, camada
odontoblastica integra e auséncia de células inflamatdrias, bem como auséncia de
alteragbes periapicais e 0sseas. Assim, os autores concluiram que o MTA , como o

Ca(OH),, apresentou excelente biocompatibilidade
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AGENTES HEMOSTATICOS

Varios fatores tém influéncia no sucesso do capeamento pulpar, dentre eles
o efetivo controle do sangramento, o qual € necessario para melhorar o prognostico
da terapia vital conservadora (STANLEY, 1989). Favoraveis condigdes para o reparo
pulpar apds exposicao pulpar requerem um ambiente livre de bactérias, auséncia de
mudancas hemodinamicas severas e auséncia de infiltrado celular inflamatério
severo (TZIAFAS, 2004).

De acordo com Schroder (1985), o material capeador n&o deve ser colocado
quando ainda houver sangramento ou pequena quantidade de plasma sanguineo,
pois pode ser criado um espaco entre a superficie pulpar e o mesmo (SCHRODER ,
1985). Caso haja escoamento de sangue abaixo da cobertura realizada pelo material
de protegao pulpar, esse formara um coagulo ou mesmo espessa membrana fibrino-
purulenta, a qual sera substituida por tecido de granulagdo e favorecera a
organizacao e diferenciagcao de fibroblastos e células odontoblastdides, produzindo
dentina reparativa ectopica. Quando isto ocorre, a polpa € colocada sob maximo
esforco desnecessariamente e corre-se o risco de contaminagdao por infecgao
secundaria e da perda da vitalidade pulpar.

Para conseguir o controle da hemorragia pulpar, convencionalmente, os
clinicos aplicam pressao no local da exposicdo com uma bolinha de algodé&o esteéril
até que haja hemostasia. Tal pratica nem sempre é efetiva (TEIXEIRA et al., 2001).
Ainda, se tal procedimento nao for executado eficazmente, permitira a persisténcia
da resposta inflamatéria crdénica e, conseqientemente, prejudicara o reparo pulpar
(SCHRODER, 1985; COX et al., 1998; COSTA et al., 2000; PEREIRA et al., 2000).

Muitas vezes, visando auxiliar o controle do sangramento pulpar sao
utilizadas bolinhas de algodédo embebidas em soro fisiolégico (HOLLAND et al.,
1978; HORSTED et al., 1981; PITT FORD, 1985; COX et al., 1996; FITZZGERALD;
HEYS,1991; HEBLING et al., 1999; DEMARCO et al., 2001). Contudo esta
substancia ndo é capaz por si sO0 de auxiliar na hemostasia (STANLEY, 1989;
DEMARCO et al., 2001)

Devido a isso, outras substancias tém sido empregadas, como € o caso do
peroxido de hidrogénio (HORSTED et al., 1981), de solugdes anestésicas que
contenham epinefrina (HEBLING et al., 1999), da agua de cal (SCHRODER et al.,
1971; SCHRODER 1985), e do sulfato férrico (FEI et al., 1991; ACCORINTE et al.,
2005).
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Todavia, essas substancias, com o passar do tempo, estdo dando lugar a
clorexidina (PAMEIJER et al., 1998; STANLEY et al., 2001; HORSTED et al., 2003),
e ao hipoclorito de soédio (COX et al, 1998; COX et al., 1999; HAFEZ et al., 2002),
bem como as formas associadas, como é o caso da agua oxigenada com o
hipoclorito (KITASAKO et al. 2002; KIBA et al., 2000; KITASAKO et al. 1998;
MATSUO et al, 1996).

Alguns estudos tém indicado para o controle da hemorragia e sucesso do
capeamento pulpar adesivo o hipoclorito de sédio (COX et al, 1998; COX et al.,
1999). Além de ser bom agente antimicrobiano, o hipoclorito possui elevado pH, o
que implicaria na solubilizagdo de fatores de crescimento da dentina, e
consequentemente, na estimulagdo a formagéo de dentina (SMITH et al., 2002). No
entanto, pesquisas também demonstram a atividade de dissolugéo tecidual do
hipoclorito quando empregado a 5.25%. Porém esta é limitada as células superficiais
pulpares sem efeitos adversos sobre o tecido pulpar subjacente (SENIA et al., 1971).

Em cultura de células, foi observado severo efeito citotoxico quando usado o
hipoclorito em baixas concentragbes (COSTA et al.., 2001; HELING et al., 2001).
Entretanto, para hemostasia das exposi¢des pulpares, quando utilizado hipoclorito a
2,5% (COX et al, 1999) nao foi observado nenhum efeito negativo as células
pulpares, ou mais especificamente, a formacao de células odontoblastodides.

A solucao de hipoclorito a 6% quando colocada sobre a exposi¢ao pulpar com
bolinha de algodao, conseguiu remover a maioria das lascas de dentina, bem com o
coagulo e as células danificadas e o mais importante de tudo, controlou a
hemorragia na polpa (KATOH et al. 1978).

Em estudo semelhante, Hafez et al. (2002) analisaram a biocompatibilidade
do hipoclorito a 3% em exposigcbes pulpares em macacos. Os resultados
demonstraram que este hemostatico removeu o coagulo, as lascas de dentina, os
debris operatoérios, bem como controlou a hemorragia. Entretanto, no grupo controle
do estudo nao foi utilizado NaOCI, mas soro fisiolégico, o qual mostrou resultados
bastante semelhantes ao do NaOCI. Dessa forma, estes autores ressaltaram que
talvez nao exista diferenga entre o uso destas duas substancias, bem como
questionaram quanto ao fato das mesmas causarem injuria quimica adicional a
polpa, quase sempre ja lesada, uma vez que isto poderia ser evitado com o uso de

substancias de acao menos lesiva, como seria o caso, por exemplo, da clorexidina.
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Com relagéo ao uso da clorexidina, Cox et al. (1998) sugeriram que esta
substancia poderia ser a causa de desastrosos resultados encontrados no estudo de
Pameijer & Stanley (1998). Em contrapartida, a clorexidina a 0,2% utilizada no
capeamento pulpar direto como agente hemostatico e de limpeza, tem demonstrado
boa performance. (HORSTED et al., 2003).

Diversos estudos, in vitro, tem demonstrado o efeito citotdxico da clorexidina
sob diferentes tempos, concentragcdes e métodos de avaliagdo (PUCHER E DANIEL,
1992; WILKEN et al., 2001; CHANG et al., 2001; HIDALGO E DOMINGUES, 2001;
HERNANDEZ et al, 2005).

Horsted et al. (2003) utilizaram como agente hemostatico e de limpeza a
clorexidina a 0,2% no capeamento pulpar direto em humanos. Os autores
verificaram que a clorexidina foi biocompativel, uma vez que efetivou o controle da
hemorragia e n&o interferiu no reparo pulpar. J& o material capeador adesivo nao
demonstrou mesma performance, pois este apresentou menor quantidade de
formacao de barreira do que o Dycal® (p <0,05%).

Silva et al. (2006) realizaram estudo avaliando histologicamente a resposta
pulpar frente a utilizacdo do hipoclorito de sdédio a 5,25%, do gluconato de
clorexidina a 2% e do soro fisiolégico 0,9% (controle), empregados previamente ao
capeamento direto de polpas humanas. Com base nos resultados obtidos, os
autores concluiram que, em linhas gerais, o hipoclorito de sédio a 5.25% e o
digluconato de clorexidina a 2% demonstraram comportamento semelhante ao da
solugao-controle (soro fisiolégico 0,9%), segundo os critérios avaliados, o que se
traduz em processo de reparo pulpar similar nos espécimens referentes as solucoes
citadas. Embora tenha observado uma tendéncia a formacdao de barreira mais
organizadas quando utilizadas as solugdes testadas.

Accorinte et al. (2005) avaliaram a resposta pulpar em dentes humanos
capeados com agentes adesivos e (CaOH), apds controle de hemorragia com os
agentes hemostaticos solugdo salina, sulfato férrico, hipoclorito de sédio a 2,5% e
solugdo de Ca(OH),. Os autores concluiram que mesmo realizando o controle do
sangramento o capeamento com adesivos € contra-indicado, Ca(OH), apresentou

melhores resultados.
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MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular (ME) ndo €& simplesmente um arcabouco para
estabilizar a estrutura fisica do tecido pulpar (VAN AMERONGEN et al. 1983;
HILLMANN; GEURTSEN,1997) mas ela também tem um papel ativo influenciando o
desenvolvimento, migracéo, proliferacdo, forma e fungdo de todas as células
pulpares (LESOT et al., 1981; LUKINMAA et al, 1991). Esta matriz atua como uma
entidade de informac&o uma vez que detecta, traduz e coordena os sinais originados
provenientes do microambiente tecidual e células adjacentes (JONES; JONES,
2000).

Uma rede de proteinas da matriz e receptores da superficie celular
associados exerce uma profunda influéncia sobre a expressdo de genes e
comportamento celular, incluindo crescimento, motilidade, diferenciacédo e
sobrevivéncia (JONES; JONES, 2000).

As principais classes de moléculas que fazem parte da matriz da polpa
dentaria séo proteinas colagénicas (colagenos tipo | e Ill), proteinas ndo colagénicas
(fibronectina, tenascina, osteonectina, sialoproteina, osteocalcina), proteoglicanas
incluindo-se o acido hialurbnico, sulfato de condroitina e sulfato de heparana e
fosfolipideos, constituindo um gel caracteristico que embebe os elementos celulares
e fibrilares (LINDE, 1985; ALBERT et al., 1994; GOLDBERG; LASFARGUES, 1995).

Entre os componentes da matriz extracelular, a fibronectina (FN) e a
tenascina (TN) destacam-se como as duas maiores glicoproteinas (CHIQUET-
EHRISMANN, 1990).

Tenascina

A TN é considerada uma ampla glicoproteina oligomérica multifuncional da
matriz extracelular, sendo também um hexadmero dissulfeto-ligado, que dependendo
da espécie possui pesos moleculares que variam de 190 a 320kD (SPRING et al.,
1989). As TNs sdo sintetizadas primariamente por células nos tecidos conjuntivos
(CHIQUET-EHRISMANN, 2004).

Em vertebrados, sdo uma familia de 4 glicoproteinas da matriz extracelular
que estado presentes em diferentes tecidos conjuntivos. As tenascinas contribuem
para a estrutura da matriz e influenciam o comportamento das células em contato
com a matriz extracelular (CHIQUET-EHRISMANN, 2004).



65

Os quatro tipos de TN descritos sdao: TN-C (também conhecida como
proteina mesenquimal da matriz extracelular do glioma GMEM (BOURDON et al,
1983), antigeno miotendinoso (CHIQUET; FRAMBROUGH, 1984), Hexabrachion
(ERIKSON; IGLESIAS, 1984) Citotactina (GRUMET et al. 1985), J1220/200 (KRUSE
et al. 1985), tenascina (CHIQUET-EHRISMANN et al, 1986), e neuronectina
(RETTIG et al.,, 1989) e esta presente em inumeros tecidos de desenvolvimento,
incluindo sistema nervoso e também em tecidos cicatriciais e tumorais), TN-R
(restrictin , janusin - especificamente no sistema nervoso central e periférico,
principalmente na fase embrionaria) e TN-X ( gene X - mais proeminente nas células
musculares esquelética e cardiaca) (ERICKSON, 1993; CHIQUET-EHRISMANN,
1995) e TN-W (tenascina-N — desenvolvimento do esqueleto e no periosteo em

adultos, bem como no rim e em certos musculos)(SCHERBERICH et al., 2004).

A TN é induzida por uma complexa rede de sinais como fatores de
crescimento, forgas mecéanicas (FLUCK; TUNC-CIVELEK; CHIQUET, 2000;
CHIQUET- EHRISMANN, 2004) e proteinases (JONES; JONES, 2000).

A expressdo da TN é célula tipo-especifica e pode ser induzida por
fibroblastos e células gliais com envolvimento de fatores de crescimento. Em muitos
sistemas experimentais tém-se mostrado que as células epiteliais secretam um ou
mais fatores de crescimento que estimulam os fibroblastos dos tecidos conjuntivos
adjacentes a sintetizarem e secretarem TN (ERICKSON; BOURDON, 1989;
CHIQUET-EHRISTMANN, 1990). No caso de tumores epiteliais parece que ha
envolvimento do fator beta de transformacdo do crescimento (TGF-beta)
(ERICKSON; BOURDON, 1989).

Horibe et al. (2004 ) investigaram o efeito dos fatores de crescimento sobre a
expressao da TN e a funcdo adesiva em cultura de célula. Os dados sugerem que
TGF-beta1, HGF e RA podem regular a adesao das células pulpares a superficies
tratadas com FNC e que este efeito € mediado por TNC.

TN-C é altamente expressada durante a embriogénese e é transitoriamente
expressada durante organogénese, e estd ausente ou muito reduzida nos orgaos
desenvolvidos, mas reaparece sob condicdes patolégicas causadas por infecgdes,
inflamacdes ou durante a tumorigénese (CHIQUET-EHRISMANN; CHIQUET, 2003).
Sendo observada, portanto, em uma variedade de neoplasias malignas e processos
cicatriciais (BOURDON et al., 1983; MACKIE et al., 1987). Heikinhemo et al. (1991) e
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Mori et al. (1995) demonstraram a presenca de TN no estroma de alguns tumores

odontogénicos benignos.

Com base em dados experimentais, varias fungdes tém sido propostas para
a TN (CHIQUET-EHRISMANN, 1990; SAGE E BORNSTEIN, 1991). Alguns
experimentos de cultura celular revelaram acao anti-adesiva da TN quando em
conjunto com a FN. Isto implica em uma possivel fungdo da TN em mediar a
migragdo celular durante a embriogénese, reduzindo assim a adesao celular a
fibronectina (CHIQUET-EHRISMANN et al., 1988). Além disso, a TN tem atividade
imunossupressora por inibir a ativacao de linfocitos T, diferentemente da fibronectina
que em contraste estimula a proliferacdo dos mesmos (RUEGG et al.,1989). Possui
também atividade de hemaglutinagdo (CHIQUE-EHRISMANN et al.,1986)

E sugerido um papel principal para TN-C na modulagdo da ades&o por suas
propriedades adesiva e antiadesiva. Esta proteina pode antagonizar o efeito adesivo
de proteinas da matriz tais como FN e pode causar mudangas na organizagao do
citoesqueleto de actina e na formagao de adesao focal (CHIQUET-EHRISMANN et
al 1988; SPRING et al.,, 1989; OREND E CHIQUET-EHRISMANN, 2000). Na
embriogénese a TN esta intensivamente expressa no mesénquima de 6rgaos em
desenvolvimento tais como glandulas mamarias, dentes, rins, cartilagens
embrionarias, ossos e sistema nervoso (CHIQUET-EHRISMANN, 1990).

Thesleff et al. (1987, 1991) realizaram estudos de imunofluorescéncia e
imunoperoxidade em dentes de camundongos desde o estagio de broto dentario até
a erupcao dental. Os resultados demonstraram que as células dentais mesenquimais
expressam a TN em diferentes intensidades durante a odontogénese. Na fase de
botdo, a TN se acumulou no mesénquima da papila dental. Durante a fase de capuz
ha reducdo da expressao da TN, pois nesta fase as células estdo em intensa
mudanca morfogenética e rapida proliferagcdao, ndo estando em ativa deposicao de
matriz, diferentemente do estagio de campanula onde a marcacéo da TN foi intensa
e manteve-se presente na polpa dental mesmo apds o desenvolvimento e erupgao
da coroa. No momento de diferenciacdo dos odontoblastos, a TN se mantém
expressa na membrana basal, sendo que apdés a sua completa diferenciagao, as
células da papila dental deixam de produzi-la. Apoés a erupgao dentaria, a TN se
mostra intensamente presente apenas na polpa dentaria, estando ausente da

dentina e pré-dentina. Os resultados sugerem que a TN possui uma importante
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funcdo na morfogénese dentaria e na interacdo célula-matriz, estando envolvida,
juntamente com outras moléculas da matriz extracelular, no controle da
diferenciagao de odontoblastos.

