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RESUMO

O objetivo deste estudo foi de investigar aspectos morfoldgicos e
imunoistoquimicos do complexo dentina-polpa durante o processo de reparo
diante a uma condicao de carie. Para isso, diferentes materiais restauradores
foram empregados em diferentes tempos. Sessenta ratos Wistar machos foram
utilizados neste estudo (protocolo aprovado pelo comité de ética - CEEA/625-2).
Em 40 animais foi induzida a lesdo de carie durante sete semanas. Os animais,
sob anestesia geral, tiveram seus dentes restaurados. A lesdo de carie foi
removida apenas nas paredes circundantes, sendo deixado tecido cariado no
assoalho pulpar. O primeiro molar inferior esquerdo foi restaurado com cimento de
oxido de zinco e eugenol modificado: OZE (IRM®) ou com sistema adesivo
autocondicionate (Clearfil SE Bond®) e Resina Composta (Filtek Supreme®)
(Adesivo). Outros 20 animais foram usados como o controle negativo, ou seja,
nenhuma carie induzida (CN). O molar inferior direito foi usado como controle
positivo (CP) para a progressdo da lesdo de carie divididos nos dois tempos
analisados. Ap6s 3 ou 15 dias do tratamento os animais foram mortos, suas
mandibulas removidas e fixadas em paraformaldeido a 10%, desmineralizados
com EDTA a 4% por 6-7 semanas e emblocados em parafina (n=10). Os blocos
foram seccionados e as amostras coradas por HE e analisadas por
imunoistoquimica (IMH). As analises foram feitas sob microscopia de luz por dois
examinadores calibrados. A analise histomorfologica foi estabelecida por indices
considerando degradacdo de dentina primaria/secundaria, inflamacdo e
integridade do tecido pulpar. O método estatistico empregado foi o teste de Mann-
Whitney (p<0,05). Para IMH foram usados cinco anticorpos: Anti-Colageno Tipo |
e Il (COL | e Ill), Anti-Fibronectina (FNC), Anti-Osteonectina (OSN) e Fator de
Crescimento Transformador 3-1 (TGFB-1). Quanto a analise morfolégica nenhuma
diferenca entre os materiais avaliados foi observada. Entretanto, foi possivel
verificar que apds 15 dias do tratamento, o grupo CP do Sistema Adesivo
apresentou acentuada resposta inflamatéria (p<0,05) e degradagdo de tecido
dentinario (p=0,02) maior que o grupo restaurado, sendo que nenhuma diferenca
foi observada para o grupo OZE em relagdo ao CP em nenhum dos critérios
analisados. Os resultados de IMH demonstraram que todos os grupos com
inducédo da carie demonstraram maior marcagado IMH quando comparados com o
CN. Entre os materiais nao existiu diferenca quanto a intensidade de expressao
de COL I e lll e OSN, mas existiu diferenca entre eles quanto a expressao do FNC
aos 15 dias e TGFB-1 aos 3 dias pos-tratamento. De acordo com a metodologia
empregada foi possivel concluir que a restauragao adesiva aplicada indiretamente
nao desencadeou processo inflamatério agudo no tecido pulpar e nem necrose a
polpa, mas contribuiu para a ativagdo do reparo do tecido, ja a restauracéo de
OZE nao demonstrou efetividade quanto a diminuigdo de progressao da lesao.

Palavras-chave: reparo pulpar, carie, ratos, complexo dentina-polpa, remocéao
parcial de carie



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate morphological and
immunohistochemistry aspects in the dentin-pulp complex during the process of
repair. Different restorative materials were used to restore affected dentin areas at
different time points. Methods: Sixty male Wistar rats were used (approved by
ethics committee -CEEA/625-2). Caries lesions were induced in 40 animals during
seven weeks. Caries affected dentin was partially removed and restoration
performed with ZOE (Gl) or Clearfil SE Bond and Filtek Supreme (Gll) in the first
left lower molar (LM). The right lower molar was used as positive control (PC). The
other 20 animals were used as negative control, no caries induced (NC). After 3 or
15 days of treatment the animals were sacrificed, their jaws removed and fixed
(10% paraformaldehyde), desmineralized (4%EDTA for 6-7 weeks) and paraffin
embedded (n=10). The blocks were sectioned and the material stained with
Hematoxylin-Eosin (HE) and Immunohistochemistry (IMH). Light microscopy
analyses were made by two calibrated examiners. For HE method the scores were
taken based on following criteria: dentin degradation, tissue inflammation, pulp
tissue integrity. Statistical analysis (Mann-Whitney test) were applied to compare
treatments. For IMH were used five antibodies: anti-I Collagen (I COL), anti-lI
Collagen (lll COL), anti-Fibronectin (FNC), anti-Osteonectin (OSN), and anti-
Transforming Grow Factor B-1 (TGF B-1). Results: No statistical significant
difference between materials was observed. However, it was possible to verify that
15 days after treatment the Gll positive control group presented statistically higher
scores of inflammatory response (p<0.05) and degradation of dentine (p=0.02);
however, no statistical significant differences were observed for Gl in relation to
the positive control in none of the analyzed criteria. The IMH results demonstrated
that all the groups with induction of caries was more accented the expression than
negative control and it there is not different in intensity of expression | COL, Il
COL and OSN in relation to material used, but there are different between them in
relation to the expression of FNC to the 15 days and TGFB-1 to the 3 days pos-
treatment. Inside of the limits this study was possible conclude that the IRM
restoration did not diminish the progression of the lesion; while Adhesive
restoration applied indirectly on pulp not unchains neither acute inflammatory
process nor neither necrosis to pulp, but contributed for the activation of the tissue
repair.

Key words: pulp repair, caries, rats, dentin-pulp complex, caries partial removal
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1 INTRODUGAO

Nos ultimas décadas, no campo da cariologia tem-se alcangado um
grande avan¢o no conhecimento da etiopatogenia da doenga carie, embora ainda
existam poucas informacgdes sobre o processo de reparo dentino-pulpar frente a
uma situagao de injuria provocada por carie (Ricketts, 2001; Lee et al., 2006).
Assim, apesar de conhecerem-se 0s possiveis mecanismos envolvidos nesta
resposta, pouco ainda se sabe sobre a sequéncia e intensidade deles na
presenca de inflamacgao.

Diante disso, a dentistica operatoria tem mudado sua filosofia de
tratamento cirurgico-restaurador a uma dentistica de minima intervencao (Tyas et
al., 2000). Com esta nova forma de abordagem, muitas terapias tém surgido por
meio de protocolos mais conservadores, os quais visam, na medida do possivel, a
minima remog¢ao de estrutura dentaria ou mesmo a perda de vitalidade dentaria.

Dessa forma, para evitar a exposicao do tecido pulpar e minimizar as
agressdes possibilitando assim o reparo do complexo dentina-polpa tém sido
empregados procedimentos cirurgicos restauradores que removem parcialmente o
tecido cariado. Esses tratamentos, conhecidos como ultraconservadores (Ricketts
et al, 2006), permitem a permanéncia da dentina afetada por caérie
(desmineralizada, porém n&o infectada) no assoalho pulpar/parede de fundo e
insercdo de material “bioestimulador” sobre esta regidao possibilitando resposta
inflamatdoria moderada estimulando a formagdo de tecido mineralizado
neoformado pela deposicdo de dentina peritubular ou de dentina reacional
(Goldberg & Smith, 2004).

Paralelamente, diferentes materiais vém sendo usados para
tratamentos restauradores conservadores, e até entdo na literatura poucas
avaliagbes clinicas existem sobre o desempenho desses materiais (Weerheijm et
al., 1992; Bjorndal et al., 1997; Mertz-Fairhurst et al., 1998; Maltz et al., 2002;

Oliveira et al., 2006; Akimoto et al., 2007), ou seja, pouco tem sido discutido sobre



a influéncia de cada material, uma vez que eles apresentam propriedades
quimicas diversas.

Sabe-se que a matriz extracelular participa diretamente nos processos
de resposta inflamatéria, de migragcéo e proliferagdo celular, como também da
atividade secretora (Alberts, 2002). Entretanto, existem poucas informagdes
sobre a expressdo, localizacdo e relacdo desses componentes da matriz
extracelular relacionadas com os eventos de reparo pulpar e dentinogénese
estimulados por diferentes materiais restauradores.

Como a cinética do equilibrio entre células e seu ambiente pode ser
modificada pela presenca de materiais, moléculas e ions da matriz extracelular
(Kardos et al., 1998) o objetivo deste estudo foi de avaliar os eventos de reparo
pulpar diante de situacdo provocada por lesdo de carie em modelo animal
utilizando diferentes materiais restauradores (6xido de zinco e eugenol modificado
e sistema adesivo autocondicionante/composito)

A hipotese deste trabalho é a de que a expresséao, localizacao e relagao
dos componentes da matriz extracelular estudados (colageno tipo I/lll,
fibronectina, osteonectina e fator de crescimento transformador 3-1) podem estar
relacionadas com os eventos de reparo dentino-pulpar e, ainda sendo modulados

por diferentes materiais restauradores.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O complexo dentina-polpa

A polpa dental possui populacdes de células diversificadas, incluindo
odontoblastos, fibroblastos, células mesenquimais indiferenciadas, células
perivasculares, células nervosas, células endoteliais, macréfagos, linfocitos,
mastdécitos, dentre outras. Estas células estdo localizadas na matriz extracelular
onde existem também glicoproteinas, como colageno tipo | e lll, fibronectina,
tenascina e ainda glicosaminoglicanos, proteoglicanos, fosfolipideos e agua
(Goldberg & Lasfargues, 1995).

Os odontoblastos sdo células pos-mitéticas altamente diferenciadas
responsaveis pela sintese e secregdo de matriz dentinaria e seus nucleos estéao
localizados na por¢gdo mais externa da polpa, sendo este local denominado de
camada odontoblastica. Logo abaixo desta camada encontra-se a regidao sub-
odontoblastica. Nesta regido duas zonas existem, ou seja, a zona pobre em
células ou zona de “Weill”, e subseqlente a esta, a zona rica em células. Esta
ultima apresenta como principal caracteristica a presengca de células
indiferenciadas. Logo depois temos a regido central pulpar. Neste local observa-se
grande numero de vasos e nervos (Katchburian & Arana, 2004).

A dentinogénese apresenta trés fendbmenos distintos. O primeiro
conhecido como dentina primaria € aquele onde a formacéo de dentina acontece
antes da erupcao do dente, sendo que esta dentina compreende a dentina do
manto e a dentina circumpulpar (Katchburian & Arana, 2004). O segundo tipo de
dentina denominado de dentina secundaria ocorre por toda a vida do dente apds a
completa formacao da raiz, de forma a compreender uma estreita faixa de dentina
em torno do tecido pulpar (Ten Cate, 2001) que com o passar do tempo tende a
diminuir o volume da camara pulpar. Por fim, o terceiro tipo de dentina €&
denominado de dentina terciaria. Sua ocorréncia se faz em situagdes de injuria e

compreende locais especificos, podendo manifestar-se por dois tipos



denominados de dentina reacional ou reparativa. Quando estimulos leves ou
moderados fazem com que os odontoblastos aumentem a sintese de matriz esta
dentina é denominada de dentina reacional (Smith, 2002). Entretanto, quando o
agente agressor seja ele quimico, mecanico ou bacteriano for intenso pode causar
a morte dos odontoblastos e fazer com que surjam células chamadas de
odontoblastoides, as quais apresentam fendtipo semelhante aos odontoblastos.
Sendo assim, estas células acabam por produzir dentina denominada de
reparativa (Smith et al., 2001; Smith, 2002). Esta, muitas vezes, acaba por
apresentar em seu interior inclusées celulares devido a sintese exacerbada da
matriz (Mjor et al., 1991).

A inflamacdo que ocorre no tecido pulpar é desencadeada pelos
mesmos constituintes inflamatérios de qualquer outro tecido do corpo humano,
entretanto, devido a particularidade de estar contida em paredes rigidas muitas
vezes o desfecho se faz diferente. Desta forma, o processo de reparo esta ligado
a diversos fatores, em especial ao grau de inflamacgéo existente.

Qualquer estimulo irritante é capaz de promover alteragdes no
complexo dentino-pulpar, as quais comegam desde alteracbes nos proprios
odontoblastos (Goldberg & Lasfargues, 1995), assim o grau de inflamagao sera
proporcional a intensidade do estimulo, sendo que injurias leves podem causar
pouca ou nenhuma inflamagéo, entretanto estimulos mais intensos geralmente
causam alteragbes mais severas podendo levar até a necrose, se persistentes (de

Lourdes Rodrigues Accorinte et al., 2006).