Lukinmaa et al. (1991) analisaram a expressé&o da TN em terceiros molares
nao erupcionados de adolescentes, aparentemente ndo associados a nenhum
processo patoldgicos. Os resultados sugeriram que a TN tem duas fungdes distintas
nos tecidos dentais; uma € a associagdo com a regulagdo da diferenciagédo celular
envolvida na formacédo de matrizes mineralizadas, ja que a TN se expressou na
polpa, zona cementaria e zona osteogénica do osso alveolar. A outra, sugere que a
TN esta funcionalmente associada com pressdes mecanicas, uma vez que se
acumulou na interface tecidos mineralizados e ndo mineralizados. Ja Thesleff et al.
(1987) consideraram que a manutencdo da expressdo da TN nas células
mesenquimais pulpares esta associado com a capacidade destas células em se
diferenciarem em células formadores de tecidos duros, uma vez que apdés a injuria
as células pulpares podem se diferenciar em odontoblastos.

Martinez et al. (2000) sugeriram que o acumulo de TN na periferia do tecido
pulpar esta associado com a produg¢ao de dentina secundaria, mediando assim, a
migracao e diferenciacao celular.

Além de possuir um importante papel na organogénese dentaria, a TN esta
envolvida nos processos iniciais de osteogénese e condrogénese, assumindo um
papel importante na diferenciacdo de células mesenquimais formadoras de tecidos
duros (MACKIE et al. 1987; THESLEFF et al, 1988).

No reparo pulpar a expressao da TN foi avaliada por Piva et al. (2006) em
polpas humanas mecanicamente expostas e capeadas com pasta de Ca(OH),. Os
autores evidenciaram uma marcante expressao desta glicoproteina na area de
exposicao adjacente a barreira dentinaria, aos 30 dias pds capeamento, fortalecendo
a provavel relacdo da TN com a diferenciacdo odontoblastica e mineralizacdo dos
tecidos.

Desde que TNs sao conhecidas por ter uma influencia sobre forma,
migracao e crescimento celular elas sdo atrativas moléculas candidatas para ser
usadas em engenharia tecidual (CHIQUET-EHRISMANN, 2004).



68

Fibronectina

A FN é uma glicoproteina da matriz com atividade multifuncional, associada
a regulacédo de adeséo celular, migracéo e diferenciagdo durante o desenvolvimento
e reparo (HYNES, 1985; JUHASZ et al. 1993; POTTS AND CAMPBEL, 1994,
THESLEFF et al. 1979; LESOT OSMAN E RUCH, 1981; ALBERT et al., 1994; MORI
et al., 1996). E classificada como um dimero de 450kD, composto por duas extensas
subunidades, cada uma com peso molecular de 225 kD, ligadas por um par de
pontes dissulfidicas através de seus terminais carboxilicos (ALBERT set al., 1994;
MOHRI et al., 1996).

A FN possui multiplos isomorfos, sendo reconhecidos 20 subtipos em
humanos. A forma soluvel esta presente no plasma, cuja maior fonte parece ser os
hepatdcitos, entretanto células endoteliais e macréfagos podem contribuir para a sua
producao (ALITALO et al, 1980; MOHRI et al., 1996). As outras formas sao todas
insoluveis e filamentosas, encontram-se presentes nos tecidos e sao sintetizadas
principalmente por fibroblastos e células endoteliais (MOHRI et al, 1996)

A FN se liga a fibrina, células em cultura, bactérias, colageno
(especialmente o tipo Ill), glicosaminoglicanas e proteoglicanas (RUOSLAHTI, 1981),
estando distribuida em trés compartimentos diferentes: intracelular, na superficie da
célula e na matriz extracelular (FURCHT et al., 1978). E sintetizada por varios tipos
celulares como células epiteliais, células mesenquimais (fibroblastos), células de
Schwann, células endoteliais e astrogliais (RUOSLAHTI, 1981; CASELITZ, 1987) .

A FN tem papel importante na cicatrizacdo de feridas (KOUKOULIS et al.,
1991; AUKHIL et al.,, 1996; WILLEMS et al., 1996; LARJAVA et al., 1993),
inicialmente facilitando a agregacdo plaquetaria através de sua deposi¢cdo no
colageno e/ou fibrina. Também atua na neovascularizagédo, pela estimulacdo da
migracao de células endoteliais, servindo como guia para o movimento das células
epiteliais através do tecido de granulagdo e auxiliando no reconhecimento da MB
subjacente, de tal forma que a ceratinizagdo normal possa ocorrer (GRINNEL, 1984).

Estd envolvida em inumeras fungdes celulares incluindo adesdo e
espraiamento celular a outras células ou substrato, promovendo, portanto, migragao
na matriz, organizagado de microfilamentos no citoplasma influenciando na morfologia
celular, e diferenciagdo, assumindo um papel importante no desenvolvimento
embrionario (YAMADA & OLDEN, 1978; RUOSLAHTI, 1981; DUFOUR et al. 1986;
DUBAND et al., 1986; STEELE et al., 1992). Furcht et al. (1978) sugeriram que apés
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uma transformagao maligna, ocorre diminuicdo da expressao de fibronectina celular,
sendo esta portanto responsavel pela tumorigénese e capacidade de metastase do
tumor. A FN plasmatica assume um importante papel de molécula opsonizadora,
uma vez que, apos uma injuria tecidual, mobiliza células fagocitarias para remogao
de debris do sistema sanguineo (YAMADA & OLDEN, 1978)

Na odontogénese, a FN é considerada uma glicoproteina mediadora da
adesdo entre células e matriz extracelular, sendo que esta adesao, determina a
polaridade das células da papila dentaria, induzindo, portanto, juntamente com a
membrana basal, a diferenciacdo de células mesenquimais em odontoblastos
(LESOT et al., 1981; THESLEFF & HURMERINTA, 1981; YOSHIBA et al., 1994),
acao esta semelhante quando da formacéo de dentina reparativa (YOSHIBA et al.,
1996).

Diversos estudos tem demonstrado a distribuicio da FN em polpas
dentarias humanas (VAN AMERONGEN et al., 1984; KARJALAINEN et al., 1986;
LUKINMAA et al., 1991; GARBARSH et al., 1994; YOSHIBA et al., 1994; FARGES et
al. 1995, MARTINEZ et al., 2000, PIVA et al, 2006).

Lukinmaa et al. (1991) e Martinez et al. (2000) demonstraram a distribuicao
da FN em polpas dentarias humanas, estando mais fortemente expressa na interface
tecido mineralizado e ndo-mineralizado. Sugeriram que a manutengao da expresséo
desta glicoproteina estaria relacionada com uma provavel fungdo desta em mediar a
diferenciagao celular, envolvida na formacdo de matrizes mineralizadas, quando
ocorre uma injuria pulpar. Para Martinez et al. (2000), a forte expressdao da FN na
periferia de polpas dentarias humanas esta associada com a elaboragao da dentina
secundaria, facilitando desta forma a migracéo e diferenciagéo celular.

Wang , Hao e Shi (2000) reportaram o papel crucial da FN na diferenciagcéao
odontoblastica, durante o reparo dentinario e pulpar. Os autores investigaram a
resposta das células pulpares a acdo da FN plasmatica bovina. Os resultados
sugeriram que as células pulpares utilizam FN para ligarr-se a ME e
subsequentemente expandirem-se. A FN poderia, segundo eles, ter atividade
mitogénica e algum papel na regulacdo da diferenciagdo das células pulpares em
odontoblastos.

Lesot et al. (2001) observaram que as diferenciagdes citoldgicas implicam
em mudancgas na organizagao do citoesqueleto, sendo controladas por interagdes da

ME com o mesmo, via membrana plasmatica. A FN é redistribuida durante a
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polarizacdo odontoblastica e interage com moléculas da superficie celular, facilitando

a diferenciagao odontoblastica.
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RELATORIO DO TRABALHO DE CAMPO

Este estudo sofreu modificacbes da proposicdo do projeto original. Tais
mudangas ocorreram por problemas técnicos, uma vez que houve retardo na
aquisicao de equipamentos como a incubadora de CO,, indispensavel a execucao
do cultivo celular, e os mesmos foram entregues em tempo inviavel a execugao do
experimento.

Cabe ressaltar, que para o teste de genotoxicidade foi sugerido bela banca
examinadora do projeto, que fosse executado em células pulpares em cultivo, tendo
em vista a dificuldade da analise de micronucleos em material parafinado. Assim,
esta analise também dependia do pleno funcionamento do Laboratério de Cultivo
Celular, ndo podendo ser efetuada a contento.

Desta forma, optou-se por ampliar o estudo imunoistoquimico, a fim de poder
analisar a expressao de componentes da matriz também na cicatrizacdo pulpar em
modelo animal (suino), além do modelo humano proveniente do estudo de Silva et
al. (2006), que ja constava no projeto original.

O experimento imunoistoquimico presente no projeto de pesquisa intitulado
“Avaliagcado da biocompatibilidade e da genotoxicidade do hipoclorito de sddio e do
gluconato de clorexidina utilizados previamente ao capeamento pulpar direto e
estudo imunoistoquimico da expressdo de componentes da matriz extracelular em
polpas humanas expostas a esses agentes hemostaticos” aconteceu da forma
planejada, sendo utilizados para o estudo em humanos, os espécimes referentes a
pesquisa de Silva et al. (2006), cuja amostra foi de 45 dentes. Entretanto, foram
utilizados para o presente estudo 42 espécimes, existindo, portanto, perda de 3
espécimens (tabela 1). Estas perdas no n amostral sédo justificadas porque apés o
estudo histolégico, apds cortes seriados da area da exposi¢cado alguns espécimes
esgotaram-se, ou seja, nestes dentes ndo haviam mais cortes desta area para
serem utilizados na técnica de imunoistoquimica. Assim, o n amostral ficou
estabelecido conforme a Tabela 1.

As 40 amostras referentes ao estudo histoldgico do reparo pulpar em suinos,
utilizadas por Leites (2006) foram aproveitadas integralmente nesta pesquisa (vide
tabela 2).
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Tabela 1. Representacdo da amostra do estudo em humanos (Silva et al., 2006).

Numero de espécimes (n)/dias

Grupos 7dias 30 dias 90dias | Total espécimes(n)
Solucéo salina 4 5 5 14
Hipoclorito de sddio 4 5 6 15
Digluconato de clorexidina 4 5 4 13
Total de espécimes (n) 12 15 15 42

Solug&o salina (grupo controle): cloreto de sédio 0,9% - Aster Produtos Médicos,
SP, Brasil; Hipoclorito de sédio 5,25%: Uso Indicado (Farmacia de Manipulacéao)
Digluconato de Clorexidina 2%: FGM Produtos Odontoldgicos, SC, Brasil

Tabela 2. Representacéo da amostra do estudo em suinos (Leites 2006).

Numero de espécimes (n)/dias

Grupos 7dias 70dias Total espécimes(n)
Hidroxido de calcio* 8 6 14
MTA** 13 13 26
Total de espécimes 21 19 40

* Dycal®, Denstply Caulk, Milford, EUA.
** Angelus®, Londrina, PR, Brasil.

Pequenas modificagbes na execugao da técnica imunoistoquimica também
ocorreram, visando apenas simplificar e aprimorar os passos desta técnica. Tais
alteracdes foram: utilizagdo do complexo LSAB (Labelled Streptavidin Biotin DAKO®)
e a solugao substrato cromogeno DAKO®.

O estudo imunoistoquimico foi executado pela doutoranda. A mesma recebeu
treinamento para realizagdo da técnica no laboratorio de imunoistoquimica desta
Faculdade de Odontologia sob os cuidados das professoras orientadora e co-

orientadoras.
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ARTIGO 1

Formatado para a revista — International Endodontic Journal

Expressao imunoistoquimica da tenascina e fibronectina no reparo pulpar em
humanos, ap6s capeamento com Ca(OH), utilizando diferentes agentes

hemostaticos.

Resumo

Objetivo Com base na reconhecida importédncia da matriz extracelular (ME) no
desenvolvimento e reparo teciduais, o presente estudo objetiva investigar a
expressdo de suas duas maiores glicoproteinas, tenascina (TN) e fibronectina (FN),
na cicatrizacao de polpas humanas capeadas com cimento de hidroxido de calcio
(Ca(OH),), apos uso de diferentes agentes hemostaticos.

Metodologia Utilizando a técnica imunoistoquimica, foi analisada a expressao de
TN e FN em 42 dentes humanos provenientes de estudo prévio. Tal expressao foi
avaliada nos periodos de 7, 30 e 90 dias apds exposicdo e capeamento pulpares,
seguindo a hemostasia efetuada com diferentes agentes (solugdo salina 0,9%,
digluconato de clorexidina 2% ou hipoclorito de sédio 5,25%).

Resultados Considerando cada intervalo de tempo, ndo houve diferenca quanto ao
padrdao de expressdao da TN e FN entre os diferentes agentes hemostaticos
estudados. As duas glicoproteinas distribuiram-se sempre por todo o tecido pulpar,
acompanhando a fibra coldgena e estiveram ausentes em todos os tecidos
mineralizados. Aos 7 dias, observou-se imunorreatividade positiva discretamente
mais acentuada no sitio da exposicdo pulpar. Apds 30 dias de reparo, as duas
glicoproteinas demonstraram expressao mais pronunciada ao redor da barreira
dentinaria e a TN expressou-se ainda em areas focais no interior da dentina
reparativa em fase de mineralizacdo. Aos 90 dias, foi observada marcacéao linear da
TN e FN, delimitando a barreira dentinaria. Na pré-dentina a TN revelou-se
fortemente positiva, exibindo este sitio padrao de expresséao variavel para a FN.
Conclusdo Com base nos resultados pode-se concluir que, ndo houve diferenca
quanto ao padrdo de expressao das glicoproteinas estudadas entre os diferentes
agentes hemostaticos. Além disso, TN e FN estiveram presentes no reparo pulpar,
confirmando sua ativa participagdo neste evento. Sugere-se que ambas
glicoproteinas devam ser responsaveis pela diferenciagdo e manutengdo da
morfologia das células odontoblastoides, bem como tenham importante atuagéo na
mineralizagcao da matriz dentinaria neoformada.

Palavras-chave: reparo pulpar, capeamento pulpar, agentes hemostaticos,
imunoistoquimica, tenascina, fibronectina.
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Tenascin and fibronectin expression in human pulp repair after capping with
calcium hydroxide and homeostasis with different agents.

Abstract

Aim Based on the great importance of the extracellular matrix (EM) in tissue
development and repair, the aim of this study was to investigate the expression of
their major glycoproteins, tenascin (TN) and fibronectin (FN) in the human pulp
repair.

Methodology Using immunohistochemistry, the expression of TN and FN was
analyzed in forty-two human teeth, which were taken from a previous study. TN and
FN profiles were evaluated after 7, 30, and 90 days after pulp capping with calcium
hydroxide, being used three different haemostatic agents (0.9% salin solution, 5.25%
sodium hypoclorite and 2% chlorhexidine digluconate) before pulp capping.

Results There was no difference in the expression of TN and FN among the distinct
haemostatic agents being all the time intervals taken into consideration. Both
glycoproteins were found in all the pulp tissue, accomplishing the collagen fiber, and
they were absent in all the mineralized tissues. Within 7 days post-treatment, it was
observed a slightly more pronounced immunostaining on the exposure pulp site.
Within 30 days, TN and FN demonstrated a stronger expression around the dentin
barrier. TN also showed focal staining inside the reparative dentin, which was in
mineralization. Within 90 days, it was observed a thin and linear expression of TN
and FN delimitating the reparative dentin. In the predentin, TN showed strong
immunostaining, and FN had a variable expression.