2.2 A matriz extracelular e seu papel no reparo do complexo
dentino-pulpar

Atualmente, sabe-se que os componentes da matriz extracelular (ME)
desempenham e realizam fungbes complexas, os quais podem influenciar o
desenvolvimento, migracdo, proliferagdo, forma e fungdo, com possivel papel na

atividade mitotica e secretéria. Em suma, a ME interliga as células com o meio,



transmitindo até elas as forgas externas e desempenhando importante papel na
regulacao das repostas celulares a esses estimulos.

As células mantém contatos entre si por meio de jung¢des celulares,
mas também se relacionam por intermédio de uma complexa rede de proteinas e
carboidratos secretados que preenchem os espacos intercelulares, constituindo a
ME. Na polpa dental o tipo de tecido conjuntivo é o frouxo, enquanto que na
dentina este tecido conjuntivo é altamente mineralizado. Esta ME representa uma
complexa rede de macromoléculas composta por varias proteinas versateis e
polissacarideos, que sdo secretados localmente e montados em uma organizada
rede associada a superficie da célula. Esse complexo dinamico é constituido por
moléculas estruturais caracterizadas principalmente por proteinas colagénicas,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos, complexos de polissacarideos, &cido
hialurdénico e ions diversos em variadas proporgdes, sendo que estas variagdes
revelam seu grau de especializagao.

Os componentes da ME participam na manutengdo do arcabouco
tecidual, influenciando também a dindmica de adeséao celular e, dessa forma, os
processos de mobilidade das células, principalmente nos primeiros estagios de
diferenciagcao celular. A ME também possui importante papel na manutengao e
regulacdo da homeostase celular e tecidual. As fibras colagenas e polimeros
soluveis funcionam como uma reserva de citocinas, como o Fator de Crescimento
Transformador B e Proteina Morfogenética Osséa. As citocinas, por sua vez,
consistem em um grupo de proteinas glicosiladas, estdo envolvidas na sinalizagéao
celular, e sua liberacdo esta diretamente relacionada com o processo de reparo
(Alberts, 2002).

Entre os componentes da matriz extracelular, a fibronectina (FNC) e a
tenascina (TNC) destacam-se como as duas maiores glicoproteinas. Essas
glicoproteinas com conhecidas propriedades adesivas tém importancia
reconhecida nos processos cicatriciais (Chiquet-Ehrismann, 1990) e na

odontogénese (Thesleff et al., 1987). A FNC e a TNC fazem parte das proteinas



ndo-colagénicas e constituem 10% da matriz, enquanto as fibrilares como o
colageno tipo | domina o restante da matriz (Linde, 1989).

Hillmann & Geurtsen (1997) verificaram a distribuigdo de moléculas da
ME, especialmente colageno tipo I, Ill, IV, V e VI, na polpa dental de varias
idades, utilizando microscopia de luz polarizada, imunofluorescéncia indireta e
microscopia confocal. Os autores verificaram a presenca de espessos feixes de
fibras do colageno tipo I, o qual € o maior componente da matriz do tecido
conjuntivo pulpar. Delgadas fibras e feixes de colageno Ill foram os elementos
fibrilares mais presentes. O colageno IV foi detectado na membrana basal dos
vasos sanguineos, em todas as idades examinadas. Colagenos do tipo V e VI
formaram um denso aglomerado de delgadas microfibrilas através do estroma do
tecido conjuntivo da polpa dental. Essas fibras estavam localizadas ao redor dos
vasos sanguineos e pareciam ser numerosas na camada sub-odontoblastica.
Com o envelhecimento, a matriz conjuntiva parece condensar-se e agregar-se em
feixes espessos de fibras. Além disso, foi observada a participagao de varios tipos
de colageno nos processos de calcificagées pulpares.

A grande maioria das informacgdes a respeito dos eventos de reparo
pulpar fundamenta-se em experimentos baseados na odontogénese. Durante esta
fase células ectomesenquimais da papila dental, derivadas da crista neural,
migram em dire¢do a area de jungao entre o epitélio interno do 6rgao do esmalte
e a papila dental. Acontece um acumulo gradual sob a membrana basal do
epitélio do esmalte. As células tornam-se colunares, até se transformarem em
odontoblastos e alinharem-se em uma unica camada para realizar a formagao da
dentina. O curso desses eventos € regulado temporo-espacialmente por
interagdes epitélio-mesenquimais (Thesleff et al., 1995).

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 formag&o da dentina reacional (Smith ef al., 1994).



Seux et al. (1991) estudaram in vitro o efeito das particulas formadas a
partir do cimento de hidréxido de calcio na diferenciagcdo das células pulpares
humanas. Apds quatro semanas em cultura, as células demonstraram varios
mecanismos de diferenciacdo, como polarizacdo nuclear, aspecto tipico do
aparelho de golgi, sintese do colageno tipo | com auséncia do tipo lll, e
acumulagado apical de actina e vimentina. O estudo demonstrou ainda a
capacidade de aderéncia da FNC em torno dos microcristais de calcita (carbonato
de calcio), produto da reagdo do hidroxido de calcio com o dioxido de carbono.
Essa adesdo € considerada como o passo inicial da barreira de tecido
mineralizado.

Tziafas et al. (1995b) 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 interagao
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 interagao adesiva, entre FNC e cimento de hidréxido
de calcio é que permite a ligagao e a expressao do fendtipo de diferenciacéo das
células, polarizacao e sintese de um modelo de pré-dentina que ira ser calcificada
e formara a barreira dentinaria.

Tziafas et al. (1995a) estudaram o efeito de componentes da matriz
extracelular, através de microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura,
apods sua implantagdo em sitios centrais de exposi¢cdes pulpares, mecanicamente
induzidas em molares de caes. Os autores verificaram que apés 8 dias, havia a
presenca de células colunares polarizadas préximas aos filtros cobertos com os
componentes da matriz extracelular. Apdés 24 dias de implantagado, secreg¢ao de
matriz tubular péde ser detectada em associacdo com células semelhantes a
odontoblastos. Esse estudo demonstrou que a resposta ao capeamento com
fatores indutivos especificos, ou seja, componentes da matriz dentinaria
desmineralizada, é iniciada pela formagdo de uma superficie contendo FNC. A

adesdo das células pulpares e a sintese de matriz rica em FNC sao



caracteristicas do desenvolvimento de nova dentina. Ja a resposta a fatores
inespecificos, como o hidréxido de calcio, € mediada pelo progressivo aumento da
sintese de FNC nas células pulpares.

Yoshiba et al. (1996) ao avaliar dentes humanos submetidos ao
capeamento com hidroxido de calcio observaram a imuno-localizagdo da FNC
durante o processo de reparo pulpar. Um dia apds o capeamento, precipitacdes
de estruturas cristalinas foram observadas em associacdo com “debris” celulares
entre a zona de necrose superficial e a polpa subjacente. A zona de calcificagdo
distréfica mostrou marcagcdo positiva para a FNC e as células pulpares
apareceram estritamente associadas com essa camada, apés 7 e 10 dias. Aos 14
dias, células odontoblasto-similes (odontoblastdides) foram visualizadas em area
adjacente a matriz positiva para FNC, havendo a presencga de fibras fluorescentes
entre essas células. Aos 28 dias, a matriz irregular foi seguida pela formacao de
dentina tubular em contato com células semelhantes aos odontoblastos. De
acordo com os autores, a FNC associada a camada de calcificagao inicial, parece
ter um papel importante como mediador na diferenciagdo 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 adesao
celular.

Com base nas evidéncias citadas, pode-se observar que na literatura
existem poucos estudos que analisam o papel da ME no processo de reparo do
complexo dentino-pulpar, especialmente em casos antecedidos por lesdo cariosa,
sendo a maioria reparo em situagdes de exposigao direta do tecido pulpar higido.
Um dos poucos trabalhos que analisou dentes acometidos por lesdo de carie foi o
de Martinez et al. (2000). Os autores evidenciaram que em condigdes de exsudato
inflamatorio moléculas de TNC, FNC e COL tipo Il ndo foram evidenciados. Em
outro estudo, Farges et al. (1995) observaram a localizagdo imunoistoquimica da
FNC na camada odontoblastica sob lesbes cariosas iniciais em humanos. Os

autores verificaram que a FNC era detectada na dentina subjacente a leséo



cariosa, principalmente nas paredes dos tubulos. Tal localizacdo n&o era
observada em areas de dentina sadia. Os autores concluiram que a FNC presente
na dentina humana cariada poderia modular o comportamento da camada
odontoblastica, por meio da expressdo de uma proteina de 165 kD.

Os fatores de crescimento podem ser liberados da matriz de dentina
durante o reparo, nos procedimentos restauradores e na presenca de erosao ou
desmineralizagdo por carie (Cassidy et al., 1997; Roberts-Clark & Smith, 2000).
Eles ainda sao responsaveis pela regulacdo do comportamento celular. No reparo
pulpar o fenbmeno é complexo, pois muitos fatores estdo envolvidos tais como, os
fatores de crescimento transformadores betas, proteinas morfogenéticas dsseas,
fator de crescimento “insulina-like” (IGFs), fator de crescimento fibroblastico (FGF)
e fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGF). Estes fatores tém
demonstrado induzir a diferenciacdo dos odontoblastos e a formacédo de dentina
reparativa em cultura de células pulpares e em experimentos com animais.
Entretanto, a base celular para o reparo do complexo dentina-polpa ainda néao

esta compreendida (Tziafas et al., 2000).

2.3 Colageno Tipo | elll

As proteinas colagenas fazem parte de uma familia protéica do tipo
fibrosa, sendo encontradas em todos os animais multicelulares constituindo 25%
da massa protéica total dos mamiferos (Alberts, 2002). Existem cinco tipos de
colagenos bem caracteristicos: tipo I, Il, Il, IV e XI. Os do Tipo I, Il e lll, os quais
sdo chamados de colagenos intersticiais uma vez que formam estruturas fibrilares
no espacgo intercelular (Linde, 1985). Na dentina, o colageno tipo | representa
98% da matriz orgénica secretada pelos odontoblastos, estando também presente
em proporgao menor o colageno tipo lll e V (Goldberg & Smith, 2004). O colageno
tipo IV é o constituinte das membranas basais (Yurchenco & Ruben, 1987). Os
restantes 10% sé&o constituintes protéicos ndo colagénicos (Goldberg & Smith,
2004). Na polpa dental, o colageno tipo | representa 56%, tipo Il 41% (Goldberg &

Smith, 2004). O colageno tipo | parece estar envolvido com a estrutura, enquanto



que o lll com a caracteristica elastica do tecido (Bronckers et al., 1989). Segundo
autores as proteinas colagénicas nos tecidos mineralizados estariam ligadas ao
processo inicial de mineralizagdo, de maneira a servir como guia para a

mineralizagdo em seu longo eixo.

2.4 Fibronectina

FNC €& uma glicoproteina da matriz, com atividade multifuncional,
associada a regulagdo de adesao celular, migracdo e diferenciagdo 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 (Mohri, 1996).

A FNC possui multiplos isomorfos, sendo reconhecidos 20 subtipos em
humanos. A forma soluvel esta presente no plasma, cuja maior fonte parece ser
os hepatécitos, entretanto células endoteliais e macrofagos podem também
contribuir para a sua producdo. As outras formas sdo todas insoluveis e
filamentosas, encontram-se presentes nos tecidos e sdo sintetizadas
principalmente por fibroblastos e células endoteliais (Mohri, 1996).

A FNC tem papel importante na cicatrizagao de feridas (Willems et al.,
1996) inicialmente facilitando a agregacao plaquetaria através de sua deposi¢ao
no colageno e/ou fibrina. Também atua na neovascularizagdo, pela estimulagéo
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
(Grinnell, 1984).

Lesot et al. (1992) demonstraram o papel da proteina de ligacdo de
165-kDa da molécula de FNC, no controle através da membrana, da polarizagao
odontoblastica e subsequente diferenciacao celular. Essa proteina, localizada na
superficie dos odontoblastos, media a interagcdo transmembrana com a FNC e

vinculina no controle da diferenciacdo odontoblastica. De acordo com as outras
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evidéncias, as integrinas RGD (tripetide arginine-glycine-asparic acid) -
dependentes, ndo estiveram envolvidas na diferenciacdo dos odontoblastos. As
integrinas sdo uma grande familia de proteinas de ligagdo transmembrana
homodloga que conectam a ME com o citoesqueleto celular. A sequéncia RGD
para as proteinas adesivas da matriz, como a FNC sao distinguidas pelo menos,
por um membro das integrinas, sendo que estas proteinas e seus receptores
constituem um sistema de reconhecimento avangado que proporciona ancoragem
celular, tragdo para migragcao e sinalizagao para a polarizagao, posicionamento,
diferenciacdo e possivelmente crescimento celular (Ruoslahti & Pierschbacher,
1987).