Conclusions Based on the results, it may be concluded that there was no difference
in the expression of TN and FN among the distinct haemostatic agents being all the
time intervals taken into account. Moreover, TN and FN were present in pulp repair,
confirming their active participation in this event. It might also be suggested that both
glycoproteins are responsible for the odontoblastic differentiation and for the
maintenance of the cell shape. It can also be concluded that TN and FN are
important factors in the mineralization of the newly-formed dentin matrix.

Keywords: pulp repair, pulp-capping, haemostatic agents, immunohistochemistry,
tenascin, fibronectin.
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Expressao imunoistoquimica da tenascina e fibronectina no reparo pulpar em
humanos, ap6s capeamento com Ca(OH), utilizando diferentes agentes
hemostaticos.

Introducao
Os componentes da matriz extracelular (ME) do tecido conjuntivo pulpar

participam ativamente dos processos fisioldgicos e patoldgicos que nele ocorrem
(Linde 1985). A fibronectina (FN) e a tenascina (TN) destacam-se como as duas
maiores glicoproteinas da ME (Chiquet-Ehrismann 1990), mediando uma variedade
de interagdes celulares com a mesma e desempenhando importantes fungdes no
desenvolvimento, adesdo, migragdo, morfofisiologia, proliferacdo e diferenciacéo
celulares (Hynes 1985, Yamada & Clark 1996).

A TN é um hexamero cujas unidades sao unidas por pontes dissulfidicas, com
pesos moleculares variando de 190 a 320kDa, conforme a espécie (Spring et al.
1989). Nos vertebrados s&o observadas quatro tenascinas (TN-C, R, X e W),
(Chiquet-Ehrismann 2004), sendo a TN-C amplamente expressada durante a
embriogénese e transitoriamente expressada durante a organogénese. A TN esta
ausente ou muito reduzida nos 6rgaos desenvolvidos, mas reaparece sob condi¢cdes
patolégicas causadas por infecgbes, inflamagdes ou durante a tumorigénese
(Chiquet-Ehrismann & Chiquet 2003, ). Sua indugdo ocorre por multiplos fatores
extrinsecos, incluindo fatores de crescimento, proteinases e forgas mecanicas
(Jones & Jones 2000, ).

FNs sdo uma classe de glicoproteinas adesivas de alto peso molecular (220
kDa), constituidas por duas cadeias de polipeptideos unidas por pontes dissulfidicas
(Hynes & Yamada 1982). Estdo presentes no plasma, tecido conjuntivo e na
superficie celular (Ruoslahti 1981). Possuem multiplas formas que se originam de
splicings alternativos de um unico mRNA que pode gerar mais de 20 variantes em
humanos (Kosmehl et al. 1996). Esta envolvida na ades&o, migragao e diferenciagao
celulares, organizagdo do citoesqueleto, assumindo um importante papel no
desenvolvimento embrionario (Yamada & Olden 1978, Ruoslahti 1981, Dufour et al.
1986, Duband et al. 1986, Steele et al. 1992), bem como na transformagao
neoplasica (Labat-Robert et al.1980), fagocitose (van de Water et al. 1981) e

hemostasia (Mosher et al. 1979).
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No desenvolvimento dentario, TN e FN estdo presentes na membrana basal
dental (Thesleff et al. 1979, 1981, 1987, Lesot et al. 1981, Linde et al. 1982), tendo
sido sugerido o envolvimento dessas glicoproteinas na polarizagao e diferenciagéo
odontoblastica e na deposi¢cdo de matriz dentinaria a ser mineralizada (Lesot et al.
1981, Thesleff et al.1981, Ruch 1987, Thesleff et al. 1989, Garbarsch et al. 1994), as
quais devem ter sua expressao estimulada por fatores de crescimento (Sahlberg et
al. 2001).

Esses eventos sinalizadores parecem ser recapitulados na dentinogénese
reparativa (Magloire et al. 1988, Smith & Lesot 2001). Esta inicia com o recrutamento
de células progenitoras ou células—tronco, que diferenciam-se em uma nova geragao
de células odontoblastoides, as quais substituem a populagcdo odontoblastica
injuriada e tém capacidade formadora de barreira dentinaria (Smith 2003).

Dentre os materiais bioestimuladores do reparo pulpar, o hidroxido de calcio
Ca(OH), tem sido um dos mais utilizados com sucesso no capeamento direto
(Schroder 1972,1985, Horsted-Bindslev et al. 2003). Apesar de sua ampla utilizagao
por mais de 60 anos (Zander, 1939), seu mecanismo de acédo na inducdo da
dentinogénese reparativa e na formacado da barreira dentinaria ainda nao esta
completamente elucidado (Stanley 1998, Graham et al. 2006, Piva et al. 2006).
Recentemente, Piva et al. (2006) investigaram a expressao imunoistoquimica da TN
e da FN, nos estagios iniciais do reparo pulpar, seguindo o capeamento pulpar com
Ca(OH), e sugeriram que a diferenciagcdo das células pulpares em células
odontoblastdéides pode ser regulada pela expressdo coordenada dessas
glicoproteinas. Ha fortes evidéncias de que o Ca(OH), tem a capacidade de
solubilizar componentes da ME, liberando moléculas bioativas como TGF-31,
presentes na dentina e com capacidade para desencadear a diferenciacéo

odontoblastica e a deposicédo de dentina reparativa (Graham et al. 2006).

Para o sucesso do capeamento pulpar € também importante o controle do
sangramento (Stanley 1989, 1998). Assim, diversas substancias hemostaticas tém
sido colocadas sobre a exposigao pulpar como solugao salina (Hebling et al. 1999,
Horsted et al.1981, Kitasako et al. 1998), peroxido de hidrogénio (Horsted et al.
1981), digluconato de clorexidina (Pameijer & Stanley 1998, Horsted-Bindslev et al.
2003, Silva et al. 2006) e hipoclorito de sédio (Cox et al. 1998, 1999, Hafez et al,

2002, Silva et al. 2006), sendo avaliados os seus efeitos no processo de cicatrizagéo
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pulpar (Horsted-Bindslev et al. 2003, Accorinte et al. 2005, Silva et al. 2006). Apesar
de ndo apresentarem diferencas entre a resposta pulpar dos materiais em estudo
histologico (Silva et al., 2006) e tendo em vista que os procedimentos de exposi¢cao
pulpar ja seriam fatores de agressdo a polpa, deveria-se evitar o uso de qualquer
outro agente que pudesse ter um efeito deletério (Horsted-Bindeslev et al. 2003). No
entanto, a diferente capacidade de solubilizagdo dos tecidos dentarios pelos
diferentes agentes de hemostasia poderia ter um efeito diverso sobre a expresséo
da matriz extracelular e isto ndo foi ainda determinado.

Baseados nestas evidéncias, o presente estudo se propds a investigar a
expressao imunoistoquimica das glicoproteinas TN e FN em polpas humanas
expostas, tratadas com diferentes agentes hemostaticos e capeadas com cimento de
Ca(OH);.

Materiais e métodos
Obtencgéo dos espécimes

Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (n0.01/05) (Anexo 1) e utilizou
espécimes emblocados do estudo de Silva et al. (2006) (Anexo 2), referentes aos 42
terceiros molares humanos de individuos com idade média de 23 anos, extraidos por
razoes ortodonticas. Nesses dentes foram preparadas cavidades de classe |, sendo
realizada a exposigcado pulpar com broca carbide #330 (KG Sorensen Ind. & Com.
Ltda.). O controle do sangramento foi realizado através de solugao salina 0,9%
(controle), digluconato de clorexidina 2% ou hipoclorito de sodio 5,25% (Tabela 1),
os dentes capeados com cimento de Ca(OH), (Dycal Advanced formula Il, Dentsply,
Petropolis, RJ, Brasil) e restaurados com resina composta (Filtek 2250, 3M ESPE).
De acordo com as instrucbes da International Standardization Organization (ISO-
7405 1997) os dentes foram extraidos apos 7, 30 ou 90 dias (Tabela 1), fixados em
solugdo de formol 10% por 48h, desmineralizados em acido férmico a 20% e

emblocados em parafina.
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Tabela 1. Representagdo da amostra do estudo

Numero de espécimes (n)/dias

Grupos 7dias 30 dias 90dias  Total espécimes(n)
Solugao salina 4 5 5 14
Hipoclorito de sddio 4 5 6 15
Digluconato de clorexidina 4 5 4 13
Total de espécimes (n) 12 15 15 42

Solug&o salina (grupo controle): cloreto de sédio 0,9% - Aster Produtos Médicos,
SP, Brasil; Hipoclorito de sédio 5,25%: Uso Indicado (Farmacia de Manipulagéo)
Digluconato de Clorexidina 2%: FGM Produtos Odontoldgicos, SC, Brasil.
Meétodo imunoistoquimico

Apos microtomia realizada a 3um de espessura, os cortes foram
desparafinizados e reidratados, sendo em seguida procedida a recuperagao
antigénica com pepsina (Tabela 2). Posteriormente, as secgbes foram imersas em
peréxido de hidrogénio 6%, acrescido de metanol (1:1), para o bloqueio da
peroxidase enddgena. Apds lavagem em Tris-hidroxi-metil-aminometano (TRIS,
Sigma, St. Louis, USA), pH 7.4, as secc¢bes foram incubadas com os anticorpos
primarios anti-TN e anti-FN, os quais foram diluidos em solugdo tampéao fosfato
(PBS) contendo 0,1% de albumina bovina sérica (BSA). As diluigdes, especificagdes,
fontes, tratamentos prévios e tempo de incubagao de cada anticorpo utilizado estao
relacionados na tabela 2.

ApoOs a incubagdo com anticorpo primario, as secg¢des foram lavadas e
expostas ao complexo LSAB (Labelled Streptavidin Biotin DAKO®), com 30 min de
incubacdo do anticorpo secundario biotinilado e a seguir, por mais 30 min, o
conjugado Streptoavidina- peroxidase, conforme especificagcdes do fabricante.

Para revelacdo da reacdo foi utilizado o cromégeno 3,3’-diaminobenzidina
(DAKO®), sendo os cortes contracorados com hematoxilina de Mayer. Foram
procedidas, em seguida a desidratagéo, diafanizagdo e montagem em Permount®
das secgdes histoldgicas.

Em cada reagdao foram incluidos controles negativos, substituindo os
anticorpos anti-TN e anti-FN por BSA. Tecidos referentes a mucosa bucal em
processo de reparo (épulis fissurados ulcerados) e também a marcagao perivascular
ja conhecida da TN e FN, foram utilizados como controles positivos externos e

internos, respectivamente.
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Tabela 2 — Anticorpos primarios - suas especificidades, diluigdes, fontes e tratamentos prévios

Ac. ESPECIFICIDADE DIL. FONTE TRATAMENTO PREVIO INC.
CLONE

APA Fibronectina 1:1200 Dako* Pepsina 1%, 37°C, 60’ 120°,37°C
BC-24 Tenascina 1:3000 Sigma** Pepsina 0,5%, 37°C, 30’ 18h, 4°C

* Dako, AlS, Glostrup, Denmark
** Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA

Anélise do perfil imunoistoquimico

Realizou-se a analise descritiva, de todos os espécimes referentes aos trés
agentes hemostaticos empregados, nos intervalos de 7, 30 e 90 dias de pos-
operatorio. Foi investigado o padrao de marcagao imunoistoquimica dos antigenos
FN e TN e a localizacdo destas glicoproteinas nos tecidos dentarios (tecido pulpar,
area de exposicdo, barreira dentinaria, dentina reacional, pré-dentina, bem como
dentinas mineralizadas primaria e secundaria). Esta analise foi realizada utilizando

microscopia optica, por dois examinadores experientes devidamente calibrados.

Resultados

Para todos os espécimes, em cada intervalo de tempo avaliado, o padrao de
marcacao para TN foi semelhante, independente do agente hemostatico utilizado.
Também para FN, o perfil de marcagcado imunoistoquimica ndo apresentou diferenca
entre as amostras referentes aos agentes hemostaticos solugdo salina 0,9%,
digluconato de clorexidina 2,0% e hipoclorito de sdédio 5,25%, utilizados neste

estudo, em 7, 30 e 90 dias pds-capeamento.

Tecido pulpar, sitio da exposicéo, barreira dentinaria e dentina reacional

As glicoproteinas FN e TN, distribuiram-se, em todos os intervalos de tempo,
por todo o tecido pulpar, sempre acompanhando as fibras colagenas e ao redor da
parede dos vasos sanguineos presentes (controles positivos internos), exibindo um
padrdao de marcacgao reticular (Figs. 1A a 1G e Figs 2A a 2F). Quando foram
observadas areas de maior condensagao das fibras colagenas, especialmente na
regidao imediatamente subjacente a exposicdo pulpar, a TN e a FN também
demonstraram padrao de marcagao mais espessado. No entanto, cabe ressaltar que
o padrdo de marcacao imunoistoquimica da FN mostrou-se mais delicado do que o

da TN, sendo fibrilar e também sempre acompanhando as fibras colagenas.
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Aos sete dias TN (Figs. 1A e 1B) e FN (Figs. 2A e 2B) apresentaram
marcagao imunoistoquimica discretamente mais acentuada na regido subjacente a
exposigao pulpar.

Na maioria das amostras do intervalo de 30 dias, a barreira dentinaria
(preferencialmente constituida por osteodentina ou fibrodentina) e a dentina
reacional foram encontradas, frequentemente continuas uma a outra, com a TN
delimitando-as subjacentemente, contornando essas dentinas terciarias e estando
muitas vezes espessada nessas areas (Figs 1C a 1E). Também foram observadas
areas focais de imunorreatividade para a TN no interior das dentinas reparativa e
reacional (Figs 1C a 1E), tecidos esses, neste periodo, em fase de mineralizagao.
Em um espécime em que alguns fragmentos dentinarios estavam incluidos no
interior do tecido pulpar, observou-se que a fibrodentina depositada ao seu redor
demonstrou o0 mesmo padrao de marcagao imunoistoquimica descrito para a barreira
dentinaria e para a dentina reacional, sendo espessado ao redor desses sitios.

Neste mesmo periodo, para FN, a dentina terciaria ndo exibiu
imunorreatividade (Figs 2C e 2D). Entretanto, o tecido pulpar visto de permeio a ela
e o imediatamente subjacente, foi fortemente imunorreativo (Figs 2C e 2D),
especialmente as areas em que as células odontoblastéides se alinhavam. No
espécimes em que alguns fragmentos dentinarios estavam incluidos no interior do
tecido pulpar, a fibrodentina também n&o exibiu marcagao imunoistoquimica para
FN, sendo notado contorno linear delicado circundando este tecido.

Aos noventa dias apds o capeamento pulpar, foi observada marcacéao linear
fina e delicada delimitando a barreira dentinaria, subjacentemente, tanto para TN
(Figs. 1F e 1G) quanto para FN (Figs. 2E e 2F). Entretanto, as duas glicoproteinas
nao expressaram imunorreatividade nas areas das dentinas reparativa e reacional
(Figs. 1F e 1G; Figs. 2E e 2F).

Pré-dentina, dentina primaria e secundéria

Em todos os periodos avaliados a TN mostrou forte imunorreatividade na pré-
dentina (Figs 1A a 1C). Em contraste, para o antigeno FN, a pré-dentina revelou
padrao de marcagéao fraco (Fig 2E), estando muitas vezes ausente (Figs. 2A e 2B).
Em todos os intervalos de tempo ndo se observou imunorreatividade nas dentinas
primaria e secundaria, tanto para TN (Figs 1A a 1D e 1F) quanto para FN (Figs 2A a
2C e 2E).
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Figuras 1A — 1G — Expressao imunoistoquimica da TN no reparo pulpar humano:
Fig. 1A — Expressao de TN em todo o tecido pulpar, aos 7 dias de pds-operatorio
(solugdo salina a 0,9%), acompanhando a fibra colagena e exibindo padrao
levemente mais pronunciado no sitio da exposigao pulpar. (X40).