Farges et al. (1995) investigaram o papel da FNC no reparo do tecido
pulpar, comparando a distribuicdo de FNC com a sua proteina de ligagado a
membrana (molécula de 165 kDa, sitiada da membrana citoplasmatica) em
odontoblastos adjacentes a regido de esmalte sadio e cariado. Eles encontraram
uma expressdo de FNC na dentina adjacente a lesdo cariosa, principalmente na
superficie das paredes dos tubulos, embora a mesma FNC nao tenha sido
detectada em zonas sadias circundantes. A expressao do epitopo receptor esteve
presente na membrana dos odontoblastos sob a lesdo, embora o esmalte
circundante também tenha expressado esse antigeno. Baseados nesses
resultados, os autores sugeriram que a FNC presente na dentina humana cariada
pode modular as caracteristicas dos odontoblastos adjacentes, por intermédio da

acgao da proteina de adesdo a FNC (165 kDa) expressada.

2.5 Osteonectina

A osteonectina € uma glicoproteina fosfatada ndo colagénica de 43
KDa e é sintetizada pelos osteoblastos e outras células (Liao et al., 1998). Ela
representa de 2 a 3% do total da quantidade de proteina no osso em
desenvolvimento, tendo também sido detectada no dente humano (Fisher &
Termine, 1985). A osteonectina mostra forte afinidade ao calcio e a hidroxiapatita,

provavelmente porque se liga ao colageno. Sua principal fungcdo é manter a
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estrutura déssea através da estabilizacdo das moléculas de hidroxiapatita e a
organizacao das fibrilas colagenas (Fisher & Termine, 1985), ou seja, ela esta
associada ao desenvolvimento, remodelamento, ‘turnover” celular e reparo (Yan &
Sage, 1999). No germe dentario, a osteonectina tem sido encontrada na papila
dentaria, no 6rgdo do esmalte e na matriz extracelular do 6érgédo, com exceg¢éo do
esmalte (Bronckers et al., 1989). A expressao de osteonectina € limitada em
tecidos adultos, sendo que na polpa dentaria estd restrita a camada
odontoblastica e pouco se sabe sobre sua fungdo neste tecido (Takano-

Yamamoto et al., 1994), bem com em condi¢gdes de reparo do complexo dentina-

polpa.

2.6 Fator de Crescimento Transformador beta 1 (TGF- 1)

O TGF-B tem sido sugerido como o fator central para a regulagdo da
resposta pulpar a carie (Magloire et al., 1992). Assim, alguns tratamentos
conservadores tém sido realizados com o proprio fator de crescimento colocado
diretamente sobre a polpa de animais e tem indicado sucesso, tanto em ratos (Hu
et al., 1998) como em caes (Tziafas et al., 1998). Esses resultados implicam como
sendo este um material com grande potencial clinico e tem sido sugerido seu uso
nas terapias biolégicas vitais (Tziafas et al., 2001).

A expressao de TGF-B por odontoblastos, depois da diferenciagéo,
geralmente leva ao sequestro de reservas dessas moléculas na dentina. Quando
esses fatores de crescimento sado liberados, como no caso de uma
desmineralizacdo da dentina, tornam-se disponiveis para participar na mediacao
do reparo pulpar (Smith et al., 1998). Com o objetivo de avaliar os efeitos
regulatérios de TGF-B1 na matriz dentinaria e melhor entender o controle da
atividade biologica, Smith ef al. (1998) investigaram sua expressao, e encontraram
apenas metade da quantidade de TGF-B na forma ativa. Os autores concluiram
também que ha uma associagdo de TGF-B1 com peptideo de associagdo a
laténcia, betaglicano e decorina. Especula-se que essa interagdo regula a

atividade bioldgica de TGF-B uma vez que os odontoblastos possuem receptores
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TGF-B, tipo | e Il. Os autores propuseram, portanto, que o estado de ativacéo e a
natureza da associacdo entre as moléculas na ME podem controlar a atividade
bioldgica celular, possuindo desse modo a habilidade de influenciar processos

reparativos pulpares.

2.7 A doencga carie e as diferentes possibilidades de remocgao
parcial em dentina profunda.

A doencga cérie pode, atualmente, ser tratada de diversas maneiras, as
quais reduzem o dano causado ao elemento dentario, limitando também suas
sequelas. No entanto, € necessario lembrar que a carie além de ser infecto-
contagiosa & também de origem multifatorial e sua simples remog¢do do tecido
acometido e selamento da cavidade ndo € o tratamento definitivo absoluto e
isolado, tendo em vista que existem outros fatores determinantes e
predisponentes ao inicio do processo carioso (Elderton & Nuttall, 1983).

O melhor esclarecimento da etiopatogenia e desenvolvimento da
doenca indicam a possibilidade de paralisagdo em qualquer estagio de progressao
da lesdo pela reestruturacéo do equilibrio no processo DES-RE (desmineralizagéo
e remineralizagdo) (Moreno Gonzalez et al., 1983; Schroder, 1986). Essa
evidéncia superou definitivamente a preconizagcdo de “Black” (1908), ou seja, a
extensao para a prevencao, a qual perdurou por muito tempo norteando o preparo
cavitario realizado com o enfoque cirurgico-restaurador.

Assim, os recentes avangos no conhecimento da histopatogenia da
carie combinados com o desenvolvimento de novos materiais adesivos tém criado
novas alternativas para o tratamento da dentina cariada (Fusayama, 1997) e
baseado em uma filosofia de dentistica de minima intervengao (Tyas et al., 2000),
muitas pesquisas tém sido feitas para investigar as vantagens e desvantagens
dos tratamentos ultraconservativos para remocao parcial de tecido cariado.

Trés modalidades de tratamentos ultraconservadores tém sido citadas
pela literatura (Kidd, 2004; Ricketts et al., 2006). Todos os tratamentos trazem

como principal vantagem a diminuicdo das chances de exposig¢ao pulpar, a qual
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pode tornar o tratamento mais complicado devido aos baixos indices de sucesso
do capeamento pulpar direto a longo prazo (Barthel et al., 2000). A primeira
modalidade a ser citada €& aquela onde se insere o material restaurador
diretamente dentro da cavidade dentaria e nenhum tecido cariado da dentina é
removido. Nesta modalidade de tratamento o material € aplicado sobre o tecido
cariado amolecido (dentina infectada), sendo que somente remove-se carie do
esmalte, sendo que a maioria dos estudos aplica selante sobre o dente restaurado
(Handelman et al., 1981; Mertz-Fairhurst et al., 1986; Weerheijm et al., 1992). A
segunda modalidade a ser citada € quando se remove a maior quantidade
possivel de dentina cariada, e imediatamente, apds coloca-se um material
restaurador provisorio e apos algumas semanas do tratamento este material é
removido e todo o remanescente cariado amolecido ainda existente é removido e
entdo se restaura “definitivamente” o dente. A maioria das pesquisas denomina
esta modalidade de “stepwise excavation” ou tratamento expectante (Bjorndal et
al., 1997; Maltz et al., 2002; Oliveira et al., 2006). Esta técnica antiga (King et al.,
1965) tem agora reaparecido com grande atencao, especialmente, porque tem
demonstrado elevados indices de sucesso (Bjorndal et al., 1997; Bjorndal &
Thylstrup, 1998; Bjorndal & Larsen, 2000). A terceira técnica ultraconservadora é
aquela em que se remove a maior parte do tecido cariado iminentemente a
exposicdo e ndo remove a restauragdo posteriormente para averiguar
clinicamente as condicbes do local, como é o caso da segunda modalidade.
Entdo, nesta situacédo deixa-se a dentina cariada remanescente sob a restauragéo
(Leksell et al., 1996; Mertz-Fairhurst et al., 1998; Ribeiro et al., 1999; Maltz et al.,
2002; Oliveira et al., 2006). A principal vantagem desta ultima em relagdo ao
tratamento expectante seria a nao necessidade de retorno do paciente ao
consultério e em relagdo a primeira técnica descrita diminuir-se-ia os riscos de
falha da restauracao devido a adesao ser apenas em esmalte.

Em relagao as terapias citadas acima, € muito importante lembrar que o
processo carie € condicionado a atividade do biofilme. Assim, o processo deve ser

paralisado simplesmente pelo selamento da cavidade, entdo a persisténcia de
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poucos microrganismos pode ser irrelevante, especialmente porque no selamento
nao existe substratos viaveis, os quais sdo necessarios para a progressao da
lesdo (Keyes, 1969).

Em relagédo aos materiais empregados observa-se que nao existe um
consenso quanto ao material “ideal” a ser empregado em dentina cariada
profunda. Alguns autores indicam o uso de sistemas adesivos em cavidades
profundas, outros contra-indicam e, apesar desses tratamentos néo
demonstrarem consequéncias adversas, muitas duvidas ainda existem,
especialmente pela dificuldade de obter um modelo padronizado de carie onde se
possa controlar ao maximo as variaveis, as quais sdo muitas em se tratando de
resposta biolégica de individuo para individuo. Além disso, nenhum estudo clinico
demonstrou o que acontece biologicamente no processo inicial de reparo dentino-
pulpar.

Portanto, estudos clinicos controlados sdo necessarios devido a
importdncia no conhecimento morfologico de quais eventos se estabelecem
depois de restaurado o dente com diferentes materiais, em situagdes onde se

removeu parcialmente a lesdo cariosa.

15



3 PROPOSICAO

O presente estudo tem por objetivo avaliar a resposta do complexo
dentina-polpa frente a inducédo da lesdo de carie e posterior tratamento com dois
diferentes materiais restauradores: 6xido de zinco e eugenol modificado e sistema
adesivo autocondicionante/compdésito, utilizando-se de analise morfoldgica e
imunoistoquimica para a expressado de colageno tipo | (COL 1), colageno tipo Il
(COL IIl), fibronectina (FNC), osteonectina (OSN) e fator de crescimento
transformador beta 1 (TGF3-1).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo experimental

A amostra foi constituida por sessenta ratos machos Wistar (Hannover,
Germany) SPF (specific free pathogenic), provenientes do CEMIB/UNICAMP' aos
19 dias de idade e recém desmamados. Vinte animais foram incluidos no grupo
controle negativo (CN): sem indugéo de cérie. Lesbes de carie foram induzidas em
40 animais a partir do 20° dia de idade (figura 1). Este protocolo de estudo foi
previamente  aprovado pelo Comité em Experimentagdo  Animal
(UNICAMP/Campinas, SP, Brasil), sob n® 625-2 (em anexo 1).

60 RATOS
GRUPO CN GRUPO OZE GRUPO ADESIVO
SEM INDUGAO INDUCAO INDUCAO
20 animais 20 animais 20 animais

A

Figura 1 — Modelo Experimental: apés 3 ou 15 dias da realizagédo do tratamento
restaurador os animais foram mortos, obtendo n=10. No grupo CN n&o foi realizada
nenhuma abordagem cirurgica e nem tratamento restaurador. As restauragdes foram
realizadas somente nos primeiros molares inferiores esquerdos e os controles
positivos do OZE e ADESIVO foram os primeiros molares inferiores direito do
mesmo animal (modelo split-mouth), sendo que nestes nao foi realizado tratamento
restaurador e as cavidades mantiveram-se abertas.

Para a infecgdo dos microrganismos nos animais foram reativadas

cepas de Streptococcus sobrinus 6715. Durante esta fase, houve a selegao dos
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microrganismos mais virulentos. Esta foi obtida mediante passagem das bactérias
de um caldo de BHI (brain heart infusion) para outro por meio de um dispositivo de
vidro em forma de bengala denominado de “rod” (figura 2A, B). Este dispositivo
possibilitou a selecdo dos microrganismos com maior capacidade de aderéncia a
superficie do vidro. A transferéncia do “rod” de um tubo de ensaio a outro
contendo as bactérias aderidas a ele foi realizada uma vez ao dia por 3 dias,
permanecendo incubado a 37°C numa atmosfera parcial de 10% de CO2. No
quarto dia as bactérias foram raspadas do “rod” e colocadas diretamente no meio
de BHI, e entdo estimulados ao crescimento para a infecgao propriamente dita

nos animais.

Figura 2 — (A) Bactérias aderidas ao “rod” dentro do tubo de ensaio contendo
caldo de BHI . (B) Momento da transferéncia do “rod” de um tubo a outro de
BHI.

Os 40 ratos foram infectados durante cinco dias consecutivos (uma
vez/dia) com a cultura ativa de Streptococcus sobrinus 6715 em caldo BHI (brain
heart infusion), em fase exponencial de crescimento, para estabelecimento da

microbiota e indug&o das lesdes (figura 3A). A suspensao bacteriana foi aplicada

' CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigagéo Biologica; UNICAMP — Universidade Estadual
de Campinas
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com auxilio de um cotonete na cavidade bucal dos animais, especialmente sobre

a superficie oclusal, em fase de erupc¢ao (figura 3B).

B

Figura 3- (A) Cultura em fase exponencial de crescimento para posterior infecgdo. (B) Rato
ao 20° dia de idade sendo infectado com a suspensao de microrganismos com auxilio
de um cotonete.