Fig. 1B — Maior aumento de 1A no sitio da exposi¢gdo. Note a imunorreatidade
positiva para este marcador também presente na pré-dentina (seta) e ao redor dos
vasos sanguineos (controle positivo). Auséncia de marcag&o nas dentinas primaria e
secundaria (X100).

Fig. 1C — Intervalo de 30 dias de pds-operatério, hipoclorito de sddio a 5,25%.
Barreira dentinaria demonstrando varios focos de imunorreatividade para a TN no
seu interior, sendo também presente em todo o tecido conjuntivo pulpar e na pré-
dentina. Dentinas fisiologicas negativas para TN (X40).

Fig 1D — Maior evidéncia para a expressao imunoistoquimica da TN na barreira
dentinaria e no tecido conjuntivo imediatamente subjacente (X100).

Fig. 1E - Em destaque, a dentina reparativa vista em 1C e 1D, ressaltando a
marcagao positiva da TN em areas focais (*) (X200).

Fig. 1F — Noventa dias de pos-operatorio (solugdo salina a 0,9%), revelando
auséncia de imunorreatividade para a TN nos tecidos mineralizados das dentinas
reparativa e fisioldgicas. Positividade restrita ao tecido conjuntivo pulpar subjacente
e a pré-dentina (X40).

Fig. 1G — Maior aumento de 1F, ressaltando a barreira dentinaria tunelizada
negativa para a TN e a imunorreatividade do tecido pulpar na sua vizinhanga (X100).

Hidréxido de caélcio (*).
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Figuras 2A — 2F - Expressao imunoistoquimica da FN no reparo pulpar humano:
Fig.2A — Marcagao imunoistoquimica da FN em espécimes de 7 dias de pos-
operatorio, com hemostasia feita com (hipoclorito de sédio a 5,25%), revelando
padrao fibrilar delicado presente por todo o tecido pulpar. (X40).

Fig. 2B — Maior aumento de 2A, com evidéncia para a interface entre o material
capeador e a area da exposi¢ao pulpar. Controles internos perivasculares positivos.
Dentinas mineralizadas sem imunorreatividade. Pré-dentina negativa para a FN
(seta) (X100).

Fig. 2C — FN aos 30 dias (digluconato de clorexidina a 2%), revelando padréo
delicado de expressao no tecido pulpar, sendo mais espessado na vizinhanca da
barreira dentinaria e ao redor dos vasos sanguineos. Dentinas reparativa e
fisiologicas negativas (X40).

Fig. 2D — Maior aumento de 2C, com destaque para o padrao mais condensado da
FN no tecido conjuntivo pulpar de permeio a barreira de osteodentina (*) e nos sitios
perivasculares (seta) (X100).

Fig 2E — Intervalo de 90 dias, solugao salina a 0,9%. Marcacéo linear fina e delicada
da FN, a qual delimita a barreira dentinaria subjacentemente, sendo notada fraca
imunorreatividade na area da pré-dentina e marcacdo mais forte na regido
interodontoblastica (seta). Esta glicoproteina ndo demonstra imunorreatividade na
area da dentina reparativa.

Fig 2F — Ampliagdo de 2E, ressaltando a auséncia de marcagdo da barreira
dentinaria para a FN (X100).
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Discusséo

A terapia pulpar vital tem por objetivo manter a integridade morfofuncional da
polpa (Tziafas et al. 2001). O Ca(OH), vem sendo usado como material de
capeamento pulpar e ainda € considerado o padrao-ouro (Goldberg & Smith 2004)
contra o qual outros materiais sdo avaliados (Stanley 1998, Horsted-Bindslev et al.
2003, Graham et al. 2006). Mesmo assim, ainda nao esta totalmente esclarecido
seu mecanismo de ag&do na indugdo da dentinogénese (Graham et al. 2006). O
efeito do Ca(OH), tem sido considerado como resultado da injuria quimica causada
por ele, a qual leva a uma irritacdo do tecido vital abaixo da camada necrdtica,
estimulando o processo de reparo na polpa, através de mecanismos ainda pouco
esclarecidos (Graham et al. 2006). Essa irritagdo, segundo Smith (2003), poderia ser
explicada pelo efeito solubilizante do Ca(OH), sobre a dentina, liberando moléculas
bioativas e resultando na sinalizagao celular que levaria a regeneragao da dentina
(Smith et al.1995, Graham et al. 2006).

A resposta da polpa ao Ca(OH), previamente descrita (Schroder 1985,
Stanley 1989, Mjor et al. 1991) foi igualmente observada nas amostras do estudo de
Silva et al. (2006), que foram analisadas também no presente estudo, sendo
demonstrado que os agentes hemostaticos utilizados n&o prejudicaram o processo
de reparo. Apesar do estudo histologico destes espécimes ter revelado uma
tendéncia a formagdo de uma barreira dentinaria mais organizada, quando as
solugdes testes foram utilizadas (digluconato de clorexidina 2,0% e hipoclorito de
sédio 5,25%), nao foram observadas diferengas na expressao da TN e da FN no
reparo, mediante estes agentes hemostaticos, comparados a solugdo salina
(controle).

As glicoproteinas estudadas demonstraram padréo de expressao semelhante
por todo o tecido conjuntivo pulpar, acompanhando sempre a fibra colagena, num
padrao reticular e concentrando-se ao redor dos vasos sanguineos, como ja foi
observado em estudos prévios, em dentes humanos permanentes (van Amerongen
et al. 1984, Yoshiba et al. 1996, Martinez et al. 2000). A TN demonstrou, porém,
padrao de marcagao menos delicado e mais pronunciado. Tal padrao de marcagao
imunoistoquimica € esperado, uma vez que essas glicoproteinas adesivas sao
constituintes da matriz da polpa dental adulta (van Amerongen et al. 1984,
Karjalainen et al.1986, Lukinmaa et al.1991, Martinez et al. 2000). Também tem sido

documentada na literatura a limitada distribuicdo da TN, estando a mesma ausente
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em muitos tecidos conjuntivos maduros (Chiquet et al. 1986, Chiquet-Ehrismann &
Chiquet 2003). Entretanto, na polpa dental, sua expressao esta bem estabelecida
(van Amerongen et al.1984, Karjalainen et al.1986, Lukinmaa et al.1991, Martinez et
al. 2000). A relativa quantidade dessas duas glicoproteinas pode ter significado na
regulacdo da estrutura tecidual (Lukinmaa et al. 1991). Thesleff et al. (1987)
sugeriram que a abundancia de TN no tecido pulpar esta associada com a
manutencgéo da capacidade deste tecido em diferenciar-se em células formadoras de
tecidos mineralizados.

Este estudo também demonstrou marcacdo imunoistoquimica das duas
glicoproteinas na regiao interodontoblastica, para todos os intervalos de tempo e
substancias estudados, como tem sido relatado na literatura (Linde et al.1982,
Farges et al. 1995, van Amerongen et al. 1984, Karjalainen et al. 1986, Lukinmaa et
al. 1991, Yoshiba et al. 1994, Yoshiba et al. 1995, Yoshiba et al. 1996). Alguns
autores sugerem que as fibras com marcacao positiva para FN nessa area da polpa,
poderiam corresponder as fibras de von Korff e que elas poderiam atuar como um
arcaboucgo para o alongamento e migragdo dos odontoblastos, contribuindo também
para a manutencdo da morfologia especifica dessas células, gragas a sua adesao
ao polo distal odontoblastico (Yoshiba et al. 1996). Outros estudos tornam-se
necessarios para confirmar tal correspondéncia, tendo em vista que ainda ha
controvérsias em relagdo a denominagdo mais adequada para essas fibras (Ten
Cate, 1998). Todavia, parece-nos sensato concluir que, por analogia a
odontogénese primaria (Yoshiba et al. 1995), uma matriz rica em FN deve
desempenhar importante papel durante a dentinogénese reparativa (Yoshiba et al.
1996). Nao somente na diferenciagdo odontoblastica, migracdo e adesao celulares,
mas também que tal matriz parece atuar sobre a célula odontoblastoide, auxiliando a
manutencdo de sua estruturagdo morfoldgica, bem como a formacado da barreira
dentinaria (Kitasako ef al. 2002).

Na area de exposicdo, sete dias apds o capeamento, tanto a TN quanto a FN
foram detectadas discretamente mais acentuadas, subjacentemente a este sitio.
Localizagdo semelhante no reparo pulpar foi verificada por outros autores (Yoshiba
et al. 1996, Piva et al. 2006).

Mais uma vez constata-se, o que vem sendo divulgado na literatura, que a
dentinogénese reparativa recapitula a dentinogénese primaria (Smith & Lesot 2001).

No desenvolvimento dentario, ambas glicoproteinas, estao localizadas na membrana
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basal e acredita-se estarem envolvidas no alinhamento e diferenciagado das células
da papila dental em odontoblastos (Lesot et al. 1981, Thesleff et al. 1989), na
presenca de fatores de crescimento como o fransforming growth factor-f, TGF-$
(Smith et al. 1998). No reparo pulpar, alguns autores demonstraram que uma rede
de FN e fibrina, em contato com cristais do cimento de Ca(OH),, poderiam mediar a
migragao, proliferacdo e adesdo de células que sintetizariam uma matriz de
fibrodentina rica em FN, culminando com sua diferenciagcdo em células semelhantes
aos odontoblastos (Tziafas et al. 1992, 1995, Yoshiba et al. 1996). Desta maneira, a
fibrodentina rica em FN desempenharia papel similar ao da membrana basal (Ruch
1985), demarcando o papel fundamental da FN como molécula adesiva que ela é, a
qual é capaz de proporcionar interacdo entre as células odontoblastéides e essa
matriz primitiva (Veis 1985). Além disso, a FN também tem sido relacionada a
diferenciagdo odontoblastica, sob acdo de agentes capeadores, em estudos in vitro
(Seux et al. 1991, Veron et al. 1990).

Como uma glicoproteina anti-adesiva que €, a TN por sua vez, pode agir
modulando a relagdo adesiva entre a célula precursora da célula odontoblastoide e a
FN, modificando-a e possibilitando, desta forma, a sua migragdo (Orend & Chiquet-
Ehrismann 2000), através da criagdo de uma via de menor resisténcia de permeio a
uma matriz rica em FN (Chiquet-Ehrismann et al.1986, Thesleff et al. 1987, Mackie
et al. 1988, Sage & Bornstein 1991, Horibe et al. 2004). Isto explicaria a co-
expressdo dessas duas glicoproteinas com fungdes antagbnicas num mesmo sitio
da exposicao pulpar, regido envolvida com o reparo, como se observa em outras
condigdes patoldgicas relacionadas a cicatrizagao de feridas, nas quais a expressao
de TN-C tem sido associada a da FN (Chiquet-Ehrismann & Chiquet 2003).

Aos 30 dias, foi demonstrada marcante imunorreatividade para TN e FN,
delimitando e contornando subjacentemente a barreira dentinaria de fibrodentina e
osteodentina, bem como a dentina reacional. A TN expressou-se em areas focais, no
interior desta matriz em fase de mineralizagdo. Esta localizacdo tem importante
significado no que diz respeito a fungdo que a expressdo de TN exerce sobre as
matrizes extracelulares que seréo posteriormente mineralizadas (Thesleff et al. 1987,
Lukinmaa et al. 1991, Tucker et al. 1991, Martinez et al. 2000). Esta glicoproteina
parece atuar na regulacdo da diferenciagdo de células envolvidas na formagao
dessas matrizes. Neste intervalo de tempo, € bem provavel que a barreira dentinaria

formada, ainda ndo tenha completado sua total mineralizagdo, razdo pelo qual
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acreditamos que a mesma permanecga exibindo areas focais de TN em seu interior.
Pode-se assim, estabelecer um paralelo entre a expresséo positiva de TN em sitios
focais da barreira dentinaria em fase intermediaria de mineralizagdo com a marcante
imunorreatividade para TN na pré-dentina, em todos os periodos avaliados, pois esta
ultima também é considerada fronte de mineralizagdo, ou seja, matriz dentinaria que
prepara-se para ser mineralizada. A presenca da TN entre tecido mineralizado e nao
mineralizado implica na fungédo desta glicoproteina em mediar o estresse mecanico
(Lukinmaa et al.1991). Martinez et al. (2000) sugeriram também a associacéo da TN
com a elaboragdo da dentinogénese secundaria, faciltando a migragdo e
diferenciagao celulares.

Por outro lado, a TN esteve ausente na barreira dentinaria aos 90 dias e nas
dentinas sadias primaria e secundaria, bem como na dentina reacional, em todos os
intervalos de tempo, concordando com outros estudos reportados na literatura
(Lukinmaa et al. 1991, Karjalainen et al. 1986, Farges et al. 1995, Yoshiba et al.
1995, Thesleff et al. 1991, van Amerongen et al. 1994, Piva et al. 20006).

A FN, aos 30 dias, ndo foi observada nas dentinas terciarias reparativa e
reacional. Entretanto, o tecido pulpar vizinho e envolvido pela fibro e osteodentina
também foi positivo para esta glicoproteina. Yoshiba et al. (1996) demonstraram, em
periodo aproximado de acompanhamento, marcagdo semelhante para FN, a qual
expressava-se ao redor das células embebidas na matriz dentinaria irregularmente
depositada. Este achado reafirma o papel crucial da FN na diferenciagao
odontoblastica e na manutencdo da morfologia da célula odontoblastéide, alinhada
sob a barreira dentinaria (Karjalainen et al. 1986, Magloire et al. 1988).

A presenca da FN na pré-dentina ndo estd bem estabelecida na literatura,
sendo considerada por varios autores um tanto controversa (Lukinmaa et al. 1991).
No desenvolvimento dentario, em ratos, esta glicoproteina foi evidenciada na pré-
dentina nos estagios iniciais estando ausente na matriz de pré-dentina sintetizada
por odontoblastos totalmente diferenciados (Thesleff et al. 1979, Lesot et al. 1981,
Thesleff et al. 1981, Linde et al. 1982). Alguns autores sugeriram que esta
glicoproteina ndo € um constituinte da pré-dentina humana (Lukinmaa et al.1991,
Karjalainen et al. 1986). Outros mostraram sua express&o na pré-dentina (Yoshiba et
al. 1996, Piva et al. 2006), justificando que nesta localizagdo FN poderia contribuir
com a adesividade entre a camada de odontoblastos e a matriz ndo mineralizada

(Chada & Bishop, 1996). Além disso, fibras colagenas interodontobasticas
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associadas com FN foram observadas penetrando a pré-dentina (Kitasako et al.
2002), o que por vezes também observamos em nossas amostras. Entretanto, no
presente estudo ndo houve marcagao uniforme da FN na pré- dentina, sendo em
algumas areas fracamente visivel e em outras inexistente. De acordo com Yoshiba
et al. (1995), nesta localizagdo a FN parece existir associada com a matriz de
colageno pré-dentinal, mas para eles sua expressdo foi também esparsa.
Poderiamos, para justificar a variabilidade da expressdo de FN na pré-dentina
considerar, como Lukinmaa et al. (1991), que a FN perde sua antigenicidade em
tecidos parafinados, o que explicaria a fraca expressao dessa glicoproteina em
nossas amostras. Entretanto, parece-nos mais sensato considerar que a expressao
de FN na pré-dentina tem mesmo um padrao variavel em diferentes espécies
(Lukinmaa et al. 1991) e ainda n&o esta totalmente estabelecida pela literatura.
Desta forma, constata-se que o melhor entendimento dos mecanismos
envolvidos no reparo pulpar humano, especialmente no ambito das interacbes
moleculares entre as células da polpa e a ME, devem, num futuro provavelmente
bem préximo, apontar para um avancgo da terapia pulpar, baseada na bioestimulacao

tecidual.

Conclusdes

Os resultados obtidos neste estudo reforgam a importancia dos componentes
da ME, mais especificamente das glicoproteinas TN e FN, nos eventos que
envolvem o reparo pulpar apdés capeamento com Ca(OH), e hemostasia com
diferentes agentes.

Considerando cada intervalo de tempo, ndao houve diferenca quanto ao
padrao de expressao da TN entre os diferentes agentes hemostaticos estudados. O
mesmo foi demonstrado para a FN. Estas duas glicoproteinas distribuiram-se por
todo o tecido pulpar, acompanhando sempre a fibra colagena e estiveram ausentes
nos tecidos mineralizados, o que corrobora os achados da literatura.

A expressao de TN em areas focais no interior da barreira dentinaria, aos 30
dias de pods-operatério e a sua forte imunorreatividade na pré-dentina, em todos os
intervalos de tempo avaliados, parece estar relacionada com o papel dessa

glicoproteina no preparo para a mineralizagdo da matriz dentinaria.
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A expressdao mais acentuada de FN no tecido pulpar vizinho a barreira
dentinaria aos 30 dias, parece reforcar o papel fundamental desta glicoproteina na
diferenciagdo odontoblastica e na manutencdo da morfologia da célula

odontoblastdide, alinhada sob a ponte de dentina.
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ARTIGO 2

Formatado para a revista International Endodontic Journal

Expressao imunoistoquimica da fibronectina e da tenascina no reparo pulpar

de dentes deciduos suinos apds capeamento com diferentes materiais.

Resumo

Objetivo Investigar a expressdo das duas maiores glicoproteinas da matriz
extracelular, tenascina (TN) e fibronectina (FN), no reparo de polpas de suinos, apos
capeamento direto com diferentes materiais.

Metodologia Foi utilizado material emblocado de estudo histolégico prévio,
constituido de 40 dentes deciduos de suinos da espécie Sus scrofa domesticus, cuja
polpa foi exposta e capeada com hidroxido de calcio (Ca(OH);) ou agregado trioxido
mineral (MTA), segundo as determinagdes da ISO 1450: 1997. Os dentes foram
extraidos aos 7 e 70 dias de pds-operatério, sendo submetidos a técnica
imunoistoquimica, para a pesquisa dos antigenos TN e FN.

Resultados Aos 7 dias apdés capeamento direto, as glicoproteinas TN e FN
distribuiram-se por todo o tecido pulpar sem inflamacéo, sendo ausente nas areas
com infiltracdo inflamatdria (totalidade dos espécimens capeados com Ca(OH), e
raramente nos casos com MTA). Na pré-dentina a TN mostrou, em geral, forte
imunorreatividade e a FN exibiu padrdo variavel de marcagdo, sendo
frequentemente ausente. No intervalo de 70 dias, FN e TN mostraram padrdo de
marcagcao semelhante entre os materiais, restringindo-se ao tecido pulpar
remanescente, uma vez que a barreira dentinaria e a dentina reacional em
continuidade, foram ambas negativas para esses antigenos e geralmente
obliteravam a polpa coronaria. TN e FN estiveram também ausentes nos demais
tecidos mineralizados.

Conclusdo A partir dos resultados obtidos neste estudo verificou-se, ndo haver
diferengca quanto ao padrdao de expressdo da TN e FN, entre os materiais
capeadores estudados, aos 70 dias. Observou-se diferenca aos 7 dias decorrente do
distinto quadro histolégico exibido neste periodo. Ambas glicoproteinas (TN e FN)
expressaram-se no reparo pulpar neste modelo suino. TN e FN parecem exercer
papel fundamental na diferenciacdo odontoblastica e na manutencdo da morfologia
da célula odontoblastéide, bem como na mineralizagao dos tecidos duros dentarios.

Palavras-chave: reparo pulpar, capeamento pulpar direto, imunoistoquimica,
tenascina, fibronectina, matriz extracelular.
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Immunohistochemical expression of tenascin and fibronectin in pulp repair

from swine deciduous teeth after pulp-capping with different materials.

Abstract

Aim To evaluate the expression of the two major glycoproteins of extracellular matrix
(EM), tenascin (TN) and fibronectin (FN), in swine pulp repair after pulp-capping with
different materials.

Methodology Forty deciduous teeth from Sus scrofa domesticus swine, taken from
a previous histological study, were submitted to pulp exposure and capped with
calcium hydroxide (Ca(OH);) or mineral trioxide aggregate (MTA), according to I1ISO
7450: 1997. The teeth were extracted within 7 and 70 days after cavity preparation
and analized for the immunohistochemical expression of TN and FN.

Results Within 7 days, positive immunostaining for TN and FN were observed
throughout the pulp tissue without inflammatory infiltration, being absent in the sites
with inflammation (the cases capped with Ca(OH), and a few specimens of MTA). TN
usually showed a strong positive staining on predentin, and FN demonstrated
variable patterns, being frequently absent in this site. Within 70 days, both
glycoproteins showed similar profiles, being restricted to the pulp tissue that was left
over, as the dentin barrier and the continuous reactionary dentin were both negative
to these antigens and they obliterated the coronal pulp. TN and FN were also absent
in the other mineralized dental tissues.

Conclusion Based on the data, there was no difference in the expression of TN
and FN between the distinct pulp capping materials within 70 days. Within 7 days, the
distinct immunoprofile observed between Ca(OH)2 and MTA was due to the
differences showed in the histopathologic features in both of them. It was also
observed that TN and FN were expressed in pulp repair in this in vivo swine model,
showing the important role of EM in this process. It may be suggested that TN and
FN are associated with the odontoblastic differentiation, with the maintenance of the
odontoblast-like cells shape and with hard tissue mineralization.

Keywords: pulp repair, pulp-capping, immunohistochemistry, tenascin, fibronectin,
extracellular matrix.
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Expressao imunoistoquimica da fibronectina e da tenascina no reparo pulpar

em suinos, ap6s capeamento com diferentes materiais.

Introducéo
Os mecanismos que regulam a sinalizagado da dentinogénese reparativa apés

o capeamento pulpar, ndo estdo totalmente elucidados (Tziafas 2004). Assim, para
estudar estes mecanismos, diferentes modelos animais e humanos, bem como
varios materiais capeadores tem sido testados, dentre eles, o agregado triéxido
mineral (MTA) (Pitt Ford et al. 1996, Faraco Jr e Holland 2001, Tziafas et al. 2002,
Queiroz et al. 2005) e o tradicional hidroxido de célcio (Ca (OH); ) (Schréder 1985,
Mjor et al.1991).

A inducdo da diferenciacdo de células da polpa parece ser a caracteristica
chave do reparo deste tecido (Tziafas et al. 2000, Mjor 2002), a qual se da gragas a
sua migragao e proliferagao, originando uma nova geracgao de células formadoras de
dentina reparativa, com o objetivo de reconstituir a area injuriada (Fitzgerald 1979,
Fitzgerald et al. 1990, Mjor et al. 1991).

Tem sido postulado que uma rede de interacdes entre moléculas da matriz
extracelular (ME), incluindo fibronectina (FN) (Tziafas et al. 1995, Yoshiba et al
1996), tenascina (TN) (Lukinmaa et al 1991), bem como fatores de crescimento,
regulam a diferenciacdo de células pulpares em células odontoblastoides na
dentinogénese reparativa (Lesot et al. 1994). Estes eventos de sinalizagdo sao
espelhados nos processos evidenciados durante a dentinogénese primaria.

TN é uma ampla glicoproteina oligomérica multifuncional da matriz
extracelular, altamente expressada durante a embriogénese e transitoriamente
presente durante organogénese, sendo ausente ou muito reduzida em o&rgéos
desenvolvidos, porém, reaparecendo sob condi¢gdes patoldgicas causadas por
infeccdo, inflamagdo ou durante a tumorigénese (Chiquet-Ehrismann & Chiquet
2003). A expressdao da TN é regulada por fatores de crescimento como o
transforming growth factor- B,TGF- (Pearson et al. 1988, Sahlberg et al. 2001), e
por estimulos mecanicos (Chiquet et al. 1996).

FNs sdao uma classe de proteinas adesivas de alto peso molecular, que tém
multiplas isoformas. Desempenham importante papel na adeséao celular, morfologia,
organizagado do citoesqueleto, migracéo, diferenciagdo, transformagdo oncogénica,

fagocitose e hemostasia (Hynes &Yamada 1982, Ruoslahti 1981).
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A expressao da TN e FN tem sido relacionada com a regulagdo da
diferenciagao celular envolvida na formacao de matrizes mineralizadas na polpa
dental (Lukinmaa et al. 1991). Estas glicoproteinas foram investigadas durante a
cicatrizagdo de polpas expostas capeadas com pasta de Ca (OH), (Yoshiba et al.
1996, Piva et al. 2006), bem como a FN foi identificada na dentina reparativa sob
lesdes de carie (Karjalainen et al. 1986, Magloire et al. 1988, Farges et al 1995).

A literatura também reporta a utilizagdo de modelos animais variados os quais
sdo utilizados com o objetivo de melhor compreender o papel da ME na
diferenciagado terminal odontoblastica, envolvida no reparo pulpar (Tziafas et al.
1995, lzumi et al. 1998, Hu et al. 1998, Horibe et al. 2004). Entretanto, ainda nao foi
investigada a expressdo da ME apds capeamento com MTA, e dadas as diferengas
demonstradas por alguns estudos, com melhor performance biolégica do MTA em
relacdo ao Ca (OH),, esta investigacédo poderia ser extremamente importante.

Baseados nestas evidéncias, este trabalho tem como proposi¢éo investigar a
expressédo da FN e TN (padrdo de marcacéo e distribuicdo) no processo de reparo
pulpar, mediante a utilizacdo de MTA e cimento contendo Ca(OH), como agentes

capeadores, em modelo suino in vivo.

Materiais e métodos
Preparo dos espécimes

Este estudo utilizou material histolégico de um modelo experimental in vivo
realizado em suinos (Leites 2006), sendo aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacdo da UFPel
(03/2005) (Anexo 3). Foram utilizados do estudo de Leites (2006), 40 dentes
deciduos (incisivos e pré-molares), provenientes de seis suinos da espécie Sus

scrofa domesticus com idade de 105 dias aproximadamente.

Tabela 1 - Representagdo da amostra do estudo

Ne de espécimes/tempo

Grupos 7 dias 70 dias Total espécimes(n)
Cimento de Ca(OH)* 8 6 14
MTA** 13 13 26
Total de espécimes (n) 21 19 40

* Dycal®, Denstply Caulk, Milford, EUA.
** Angelus®, Londrina, PR, Brasil.
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Anteriormente ao processamento histolégico do material emblocado, foram
preparadas cavidades de classe V com exposi¢ao pulpar nos dentes suinos, cuja
hemostasia foi realizada com solucéo salina 0,9%, sendo utilizados como materiais
de capeamento o MTA cinza (Angelus®, Londrina, PR, Brasil) e o cimento
contendo hidréxido de calcio Ca(OH), (Dycal®, Denstply Caulk, Milford, EUA). Os
dentes foram restaurados com cimento de iondmero de vidro Vitremer™® (3M ESPE,
St Paul, MN, USA).

Apos os tratamentos pulpares de acordo a ISO 7405:1997, os dentes foram
extraidos nos tempos de avaliagao de 7 e 70 dias, sendo posteriormente fixados em
solugao de formol 10% por 48h e desmineralizados em acido férmico a 20%.

Em seguida, anteriormente ao emblocamento, os dentes foram seccionados
transversalmente ao seu longo eixo, nas proximidades da cavidade de classe V (a
qual situou-se na face vestibular da coroa) e paralelamente ao seu maior diametro
meésio-distal, separando, assim, a coroa da raiz. A porc¢éo radicular dos espécimens
foi entdo hemisseccionada paralelamente ao seu longo eixo frontal (sentido cérvico-
apical). Desta forma, a porgcdo coronaria da polpa pdde ser analisada
histologicamente no sentido vestibulo-lingual e a polpa radicular, em toda a
extensdo, no sentido cérvico-apical. Tendo sido obtidos os cortes referentes as
porcdes coronaria e radicular para cada dente, necessarios ao procedimento
histolégico de rotina e a técnica imunoistoquimica, apenas o material emblocado da
porcao coronaria dos espécimens foi reincluido, reposicionando a coroa, de maneira
que a mesma pudesse ser analisada também no sentido inciso-cervical, por esses

dois métodos.

Técnica imunoistoquimica
Apo6s microtomia com 3um de espessura, as secgdes coronarias e radiculares

de todos os dentes suinos foram submetidas ao método imunoistoquimico. As
laminas foram desparafinadas em xilol, reidratadas em etanol e lavadas em agua
destilada. Procedeu-se entdo, o tratamento prévio com pepsina para recuperagao
antigénica (tabela 2). Na sequéncia, o bloqueio da peroxidase enddgena foi
realizado através da imersdo em perdxido de hidrogénio 6% com metanol (1:1), em
trés trocas de 5 min cada. Apds lavagem com TRIS (Tris-hidroxi-metil-aminometano,
Sigma, St. Louis, USA), pH 7.4, as seccbes foram incubadas com os anticorpos

primarios anti-TN e anti-FN humanas, os quais foram diluidos em PBS contendo
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0,1% de albumina bovina sérica (BSA). As diluigcbes, especificagdes, fontes,
tratamentos prévios e tempo de incubagcdo de cada anticorpo utilizado estao
relacionados na tabela 2.

Apos a incubacdo com anticorpo primario, as secg¢des foram lavadas e
expostas ao complexo LSAB (Labelled Streptavidin Biotin, DAKO®), com 30 min de
incubacdo do anticorpo secundario biotinilado e a seguir, por mais 30 min, o
conjugado Streptoavidina- peroxidase, conforme especificagdes do fabricante.

Para revelagdo da reacgéo foi utilizado o cromégeno 3,3’-diaminobenzidina
(DAKO®), sendo os cortes contra-corados com hematoxilina de Mayer. Em seguida,
foram procedidas a desidratacdo, a diafanizagdo e a montagem das seccgdes
histolégicas em Permount.®

Para cada reagdo foram incluidos controles negativos, substituindo os
anticorpos anti-TN e anti-FN por BSA. Tecidos referentes a mucosa bucal em
processo de reparo (épulis fissurados ulcerados) e também a marcagao perivascular
ja conhecida da TN e FN, foram utilizados como controles positivos externos e

internos, respectivamente.

Tabela 2 - Anticorpos primarios - suas especificidades, diluigbes, fontes e tratamentos prévios

Ac. ESPECIFICIDADE DIL. FONTE TRATAMENTO PREVIO INC.
CLONE

APA Fibronectina 1:1200 Dako* Pepsina 1%, 37°C, 60’ 120°,37°C
BC-24 Tenascina 1:3000 Sigma** Pepsina 0,5%, 37°C, 30’ 18h, 4°C

* Dako, AlS, Glostrup, Denmark
** Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA

Analise do perfil imunoistoquimico

Procedeu-se assim, a analise descritiva do padrdo de marcacao
imunoistoquimica e da distribuicdo dos antigenos FN e TN, nos tecidos dentarios de
todos os espécimes referentes aos dois materiais capeadores empregados (tecido
pulpar, area de exposi¢cao, barreira dentinaria, dentina reacional, pré-dentina, bem
como dentinas mineralizadas primaria e secundaria), nos intervalos de 7 e 70 dias
de pods-operatorio. Esta analise foi realizada utilizando microscopia 6ptica, por dois

examinadores experientes devidamente calibrados .
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Resultados

Tecido pulpar, area da exposicao, barreira dentinaria e dentina reacional

O padrao de marcacao da TN no tecido pulpar foi reticular e bem demarcado,
acompanhando as fibras colagenas e expressando-se também ao redor dos vasos
sanguineos presentes (controles positivos internos) (Figs. 2A a 2D e Figs. 3A a 3D).
Igual distribuicao foi observada para FN (Figs. 2E a 2| e Figs. 3E a 3H), no entanto
mais fibrilar e delicada.