Apos este periodo, ou seja, aos 25 dias de idade, uma avaliagao foi
realizada para verificar a homogeneidade da infec¢do na cavidade bucal dos
animais, por meio de semeadura de esfregago (com cotonete) bucal em meio
MSS (Mitis Salivarius Streptomycine) (figura 4), o qual foi incubado por 48h, a
37°C, em 10% CO..

Figura 4 - Semeadura de esfregago bucal em
meio MSS (MitisSalivarius
Streptomycine) confirmando a
superpopulacao de bactérias.
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No 27° dia de idade, os 40 animais infectados foram igualmente
divididos em dois grupos (tabela 1 e 2, figura 1):

Grupo OZE (n=10): Oxido de zinco e eugenol modificado- IRM®
(Dentsply; Petropolis, RJ, BR) (figura 5A)

Grupo Adesivo (n=10): Sistema adesivo autocondicionante - Clearfil SE
Bond® (Kuraray; Osaka, JP) e compdésito - Filtek Supreme® (3M ESPE; Sant Paul,
MN, USA) (figura 5B).

A completa informacéo sobre os materiais encontra-se na tabela 2.

Tabela 1 — Modelo Experimental demonstrando os grupos utilizados, dias de analise pos-
tratamento, numero de dentes empregados, bem como qual deles foi empregado,
quais grupos receberam a inducao e quais receberam tratamento restaurador

Grupo Dias pés- N° dentes/ Dente Inducéo de Remocéo de tecido Restauragao
tratamento  subgrupo analisado carie cariado dentaria

CN' 3ou15 10 1° ME* Nao Inexistente Nenhuma
CP? 3ou15 10 1° MD** Sim RIDC*** Nenhuma
OZE® 3ou15 10 1° ME* Sim RIDC*** Sim
Adesivo®  3ou 15 10 1° ME* Sim RIDC*** Sim
'CN: controle negativo *1° ME: primeiro molar inferior esquerdo
’CP: controle positivo ** 1° MD: primeiro molar inferior direito
*IRM: grupo restaurado com oxido de zinco e eugenol ***RIDC: Remocdo incompleta de dentina
modificado cariada

*Adesivo: grupo restaurado com sistema adesivo e compadsito Split mouth: 2x3 ou 2x4

Tabela 2 — Materiais empregados no estudo: marca, composigao e lote utilizado.

Material Marca Composicao* Lote
Oxido de zinco e IRM® Dentsply; P6: 6xido de zinco e eugenol, polimetacrilato de metila L420118
eugenol Petropolis, RJ, BR Liquido: acido acético e eugenol
modificado
Sistema Adesivo Clearfil SE Bond® Primer: MDP', HEMA?, dimetracrilatos hidrofilicos, dI- Primer: 0061A
autocondicioante Kuraray Medical Inc. canforoquinona, N, N —dietanol-p-toluidina e agua

Osaka, JP Adesivo: MDP, Bis-GMA®, HEMA, dimetacrilato hidrofébico, Adesivo: 00872A
dl-canforoquinona, N, N-dietanol-p-toluidina e silica coloidal
Composito Filtek Supreme Universal  Bis-GMA®, Bis-EMA®*, UDMA®, TEGDMA®, Zircénio e Silica 4EB

Restorative® 3M ESPE
St Paul, MN, USA
"MDP: 10-metacriloxidecil di-hidrogénio fosfato “bis-EMA: etoxi-bisfenol A glicidil dimethacrilato *informagées obtidas pelo
2HEMA: 2-hidroxi-etil metacrilato *UDMA: uretano dimetacrilato fabricante
*Bis-GMA: bisfenol-glicidil-dimetacrilato *TEGDMA: Trietilenoglicol dimetacrilato
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Figura 5 - Materiais empregados para a realizagdo das restauragdes. (A) Restauragao do grupo
OZE: IRM; (B) Restauracdo do grupo Adesivo: Sistema adesivo autocondicionate Clearfil SE
Bond e Resina Filtek Supreme em capsulas

Do 27° até os 76° e 77° dia de idade (quando da data da realizagao das
restauragbes= 7 semanas apos a indugado) os animais foram alimentados com
dieta 2000 (Keyes, 1958), contendo 56% sacarose e agua ad libitum com 5% (g/l)
de sacarose (figura 6 e 7). Esta mistura foi realizada em laboratério e seus
componentes (anexo 3) foram verificados quanto a presencga de fluor (anexo 4). O
grupo CN foi alimentado com dieta normal para ratos (Labina®, Purina, BR) e agua

Sem sacarose.

Figura 6 — Aspecto clinico da lesdao de carie
apo6s 7 semanas de indugdo nos molares
inferiores
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Células inflamatérias

Camada Odontoblastica

Figura 7 — (A) Esquema demonstrando o aspecto do desenvolvimento da lesdo de carie apds 7
semanas de inducdo. (B) Note que na cuspide distal a progressdo se da em maior
profundidade.

cloridrato de ketamina, Dopalen® e 0,7 mg/Kg de cloridrato de xilazina, Virbaxil®)
com injegao intramuscular e os procedimentos restauradores para remogao
incompleta de dentina cariada (figura 8) tiveram inicio, sendo que todos foram
realizados com auxilio de microscépio cirurgico em aumento de 40x. No CN
nenhum foi realizado, sendo que 0 mesmo encontra-se nesta fase higido. Ja nos
grupos CPs, embora o processo carioso tenha naturalmente desenvolvido

cavidade, esta permaneceu aberta (sem tratamento restaurador).

B

Figura 8 - (A) Aspecto clinico do dente antes da remocédo do tecido cariado (setas). (B) Aspecto
clinico da leséo de carie apés a remogao parcial de tecido cariado (setas).
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Desta forma, o primeiro molar inferior esquerdo (ME) foi totalmente
isolado com algodao e a pouca saliva existente na cavidade bucal foi controlada
com gaze e sugador. Usando uma cureta adaptada foi removido inicialmente todo
o tecido necrético amolecido de dentro das cavidades formadas naturalmente pelo
processo carioso. Num segundo momento, foi removido tecido cariado somente
ao redor das paredes das trés cavidades dentarias formadas, o critério adotado
para a remocao foi de dureza. Foi tomado cuidado para que o tecido cariado do
assoalho pulpar ndo fosse removido. Entdo a cavidade foi lavada com agua
destilada e seca com bolinhas de algod&o. Depois, os dentes foram restaurados
com os respectivos materiais restauradores: IRM e Sistema Adesivo/Compésito,

sendo 20 dentes/animais para cada grupo (figura 9).