Considerando o intervalo de tempo de 7 dias, as diferengcas observadas entre
os materiais capeadores (MTA e Ca(OH);) no perfil de marcagé&o imunoistoquimica
dos antigenos TN e FN, refletem o distinto quadro histolégico verificado entre estes
agentes (Leites 2006) (Figs. 1As a 1B e Figs. 1E e 1F). Na maioria da amostras
referentes ao MTA nao foi observada infiltracdo inflamatoria ou a mesma foi escassa
(Fig. 1E). Ja, quando o Ca(OH), foi utilizado, verificou-se a presenca de infiltrado
inflamatdrio predominantemente polimorfonuclear na camara pulpar, especialmente
no sitio da exposi¢cdo, em meio a necrose superficial do tecido pulpar desta area,
vista em graus variaveis de intensidade (Figs 1A a 1B). Em todos os espécimes, nas
areas de focos hemorragicos, houve expressao da FN.

Nesse intervalo, a TN (Fig. 3C) e a FN (Fig. 3G) foram detectadas na regido
imediatamente subjacente a exposi¢cdo pulpar com padrdao de marcagcdo mais
espessado. Nas areas em que o infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear esteve
presente (todos os espécimens capeados com Ca(OH), e escassas amostras
forradas com MTA), n&o foi verificada expressédo dessas duas glicoproteinas (Figs.
2A a 2B, 2E a 2 F e Fig 3A). As dentinas reparativa e reacional, ja presentes aos 7
dias (Figs. 1A e 1E), ndo demonstraram imunorreatividade para TN (Fig. 2B e Fig.
3B) e FN (Fig 2F e Figs. 3E a 3F), sendo notada marcagéo positiva para estes
antigenos nas areas adjacentes a essas dentinas terciarias (Figs. 2B e 2F; Figs. 3B
e 3E a 3F). Este padrao de marcacdo correspondeu a metade das amostras
capeadas com MTA, bem como aos dois casos capeados por HC, nos quais a
barreira dentinaria depositava-se em areas focais, sob a forma de fibro e
osteodentina, continua a dentina reacional, sendo notadas células odontoblastéides
alinhadas perifericamente a matriz dentinaria (Figs. 1A e 1E).

Os padrdes de marcagao das glicoproteinas TN e FN foram frequentemente

semelhantes entre os materiais de capeamento utilizados, em todos os espécimes,
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no intervalo de 70 dias de pds-operatodrio (Figs. 2C e 2G; Figs. 3D e 3H), para o qual
os achados histolégicos também foram similares (Leites 2006) (Figs. 1C a 1D e Fig.
1G a 1H). Nessas amostras, no que diz respeito aos dois agentes capeadores, néo
se observou infiltragdo inflamatéria no tecido pulpar. A dentina reparativa,
depositada sob a forma de osteodentina e dentina tubular em todos os casos,
freqientemente obliterava a polpa coronaria no sentido vestibulo-lingual, estando
em continuidade com a dentina reacional (Figs. 1C, 1D e Fig. 1G). Esses dois tipos
de dentina terciaria, foram negativos para os marcadores imunoistoquimicos TN (Fig.
2C e Fig.3D) e FN (Figs 2G e 3H). O tecido pulpar remanescente, de permeio a
barreira dentinaria na coroa (Figs. 2C e 2G; Figs. 3D e 3H) e também aquele
observado na polpa radicular (Fig. 2D e Figs 2H a 2I), todavia, demonstraram
imunorreatividade para a TN e FN, as quais distribuiam-se também acompanhando

a fibra colagena .

Pré-dentina, dentinas priméria e secundaria
Nos dois intervalos de tempo deste estudo, a pré-dentina demonstrou
imunorreatividade para a TN em todos os espécimens (Fig. 2D) enquanto que a FN
nesta localizacdo apresentou variabilidade do padrdo de marcagdo, sendo
frequentemente ausente (Fig. 21), ou com areas de ténue imunorreatividade (Fig 2H).
Nas dentinas mineralizadas primaria e secundaria, tanto a TN (Fig. 2D e Figs.
2H a 2I; Figs 3A a 3C) quanto a FN (Figs. 2H a 2I; Figs. 3E e 3G a 3H) estiveram

ausentes aos 7 e 70 dias de pds-operatorio.
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Figuras 1A — 1D. Aspectos histologicos do reparo pulpar em dentes suinos capeados com
Ca(OH), (HE):

Fig.1A — Intervalo de 7 dias. Polpa coronaria capeada com Ca(OH),, demonstrando
infiltracao inflamatéria polimorfonuclear focal e superficialmente, no sitio da exposi¢ao. Nota-
se também area com dentina reparativa em fase inicial de deposi¢ao, exibindo alinhamento
subjacente de algumas células odontoblastéides (cabeca de seta). (X100).

Fig. 1B — Intervalo de 7 dias. Ca(OH), forra area de exposi¢ao pulpar com necrose,
pronunciada infiltragao inflamatéria polimorfonuclear e edema (X100).

Fig 1C — Aos 70 dias apos capeamento com Ca(OH),: cAdmara pulpar com marcante
obliteragao de seu espago por dentina reparativa, no sentido vestibulo-lingual (X40).

Fig 1D — Maior aumento de 1C, ressaltando a organizacao tubular da barreira dentinaria e

as células odontoblastoides alinhando-se em sua adjacéncia (X200).

Figuras 1E — 1H. Aspectos histologicos do reparo pulpar em dentes suinos capeados com
MTA (HE):

Fig 1E — Polpa coronaria capeada com MTA aos 7 dias de pds-operatorio, demonstrando
auséncia de infiltracdo inflamatéria e barreira dentinaria em estagio inicial de formacao
(seta), com faixa de necrose suprajacente, no sitio da exposi¢do pulpar. Vasodilatagao e
hiperemia sdo achados também presentes (X40).

Fig. 1F — Sitio da exposi¢ao em polpa suina capeada com MTA, apés 7 dias de capeamento
direto. Marcante infiltragdo inflamatdria polimorfonuclear neutrofilica, edema e fragmento
focal de dentina s&o observados (X100).

Fig. 1G — Intervalo de 70 dias. Polpa coronaria capeada com MTA, a qual é preenchida em
grande parte de sua extensdo vestibulo-lingual pela deposi¢cdo de dentinas reparativa e
reacional. O tecido pulpar ainda presente exibe vasodilatagao e congestao. (X40).

Fig 1H — Intervalo de 70 dias. Observa-se capeamento pulpar feito com MTA, sendo notada
espessa barreira de dentina tubular e osteodentina no sitio da exposicao (*), com células
odontoblastoides alinhadas (seta) (X100).
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Figura 2A — 2D. Expressao imunoistoquimica da TN no reparo pulpar de suinos

apos capeamento direto com Ca(OH),:

Fig. 2A — Intervalo de 7 dias, demonstrando auséncia de marcagao imunoistoquimica para
TN nas areas de inflamagao aguda (X100).

Fig. 2B — Auséncia de imunorreatividade para TN na area com infiltragao inflamatdria, aos 7
dias apos capeamento (seta). Nos sitios sem inflamagado observa-se distribuicdo deste
marcador imunoistoquimico acompanhando a fibra colagena e ao redor dos vasos
sanguineos. Positividade também na adjacéncia da barreira de osteodentina recém-formada
(O), a qual é negativa para TN (X100).

Fig. 2C — Intervalo de 70 dias, mostrando tecidos mineralizados negativos para TN e
imunorreatividade presente no tecido conjuntivo residual (X200).

Fig. 2D — Intervalo de 70 dias. Positividade para TN em padrao reticular na area
interodontoblastica e acompanhando as fibras colagenas do tecido pulpar. Pré-dentina

fortemente imunorreativa (seta) (X200).

Figura 2E — 2I. Expressdo imunoistoquimica da FN no reparo pulpar de suinos apos
capeamento direto com Ca(OH),:

Fig. 2E — Intervalo de 7 dias. Sitio da exposi¢ao pulpar, apresentando infiltragdo inflamatéria
polimorfonuclear subjacente, a qual é negativa para FN. Nas areas sem inflamagéo a FN
mostra padréo de expressao fibrilar delicado e circunscreve vasos sanguineos (X200).

Fig 2F —Intervalo de 7 dias. Marcagao imunoistoquimica fibrilar delicada para a FN no tecido
pulpar e nos sitios perivasculares, exceto na area de infiltragcao inflamatéria. Positividade
para FN também no tecido pulpar subjacente a dentina reparativa, em fase inicial de
formacao (X100).

Fig 2G — Apds 70 dias de pds-operatério, espécimes mostrando fraca e delicada marcagao
para FN no tecido pulpar remanescente da camara pulpar. Controle interno perivascular
positivo. Barreira dentinaria sem marcagao imunoistoquimica (X200).

Fig 2H — Ténue marcacgao positiva para FN na pré-dentina (seta) e distribuicdo desta
glicoproteina no tecido pulpar acompanhando a fibra colagena. Intervalo de 70 dias, secc¢ao
da raiz. (X200).

Fig 21 — Porcao radicular de espécimes do intervalo de 70 dias, demonstrando auséncia de
imunorreatividade para a FN na pré-dentina (seta) e marcagdo em padrao fibrilar no tecido

conjuntivo pulpar (X100).
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Figuras 3A- 3D. Expressdo imunoistoquimica da TN no reparo pulpar de suinos, apds

capeamento direto com MTA:

Fig. 3A — Intervalo de 7 dias. Area da exposicdo pulpar, demonstrando auséncia de
marcagao imunoistoquimica para TN em meio ao processo inflamatério agudo local.
Positividade no tecido pulpar sem inflamagao e nos controles internos (X100).

Fig 3B — Intervalo de 7 dias. Forte imunorreatividade para a TN, em padrao reticular,
decorando as fibras colagenas e perivascularmente, em todo o tecido pulpar coronario.
Dentinas terciarias reparativa e reacional e dentinas fisioldgicas negativas (X40). Em
destaque a area da barrreira dentinaria neoformada (X200).

Fig 3C — Tecido pulpar coronario integro, de espécimes apo6s 7 dias de capeamento,
expressando forte imunorreatividade para TN em toda a sua extensdo, sendo levemente
mais acentuada no sitio da exposicao (X40).

Fig 3D — Intervalo de 70 dias, com TN presente no tecido pulpar, acompanhando a fibra

colagena. Barreira dentinaria negativa ().

Figuras 3E — 3H. Expressao imunoistoquimica da FN no reparo pulpar de suinos, apos
capeamento direto com MTA:

Fig. 3E - Intervalo de 7 dias. Marcacéao positiva para a FN, em padrao reticular e delicado,
em todo o tecido pulpar coronario. Controles internos positivos. Dentinas terciarias
reparativa e reacional e dentinas fisioldgicas negativas para esta glicoproteina (X40).

Fig 3F — Maior aumento de 3E, demonstrando area de continuidade entre a osteodentina e
a dentina reacional (ambas negativas para FN) (X100).

Fig. 3G - Intervalo de 7 dias, apresentando tecido pulpar coronario integro, com expressao
positiva para FN em toda a sua extensido, sendo mais acentuada na area da exposicao
(X40).

Fig 3H — Periodo de 70 dias de pos-operatério, com ténue expressao de FN, presente no

tecido pulpar em padrao reticular. Barreira dentinaria negativa (X100).
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Discusséo

O reparo pulpar, caracterizado pela formagcdo de uma barreira de tecido
mineralizado, também conhecida como ponte de dentina, tem sido relatado depois
do capeamento pulpar direto com materiais contendo Ca(OH), (Schroder 1985, Mjor
et al. 1991, Cox et al. 1996, Stanley 1989, Heys et al. 1990, Demarco et al. 2001), e
MTA (Tziafas et al. 2002, Menezes et al. 2004, Queiroz et al. 2005). As
caracteristicas morfologicas teciduais observadas neste estudo, mostraram uma
resposta pulpar favoravel, com formacéo de ponte de dentina para os dois materiais
utilizados (Leites 2006), concordando com os resultados relatados na literatura
(Schroder 1985, Mjor et al 1991, Cox et al. 1996, Stanley, 1989, Heys et al. 1990,
Pitt Ford et al. 1996, Tziafas et al. 2002; Queiroz et al. 2005).

A literatura reporta uma série de estudos sobre reparo pulpar frente ao
capeamento pulpar direto, realizados em modelos animais (Heys et al. 1990, Tziafas
et al. 1992, Oguntebi et al. 1995, Tziafas et al. 1995, lzumi et al. 1998). E importante
lembrar que ha uma certa limitacdo na extrapolagcao direta dos resultados obtidos em
modelos animais para os achados em humanos, uma vez que a capacidade de
resposta pode ser diferente entre as espécies (Costa et al. 2000). Essas diferencas
devem ser levadas em consideragao na interpretagcado das respostas teciduais, muito
embora, as exigéncias éticas em relagdo ao estudo em humanos tornam os
experimentos de modelos in vivo em animais, uma alternativa plenamente aceitavel.
(Goldberg & Smith 2004).

Oguntebi et al. (1995), estudando o reparo pulpar em suinos em miniatura,
registram que a participacdo dos componentes da matriz extracelular, na
dentinogénese reparativa, parece ser mais importante do que a agéo dos diferentes
materiais capeadores.

No presente estudo imunoistoquimico, também realizado em modelo suino,
nao foram observadas diferengas na expressao das glicoproteinas TN e FN durante
o reparo pulpar, avaliado no periodo de 70 dias, entre os materiais de capeamento
cimento contendo Ca(OH), e MTA. No entanto, aos 7 dias, como o quadro
histolégico apresentou diferengas entre os materiais, com infiltracdo inflamatodria
polimorfonuclear vista na totalidade dos casos capeados com Ca(OH), mas em
poucos casos capeados com MTA, o perfil imunoistoquimico também demonstrou
padrao distinto. Nos sitios inflamatdérios ndao houve imunorreatividade para FN e TN,

resultado também reportado por Martinez et al. (2000), na avaliagdo da localizagao
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destas glicoproteinas em polpas inflamadas. Esses autores sugeriram que o padrao
de expressdao da TN poderia estar relacionado com as fases do processo
inflamatorio e que ela poderia funcionar como mediadora em alguns estagios do
mesmo. No entanto, sdo suposi¢coes que merecem estudos mais especificos sobre o
assunto. E bem verdade que a TN e a FN acompanham as fibras colagenas, uma
vez que estas duas glicoproteinas sao constituintes da matriz extracelular do tecido
conjuntivo pulpar (van Amerongen et al. 1984, Thesleff et al. 1987, Lukinmaa et al.
1991, Hillmann & Geurtsen 1997, Martinez et al. 2000, Piva et al. 2006). Nao é
surpresa, pois, que essas glicoproteinas sejam amplamente expressadas no
restante do tecido pulpar sem inflamacao e na maioria das amostras de MTA sem
qualquer reposta inflamatéria e estejam ausentes nos sitios inflamatorios, locais em
que as fibras colagenas sédo destruidas pela acdo de mediadores quimicos e de
enzimas proteoliticas, secretados pelas células inflamatérias.

Apesar da expressao TN-C, também investigada neste estudo, estar ausente
ou muito reduzida em orgaos desenvolvidos (Chiquet-Ehrismann & Chiquet 2003), ja
estad bem estabelecido que esta glicoproteina encontra-se amplamente distribuida no
tecido pulpar. Thesleff et al. (1987) sugeriram que a abundéncia de TN na polpa
dentaria estaria associada a manutencao da capacidade das células deste tecido em
diferenciarem-se em células formadoras de tecido duro.

Adicionalmente, a expressdo da FN em areas de focos hemorragicos é
esperada, uma vez que a FN pode ser encontrada no plasma e outros fluidos
corpoéreos (Hynes & Yamada 1982), em sua forma soluvel.

Na area de reparo pulpar, sete dias apés o capeamento, foi observada a
expressdo dos antigenos FN e TN sob a exposicdo e nas areas adjacentes a
barreira dentinaria, precocemente depositada em metade das amostras capeadas
com MTA e em apenas dois casos capeados com Ca(OH),. Pressupdes-se, como ja
foi observado no reparo pulpar de ratos (Schroder 1985) que a reatividade tecidual
seja maior nestes animais do que no homem, o que justificaria o aparecimento tao
precoce da barreira dentinaria. Além disso, o MTA parece ser capaz de manter a
integridade pulpar, bem como estimular a formagao de ponte de dentina (Tziafas et
al. 2002, Salako et al. 2003, Queiroz et al 2005, Parirokh et al. 2005), tendo em vista
que este capeador mostrou uma resposta inflamatéria menor neste periodo, o que
pode significar, provavelmente, um efeito menos agressivo do mesmo sobre os

tecidos. Assim, o padrao de expressao das duas glicoproteinas nestes sitios nao foi
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propriamente diferente, o que variou foi o padrao de resposta pulpar frente a estes
materiais em determinados espécimes.

Na regido interodontoblastica foi observada marcagédo positiva das duas
glicoproteinas estudadas, como relatado na literatura (Linde et al. 1982, Farges et al.
1995, van Amerongen et al. 1984, Karjalainen et al, 86, Lukinmaa et al. 1991,
Yoshiba et al. 1994, Yoshiba et al. 1995, Yoshiba et al. 1996). Tem sido
demonstrada a presenca de material fibrilar entre os odontoblastos (Bishop &
Yoshiba 1992), sugerindo que estas fibras, positivas para a FN, poderiam
corresponder as fibras von Korff (Yoshiba et al. 1996), as quais guiariam as células
precursoras das ceélulas odontoblastoides em sua migragao, adesdo, bem como na
organizagdo e formacdo de dentina reparativa, promovendo um elo de unido
mecanico-biolégico entre as fibras colagenas do interior da polpa e as células
semelhantes aos odontoblastos recém formadas. (Kitasako et al. 2002). Além disso,
tais fiboras FN+ parecem ter importante papel na manutengdo da morfologia colunar
alta do odontoblasto, (Yoshiba et al. 1994). Outros estudos tornam-se necessarios
para confirmar tal correspondéncia, tendo em vista que ainda ha controvérsias em
relacdo a denominagao mais adequada para essas fibras (Ten Cate 1998).

Novamente é constatado, através do estudo da expressédo da TN e da FN nos
estagios precoces do reparo pulpar que os eventos da dentinogénese reparativa
repetem a dentinogénese primaria (Smith & Lesot 2001). No desenvolvimento
dentario, ambas glicoproteinas estdo localizadas na membrana basal e acredita-se
estarem envolvidas no alinhamento e diferenciacao das células da papila dental em
odontoblastos (Lesot et al. 1981;Thesleff et al. 1989), na presenca de fatores de
crescimento como o TGF-f (Smith et al. 1998). No reparo pulpar, tem sido
demonstrado que uma rede de FN e fibrina, em contato com cristais do cimento
contendo Ca(OH);, poderiam mediar a migracao, proliferacdo e adeséo de células
que sintetizariam uma matriz de fibrodentina rica em FN, culminando com sua
diferenciagdo em células odontoblastdides (Seux et al. 1991, Tziafas et al. 1992,
1995, Yoshiba et al. 1996). Desta maneira, a matriz dentinaria inicial, rica em FN,
desempenharia papel similar ao da membrana basal (Ruch 1985), demarcando o
papel crucial desta glicoproteina na interagdo entre as células odontoblastoides e
essa matriz primitiva (Veis 1985, Karjalainen et al. 1986, Magloire et al. 1988). Além
disso, a FN também tem sido relacionada a diferenciacdo odontoblastica sob agao

de agentes capeadores em estudos in vitro (Seux et al. 1991, Veron et al. 1990).
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A TN, como uma glicoproteina anti-adesiva, por sua vez, poderia agir
modulando a relagcdo adesiva entre célula precursora da célula odontoblastoide e a
FN, modificando-a e possibilitando, desta forma, a sua migragdo (Orend & Chiquet-
Ehrismann 2000), gracas a criagdo de uma via de menor resisténcia de permeio a
uma matriz rica em FN (Mackie et al. 1988, Sage & Bornstein 1991, Chiquet-
Ehrismann et al. 1986, Thesleff et al. 1987). Desta maneira, poderia-se explicar a co-
expressado dessas duas glicoproteinas com fungdes antagbnicas num mesmo sitio
da exposicao pulpar, regido envolvida com o reparo, o que também é visto em outras
condigdes patoldgicas relacionadas a cicatrizagado, nas quais a expressao de TN-C
tem sido associada a da FN (Chiquet-Ehrismann & Chiquet 2003).

As dentinas reparativa e reacional, ja presentes aos 7 dias e Vvistas
obliterando a polpa coronéaria aos 70 dias, ndo demonstraram imunorreatividade
para TN e FN. Também nas dentinas sadias primaria e secundaria, bem como na
dentina reacional, em todos os intervalos de tempo, a TN e a FN estiveram
ausentes, concordando com outros estudos reportados na literatura (Lukinmaa et al.
1991, Karjalainen et al. 1986, Farges et al. 1995, Yoshiba et al. 1994, Thesleff et al.
1991, van Amerongen et al. 1984, Piva et al. 2006). A TN expressa-se em matrizes
extracelulares que serao posteriormente mineralizadas, estando ausente nos tecidos
que completaram sua mineralizagdo (Thesleff et al. 1987, Lukinmaa et al. 1991,
Tucker et al. 1991, Martinez et al. 2000). Tal expressédo parece atuar na regulagéo
da diferenciacdo de células envolvidas na formagao dessas matrizes. A marcante
imunorreatividade para TN na pré-dentina em todos os periodos avaliados neste
estudo, e também observada por outros autores (Lukinmaa et al. 1991, Martinez et
al. 2000, Piva et al. 2006), parece confirmar este achado, pois ela também é
considerada fronte de mineralizagao, ou seja, matriz dentinaria que prepara-se para
ser mineralizada. A presenca da TN na interface entre tecido mineralizado e néao
mineralizado implica na fungédo desta glicoproteina em mediar o estresse mecanico
(Lukinmaa et al. 1991).

Por outro lado, a expressao da FN na pré-dentina neste modelo suino foi
extremamente variavel, como os achados da literatura para os estudos em humanos.
Alguns autores observaram imunorreatividade para a FN neste sitio (Yoshiba et al.
1996, Piva et al. 2006), enquanto outros relatam que a FN n&o € um constituinte da
pré-dentina humana (Lukinmaa et al. 1991, Karjalainen et al. 1986). Em ratos, a FN

foi detectada na pré-dentina em estagios iniciais, estando ausente na matriz
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sintetizada por odontoblastos totalmente diferenciados (Thesleff et al. 1979, Lesot et
al. 1981, Thesleff et al. 1981, Linde et al. 1982). Em virtude da escassez de estudos
sobre a expressdao da matriz extracelular no modelo suino, ndo € possivel
estabelecer conclusdes mais precisas a respeito da variabilidade da expressao da
FN observada no presente trabalho. Apesar disso, concordamos com Lukinmaa et
al. (1991) ao enfatizar que a constituicdo da pré-dentina de diferentes espécies e
estagios de desenvolvimento pode variar.

Assim, depreende-se deste estudo que o futuro da terapia pulpar vital devera
basear-se em estratégias que envolvam a bioestimulacao deste tecido. Desta forma,
€ de fundamental importancia o conhecimento dos mecanismos moleculares de

sinalizagao entre a ME e as células pulpares.

Conclusdes

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se verificar a ativa
participacdo da ME e suas principais glicoproteinas (TN e FN) no reparo pulpar em
suinos, apés capeamento com Ca(OH), e MTA, as quais parecem exercer papel
fundamental na diferenciagcdo odontoblastica e na manutengcao da morfologia da
célula odontoblastoide, bem como na mineralizagdo da matriz dentinaria
neoformada.

No estagio inicial do reparo pulpar (7 dias), as diferengas observadas entre os
materiais de capeamento estudados, quanto ao perfil imunoistoquimico demonstrado
para TN e FN, foram decorrentes do distinto quadro histolégico exibido para os
mesmos. Quando houve infiltracdo inflamatéria polimorfonuclear (totalidade dos
casos capeados com Ca(OH); e raros casos capeados com MTA), néo se verificou
imunorreatividade para FN e TN. Sugere-se que, como estas glicoproteinas sao
amplamente expressadas no tecido pulpar, acompanhando as fibras colagenas, nos
sitios inflamatérios em que a ME esta destruida, a TN e a FN, como seus
componentes, também n&o estejam presentes.

O perfil de expressao imunoistoquimica das duas glicoproteinas estudadas foi
semelhante no estagio mais avangado do reparo pulpar analisado neste estudo (70
dias), sendo ausente nos tecidos mineralizados das dentinas fisiologicas e terciarias
(reparativa e reacional) e limitando ao tecido pulpar remanescente, o que esta de

acordo com o observado na literatura para outros modelos animais.
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Os resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia dos componentes
da ME, mais especificamente das glicoproteinas TN e FN, nos eventos que
envolvem o reparo pulpar, apdés controle do sangramento com diferentes agentes
hemostaticos (estudo em modelo humano) e capeamento com materiais de prote¢ao
distintos (modelo suino). TN e FN parecem exercer papel fundamental na
diferenciagdo odontoblastica e na manutengcdo da morfologia da célula
odontoblastdide, bem como na mineralizacdo da matriz dentinaria neoformada.

Considerando os modelos de estudo in vivo utilizados, em humanos né&o
houve diferenga quanto ao padrao de expressédo da TN e da FN entre os diferentes
agentes hemostaticos estudados.

No estudo realizado em suinos, as diferencas observadas no estagio inicial do
reparo pulpar, entre os materiais de capeamento estudados, quanto ao perfil
imunoistoquimico da TN e FN, foram decorrentes do distinto quadro histoldgico
exibido para os mesmos. No estagio mais avangado do reparo pulpar, ndo houve

diferenga entre os materiais quanto a expresséo das glicoproteinas estudadas.
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Abstract

Silva AF, Tarquinio SBC, Demarco FF, Piva E, Rivero
ERC. The influence of haemostatic agents on healing of healthy
human dental pulp tissue capped with calcium hydroxide.
International Endodontic Journal, 39, 309-316, 2006.

Aim To investigate the hypothesis that different hae-
mostatic agents could impair the histological response
of human pulps capped with calcium hydroxide.

Methodology Forty-five third molars scheduled for
extraction were selected. Class I cavities with pulp
exposures were prepared. Three agents were used to
control bleeding: 0.9% saline solution (control,
n = 14), 5.25% sodium hypochlorite (n = 16) and
2% chlorhexidine digluconate (n = 15). The pulps
were dressed with hard-setting calcium hydroxide
cement. After 7, 30 or 90 days, teeth were extracted,
formalin-fixed and prepared for histochemical tech-
niques. The biological response was categorized using
the following criteria: inflammatory response, soft
tissue organization, reactionary dentine and reparative

dentine. Data were submitted to statistical analysis,
using nonparametric Kruskal-Wallis one-way analysis
of variance on ranks. Differences amongst groups were
detected using Dunn’s method.

Results The statistical analysis disclosed that whilst
inflammatory response decreased over time, reaction-
ary dentine deposition and reparative dentine forma-
tion increased in the latter periods of evaluation
(P < 0.05). The three agents had similar performances
for all criteria evaluated. The conventional pulp
response to calcium hydroxide was observed over time,
and complete pulp healing was observed in 88% of the
specimens after 90 days.

Conclusion The three haemostatic agents did not
impair the healing process following pulp exposure and
capping with calcium hydroxide at different time
intervals investigated.

Keywords: biocompatibility, calcium hydroxide,
haemostatic agents, pulp healing.
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Introduction

The maintenance of pulp vitality has been a challenge
for restorative dentistry (Smith et al. 2002), yet it is
essential for the preservation of the pulp—dentine
complex. In the last few decades, vital pulp therapies
have been developed; however, the long-term clinical
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evaluation of teeth with capped pulps has demonstrated
a significant reduction in the maintenance of vitality
(Barthel et al. 2000).

Several factors influence the outcome of pulp capping,
amongst them the effective control of bleeding, which is
necessary to improve the favourable prognosis of
conservative vital therapy (Stanley 1989). An ideal
haemostatic agent should be bacteriostatic and/or a
bactericide, when used in pulp exposures created by
caries removal. If the control of bleeding fails, the
development of a blood clot between the capping
material and pulp tissue would prevent intimate contact,
favouring the persistence of a chronic inflammatory
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response whilst impairing the healing process (Schroder
1973,1985, Stanley 1989, Cox et al. 1998, 1999, Costa
et al. 2001).

Few studies have investigated the influence of
haemostatic agents on the healing process. One of the
most common agents to control pulp bleeding is saline
solution. However, this substance might not be effective
in some situations (Stanley 1989). The application of
sodium hypochlorite (NaOCl) has been considered
successful in adhesive pulp capping and has shown
biocompatibility when used as a haemostatic agent
(Cox et al. 1998, Costa et al. 2001, Hafez et al. 2002).
However, a severe cytotoxic effect has been observed in
cell cultures with sodium hypochlorite, even in low
concentrations (Heling et al. 2001). The biocompati-
bility of chlorhexidine digluconate has not been deter-
mined completely (Thomas et al. 1995). Disastrous
results were obtained in adhesive capping in monkey
pulps using 2% chlorhexidine as the haemostatic agent
(Pameijer & Stanley 1998). Conversely, Horsted-
Bindslev et al. (2003) observed only mild inflammatory
reactions after application of 0.2% chlorhexidine dig-
luconate in human pulps.

The null hypothesis of this study was that different
haemostatic agents do not impair the healing process of
human pulps capped with calcium hydroxide. Thus, the
study evaluated the interference of three haemostatic
solutions on the repair process (0.9% saline solution,
5.25% sodium hypochlorite or 2% chlorhexidine digluc-
onate) used prior to calcium hydroxide application.

Materials and methods

Experimental design and direct pulp-capping
procedures

The research protocol was approved by the Ethics
Committee, Federal University of Pelotas (no. 048/
2002). All patients provided written consent to parti-
cipate in the study. Forty-five human maxillary third
molars scheduled for extraction for orthodontic reasons
were selected. Teeth were from 14 males (54%) and 12
females (46%), with a mean age of 23 (£2.59) years.
Local anaesthesia was administrated (Mepivicaine 2%
with 1 : 100,000 epinephrine — DFL Industria e
Comércio Ltda, Rio de Janeiro, R], Brazil). The operative
and restorative procedures were carried out under
rubber dam isolation. Prophylaxis was performed with
rubber cups and pumice.

Class 1 cavities were prepared, using a round
diamond bur no. 1014 (KG Sorensen Ind. & Com.

International Endodontic Journal, 39, 309-316, 2006

Ltda, Sao Paulo, SP, Brazil) to remove enamel and a
carbide bur no. 330 (KG Sorensen) for dentine
removal. Burs were used in high-speed handpieces,
under copious air/distilled water cooling, and were
replaced after each cavity preparation. The cavity
floor was deepened until pulp exposure. The active
point of the bur determined the size of the exposure
(0.08 mm). The procedures were performed to avoid
pulp tissue damage by bur intrusion, which could
impair healing and also affect the histological
analysis.

The cavities were randomly divided into three
groups, based on different agents used to treat the
pulp exposure: 0.9% saline solution (control); 2%
chlorhexidine digluconate or 5.25% sodium hypo-
chlorite (Table 1). A randomization table was used to
define the agent, so that each patient had one of the
treatments distributed by chance, and necessary
adjustments were made to assure an equal treatment
distribution. In those cases where the patient provi-
ded more than one tooth, different agents were
applied in the same individual. Soon after pulp
exposure, a sterilized cotton pellet soaked in the
appropriate solution, based on the group, was applied
with light pressure for 30 s. The cavity was then
gently dried with absorbent paper and sterilized
cotton pellets.

Hard-setting calcium hydroxide cement — Dycal
Advanced Formula II® (Dentsply, Petrépolis, R, Brazil)
was used as the capping material. Following the
capping procedure, the cavity preparation was condi-
tioned with 35% phosphoric acid for 30 s in enamel
and 15 s in dentine. Two coats of a one-bottle adhesive
system (Single Bond; 3M ESPE, St Paul, MN, USA) were
applied and photo-activated for 20 s. The cavities were
incrementally filled with a microhybrid composite resin

Table 1 Representation of the study design

Number of speci-
men (n)/days

7 30 90 Total

Group days days days specimens (n)
Saline solution 4 5 5 14
Sodium hypochlorite 5 5 6 16
Chlorhexidine digluconate 5 5 5 15
Total specimens (n) 14 15 16 45

Saline solution (control group): 0.9% sodium chloride — Aster
Medical Products, SP, Brazil (batch 0944/08/T); 5.25% sodium
hypochlorite: Uso Indicado — pharmacy of handling (certificate
of quality ISO 9002); 2% chlorhexidine digluconate: FGM
Dentistry Products, SC, Brazil (batch 30381).

© 2006 International Endodontic Journal
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(Filtek Z250; 3M ESPE). Each increment was photo-
activated for 20 s. A XL 3000 (3M ESPE) light curing
unit was used during the study, with an energy
>450 mW cm™2. After rubber dam removal, the occlu-
sion was checked to remove premature occlusal con-
tacts, which could lead to additional mechanical injury
and interfere with the healing process. One experienced
operator performed all the operative and restorative
procedures.

Histopathological examination

According to International Standardization Organiza-
tion (ISO) 7405 guidelines (ISO-7405 1997), the teeth
were extracted after 7, 30 or 90 days (Table 1). The
apices were sectioned with a diamond bur, under air-
water cooling. The teeth were fixed in 10% formalin
solution for 48 h and then demineralized in 20% formic
acid. Specimens were paraffin-embedded and serially
sectioned (4 pm). Serial sections were stained by
haematoxylin and eosin (HE) to observe the healing
process or the Brown & Hopps (1973) technique to
detect the presence of bacteria. Histological sections
were evaluated using light microscopy based on the
criteria shown in Table 2.

Statistical evaluation

Each criterion for each specimen was determined and
the results were submitted to statistical analysis, using
the software SigmaStat for windows 3.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). The confidence level was set at 95%
(P < 0.05) and the data were evaluated using non-
parametric Kruskal-Wallis one-way analysis of var-
iance on ranks. Differences amongst groups were
detected using Dunn’s method.

Results

Morphological analysis

Seven-day follow up

e Group I (n=4) — control, 0.9% saline solution
(Fig. 1a): no inflammatory infiltrate was observed.
Frequently, when evaluating the tissue organization,
areas of haemorrhage could be seen. Some samples
showed tissue loss at the exposure site with a thin
underlying necrotic layer. In other specimens, the
tissue loss was larger. Neither reactionary dentine nor
dentine barrier formation was detected at the exposure
site.
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Table 2 Scores attributed for the levels of the histological criteria evaluated (ISO 7405 and adapted from Akimoto et al. 1998)

Criteria for the morphological analysis

Reactionary dentine Reparative dentine

Soft tissue organization

Inflammatory response

Scores

None: no dentine barrier formation

Normal: there was no injury, disrup- None: no evidence of additional

the pulp contained few

None:

dentine deposition at the injury

site

tion or loss of cell survival

inflammatory cells or an absence

there was some dentine

cells at the exposure site, in focal

areas
Intense: there was uniform dentine

deposition by the odontoblast-like
formation by the odontoblast-like

cells at the exposure site

Mild:

a thin layer produced by the ori-
ginal odontoblasts
Intense: there was deposition of a
thick and uniform layer of reaction-

dentine deposition, constituted by
ary dentine

Mild: there was a mild increase in
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leucocytes
involving more than one-third of

the coronal pulp
Severe: the pulp tissue was largely

with cut tubules of the cavity floor

Mild: the pulp had localized inflam-
matory cell lesions predominated

by polymorphonuclear leucocytes
or mononuclear lymphocytes

Moderate: the pulp had polymor-
necrotic, following chronic inflam-

of inflammatory cells associated
matory cell injury

phonuclear
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Figure 1 Seven-day follow-up. (a) 0.9% SS group. Loss of pulp tissue is observed, which is covered by a thin necrotic layer. Neither

inflammatory infiltrate nor reactionary and reparative dentine was observed. (b) 5.25% SH group. A small loss of soft tissue,

restricted to the exposure site, and mild chronic inflammatory infiltrate were observed adjacent to this area. There was no evidence

of any reactionary dentine or dentine barrier formation. (c) 2% CD group. Exposure area demonstrated small pulp tissue retraction

and presence of inflammatory cells. (d) Magnification of ¢ (x100). The arrow-head highlights the focus of the inflammatory

infiltrate. SS, Saline solution; SH, sodium hypochlorite; CD, chlorhexidine digluconate. Haematoxylin—eosin stain, original

magnification x25 (a, b and ¢) and x100 (d).

e Group I (n=15) — 5.25% sodium hypochlorite
(Fig. 1b): Generally, mild chronic inflammatory infil-
trate was observed adjacent to the pulp exposure.
Haemorrhage was also noted in the pulp tissue. Almost
the entire pulp showed normal morphology, exhibiting
loss of soft tissue organization restricted to the exposed
pulp area. There was no evidence of any reactionary
dentine or dentine barrier formation.

e Group III (n=15): 2% chlorhexidine digluconate
[Fig. 1(c, d)]: Frequently, the samples treated with this
solution demonstrated similar inflammatory pulp
response and soft tissue organization to 5.25% sodium
hypochlorite. Similarly, no reactionary dentine or
dentine barrier was observed.

Thirty-day follow up

e Group I (n=5) — control, 0.9% saline solution
[Fig. 2(a, b)]: Variable histological findings were
observed in the control group when the inflammatory
cell response and reactionary dentine deposition/
dentine barrier formation criteria were analysed.
Some samples exhibited no inflammatory cells or
osteodentine barrier. Other specimens showed a
moderate inflammatory response associated with

International Endodontic Journal, 39, 309-316, 2006

superficial necrosis at the exposure site, either with-
out dentine barrier formation or with some reparative
dentine deposition. A small loss of pulp tissue was
noted in all samples.

e Group II (n=5) — 5.25% sodium hypochlorite
[Fig. 2(c, d)]: No inflammatory cell infiltrate was
observed. Frequently, a dentine barrier was formed by
thin irregular nontubular dentine with cellular inclu-
sions. However, one case showed reparative tubular
dentine with a well-established odontoblastic layer
under it. Generally, a small, thin rim of new reaction-
ary dentine was observed.

e Group III (n=15): 2% chlorhexidine digluconate
[Fig. 2(e, f)]: Inflammatory cell response was usually
absent, although two cases demonstrated scattered
mononuclear cells throughout the pulp tissue. A
thicker dentine barrier than that formed with 0.9%
saline solution or 5.25% sodium hypochlorite was
observed. Additionally, initial tubular dentine barrier
was observed under nontubular dentine in some
cases. A thin layer of reactionary dentine was
frequently present along adjacent walls of cavity
preparation. Little pulp tissue was lost at the expo-
sure site.

© 2006 International Endodontic Journal
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Figure 2 Thirty-day follow up. (a) 0.9% SS group. Dentine barrier formation can be observed at the exposure interface, which
showed foci of haemorrhage. (b) In evidence (from a), the odontoblast-like cells aligned under reparative dentine (arrow).
(c) 5.25% SH group. A thin, nontubular dentinal barrier was formed. Small loss of tissue was present at the exposure site.
(d) Specimen treated with 5.25% SH group exhibiting dentine barrier continuous with the reactionary dentine. (e) 2% CD group.
Thick osteodentine barrier was present. No inflammatory cells were observed. (f) In higher magnification (from e), dentine barrier.
S8, saline solution; SH, sodium hypochlorite; CD, chlorhexidine digluconate. Haematoxylin—eosin stain, original magnification x25

(a, ¢ and e) and x100 (b, d and f).

Ninety-day follow up

e Group I (n=5) — control, 0.9% saline solution
[Fig. 3(a, b)]: Inflammatory response was always
accompanied by a loss of pulp tissue limited to the
exposure area. Variable degrees of dentine barrier
formation were observed. Fibrodentine/osteodentine
was mainly present and two specimens exhibited a
tubular dentine barrier with odontoblast-like cells
aligned beneath. Reactionary dentine was observed in
all specimens, as a thick and uniform deposition in the
adjacent walls of cavity exposure.

e Group II (n=6) — 5.25% sodium hypochlorite
[Fig. 3(c, d)]: Inflammatory cell response was not
present in any specimen. Dentine barrier formation
was always observed as a continuous hard tissue
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composed of an osteodentine outer layer and an inner
layer of tubular dentine, with odontoblast-like cells
aligned at the pulp tissue interface. A small loss of pulp
tissue was noted, just near to the exposure site. In
relation to reactionary dentine formation, a thick layer
was observed in all cases.

e Group III (n=15): 2% chlorhexidine digluconate
(Fig. 3e). Only one case, in which the dentine barrier
was not formed, demonstrated the presence of a few
scattered inflammatory cell responses at the exposure
interface. In the remaining specimens, at this interval,
thick dentine barriers were found with odontoblast-like
cells subjacent to them. Soft tissue formation and
reactionary dentine findings were closely related to
those observed for sodium hypochlorite.

International Endodontic Journal, 39, 309-316, 2006
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Bacterial contamination

There was no bacterial staining in any section in all
periods of time as observed using Brown & Hopps
(1973) technique. The efficiency of the staining
technique was tested using carious teeth as a positive
control. All teeth in the positive control were stained
using this method.

Statistical results

Significantly higher inflammatory response was
detected for specimens at 7 days than for specimens
at 90 days (P < 0.01). The inflammatory response was
not influenced by different agents (P > 0.05). The three
agents tested presented similar behaviours regarding
soft tissue organization. The postoperative time had a
significant influence (P < 0.05) on reactionary dentine
formation: 90 days > 30 days > 7 days. Also, sodium
hypochlorite exhibited more reactionary dentine at
90 days than the three agents at 7 days (P < 0.05). No
significant difference was observed amongst agents
for reparative dentine formation. However, 90-day
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Figure 3 Ninety-day follow up. (a) 0.9%
SS group. At the exposure site, dentine
barrier with calcium hydroxide inclu-
sions was noted. (b) In evidence (from a),
the alignment of odontoblast-like cells
under tubular dentine barrier. (c) 5.25%
SH group. Dentine barrier formation was
observed composed of an outer layer of
osteodentine and an inner layer of
tubular dentine, with odontoblast-like

-" cells aligned beneath. A thick layer of
y ; ‘II reactionary dentine was also noticed.
,prf & y (d) 5.25% SH group, specimen high-
L

lighting the tubular organization of
dentine barrier, which was underlined
by odontoblast-like cells. Calcium
hydroxide inclusions were also present.
(e) 2% CD group. Exposure site showing
dentine barrier and calcium hydroxide

‘-..-.#J" Gt -3

cement. SS, saline solution; SH, sodium
hypochlorite; CD, chlorhexidine digluco-
nate. Haematoxylin—eosin stain, original
magnification x25 (a, ¢ and e) and x100
(d) and x200 (b).

specimens exhibited greater reparative dentine forma-
tion than 7-day specimens (P < 0.001). The 30-day
specimens were similar to 90-day specimens.

Discussion

In this study, the agents used to control bleeding were
biocompatible. Despite there being no significant differ-
ences observed between them, during the morphologi-
cal descriptive analysis at the 7 days follow-up period,
it was possible to observe the inert response to saline
solution, when compared with sodium hypochlorite or
chlorhexidine digluconate. No inflammatory response
was observed for saline, whilst the two other solutions
exhibited a mild inflammatory infiltrate. Sodium hypo-
chlorite has tissue dissolution capacity, interfering with
the cytoplasmic membrane integrity by causing irre-
versible enzymatic inhibition, biosynthetic alterations
in cell metabolism and phospholipids destruction in
lipid peroxidation (Estrela et al. 2003). This is the
reason for its bactericidal effect as well as the explan-
ation for adjacent pulp cell destruction. Chlorhexidine
digluconate provides the capacity to precipitate cellular
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membrane proteins, altering the cellular osmotic
balance (Estrela et al. 2003), causing cellular lyses. In
a recent study, Hernandez et al. (2005) observed that
fresh mineral trioxide aggregate (MTA) mixed with
chlorhexidine produced increased cytotoxicity when
compared with fresh MTA and sterile water. However,
this finding was not observed in set MTA with
chlorhexidine (material which was allowed to dry for
24 h). Despite the initial mild inflammatory response
observed in the present study, chlorhexidine and
sodium hypochlorite solutions did not impair the
inherent healing capacity of pulp tissue, which was
confirmed by dentine barrier formation and absence of
inflammation at the 90-day follow up.

At 30 days, variable results were observed mainly in
relation to reparative dentine deposition. In some
specimens, dentine deposition was formed predomi-
nately by fibrodentine or osteodentine, whilst in others
there was complete dentine barrier formation. In a few
other samples this barrier was absent. These findings
could be related to the high metabolic activity and the
transitory characteristics of this period, showing differ-
ent speeds in the deposition of dentine matrix in
different specimens.

After 90 days, the three agents had similar responses.
Independent of the used substance, in this period there
was a tendency for more organized dentine barriers
with the experimental agents, presenting slightly
increased tubular dentine deposition, indicating an
advanced stage in the repair process. However, signifi-
cant enhanced reactionary dentine deposition was
observed with ageing (90 days > 30 days > 7 days).
At 90 days, sodium hypochlorite presented significantly
more reactionary dentine deposition than all agents at
7 days. Sodium hypochlorite has the capacity to solu-
bilize the mineralized dentine matrix (Rosenfeld et al.
1978, Zhao et al. 2000) releasing growth factors,
especially TGF-f (Tziafas et al. 2000, Smith 2003). It
has been demonstrated that TGF-f1 and TGF-f£3
isoforms have the ability to stimulate extracellular
matrix secretion by odontoblast cells, thus, stimulating
reactionary dentine deposition (Smith 2003).

The results obtained in this study confirmed the null
hypothesis tested that the three agents did not cause
interference in healing process after capping with
calcium hydroxide. Nevertheless, these results were
obtained in healthy pulps and the correlation with the
response in inflamed pulps should be made with
caution, because the presence of bacteria or their
metabolites provokes pulp degeneration and expressive
molecular alterations (Huang et al. 2005). Therefore,
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additional studies should investigate the response of
these agents in pulp tissue that has previously been
injured during the caries process.

Conclusions

This histological study showed that 5.25% sodium
hypochlorite and 2% chlorhexidine digluconate have
similar behaviours when compared with the control
(0.9% saline solution), and that no agent had impaired
the pulp healing process following capping with
calcium hydroxide.
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ANEXO 3

Pelotas, 12 de julho de 2005.

DO:  Prof. Wladimir Padilha da Silva
Presidente da Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) da
UFPel

AQO: Prof. Anténio Cesar Bortowiski Rosa Leites
Senhor Professor:

_Informamos que apds submissio ao consultor Ad Hoc, o projeto
intitulado “Uso de agentes capeadores pulpares diretos em dentes de
suinos”, foi aprovado pela CEEA da UFPel em reunido realizada no dia
08/07/05 (Ata 03/2005). Outrossim, salientamos que possiveis alteragdes no
projeto original sejam submetidas a analises por essa comiss&o. Solicitamos
que o referido projeto seja encaminhado em versdo eletronica para o e-mail
bl : , para que possa ser armazenado no banco de dados da
CEEA.

Em anexo, encaminhamos o parecer com as sugestdes do consultor e
documento sobre os principios éticos na experimentagdo animal.

Sendo o que tinhamas para 0 momento, subscrevemo-nos.

Atenciosamente.

DIRE DEPTO. DE PESQUISA
PRP2G/UFPel