A B
Figura 9 — (A) Primeiro molar inferior esquerdo restaurado com cimento de fostato de
zinco e eugenol modificado: IRM® (circulo tracejado) . (B) Primeiro molar inferior
esquerdo restaurado com o sistema adesivo autocondicionante Clearfil SE Bond® e
restaurado com Filtek Supreme® (circulo tracejado).

A manipulacdo de cada material foi realizada de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Sendo que no grupo IRM o material foi inserido
dentro da cavidade em apenas um incremento e depois de cinco minutos foi
removido totalmente o isolamento. No grupo Adesivo, primeiro uma fina camada
de primer foi inserida na cavidade e depois de 20s um leve jato de ar foi aplicado.
Quando necessario foi reaplicado o primer. Imediatamente depois foi aplicado o
adesivo e polimerizado por 20s. O principal cuidado foi de realizar o selamento de

maneira eficiente em ambos os grupos. O molar inferior direito do mesmo rato foi
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usado como controle positivo (CP) e nele foi removida também a maior parte do
tecido cariado necrético e nenhum tratamento restaurador foi realizado, ou seja, a
cavidade permaneceu aberta. Esse modelo experimental, também conhecido
como split-mouth (tabela 1) visa utilizar numa mesma cavidade os dois grupos
experimentais, sendo assim no presente estudo o molar esquerdo recebeu

tratamento restaurador e o molar direito foi utilizado como o controle positivo.

4.2 Processamento da amostra para analise imunoistoquimica e
morfologica

Metade de todos os animais foram mortos apds 3 dias e a outra metade
depois de 15 dias do tratamento restaurador, sendo que a morte se deu por
deslocamento cervical. As mandibulas foram removidas e fixadas em
paraformaldeido a 10% por 24h. Depois os molares inferiores foram dissecados
juntamente com a parte 6ssea da mandibula e os tecidos foram descalcificados
em EDTA? (acido etileno-diamino tetra-acético) 4% por 6-7 semanas mantidos a
4°C com trocas diarias do descalcificador.

Apods a descalcificagao, os espécimes foram lavados em agua corrente
por 24 h e desidratados em banhos de alcool 70%, 90% e dois banhos em alcool
absoluto a temperatura ambiente, seguido de diafanizagdo em xilol e inclusdo em
parafina.

Nos blocos foram realizados cortes longitudinais de 3 ym paralelos ao
maior eixo do dente (figura 10A) com auxilio de um micrétomo semi-automatico
(Leica RM 2165). Os cortes foram semi-seriados (intervalos de 30 um); sendo
escolhidos para as analises cortes centrais de cada bloco (figura 10B), sendo dois
para Hematoxilina-Eosina (HE) e outros cinco para imunoistoquimica. Outros dois
cortes, também centrais, foram selecionados para se realizar técnica com a
finalidade de evidenciar a presenca de bactérias no interior dos tubulos (Brown &
Hopps, 1973) (Figura 13).
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A

Figura 10 — (A) Esquema demonstrando a orientagdo do corte realizado no dente.
(B) Aspecto macroscopico da regido analisada do tecido pulpar.

Para o método imunoistoquimico os cortes foram estendidos em
ldminas de vidro, preparadas com adesivo organo-silan03 (3- aminopropyl-
triethoxysilano), sendo que para a analise imunoistoquimica o método foi indireto
utilizando o sistema estreptovidina-biotina, conforme os passos abaixo descritos:

1- desparafinizagdo dos cortes em dois banhos de xilol, sendo o

primeiro a 37°C/30min e segundo por 10 minutos cada a temperatura
ambiente;

2- reidratagdo em cadeia descendente de etanol (100%, 95%, 85% e

80%) e passados em agua destilada e lavados em TRIS-HCI (pH=7,4)

por 5 min, consecutivamente;

3- recuperacgao antigénica especifica para cada anticorpo (tabela 3);

4- bloqueio da atividade da peroxidase enddgena através da lavagem

em metanol com peroéxido de hidrogénio 6% (H20;; 1:1) por 5 min duas

vezes, e entdo lavados em TRIS;

5- Incubacdo de cinco anticorpos primarios policlonais diluidos em

TRIS-HCI (pH 7.4) contendo albumina bovina 0.1% (BSA) e azida

sbdica, com o objetivo de reduzir a coloragdo inespecifica de fundo

2 Merck®, Darmstadt, Alemanha
® Sigma®, St Louis, MO, USA
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(todas as concentragdes e tempo de incubagdo estdo descritas na
tabela 3);

6- trés lavagens em TRIS-HCI;

7- os cortes foram incubados pelo anticorpo secundario biotinilado anti-
coelho/camundongo para uso em ratos (DAKO LSAB2®, DK-2600,
Glostrup. Denmark) por 15 min;

8- apds, os cortes foram incubados no complexo streptavidina-biotina
(SABC) (Dako) por 15 min;

9- os cortes foram lavados duas vezes em TRIS-HCI,

10- imunomarcacgao especifica foi visualizada pela incubagdo com
diaminobenzidina (DAB, Sigma, St. Louis, USA) contendo 0.03% de
H20, por 5 min e lavados duas vezes com agua destilada;

11-todos o0s cortes receberam contra-coloracdo através da
Hematoxilina de Mayer por 12 min;

12-0s cortes foram lavados rapidamente e entdo foram desidratados
em etanol (70%, 80%, 90% e 100%, consecutivamente, por 3 min
cada);

13-apds os cortes foram diafanizados em xilol;

14-as laminas foram montadas em Permount® (Fisher Scientific, Fair
Lawn, NJ, USA);

Todos os espécimes foram analisados em microscopia de luz. Para a
completa informacao sobre diluicbes dos anticorpos, fabricante, temperatura e
tempo de incubacdo ver tabela 3. Os controles negativos foram feitos pela
omissao do anticorpo primario e utilizagdo de solugdo de albumina bovina 0,1%
(BSA) e do mesmo soro dos anticorpos empregados (coelho). Os controles
positivos foram usados de acordo com a recomendacao do fabricante, sendo que
a expressao de fibronectina nos vasos sanguineos foi também utilizada como

controle positivo interno (tabela 3).
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Tabela 3 - Anticorpos policlonais primarios, diluicées, fabricante, recuperagcao antigénica,
tempo de incubacéo e controles positivos usados.

Anticorpo Diluigéao Fabricante Recuperacao Incubagao Controle positivo
Antigénica
Fibronectina 1:400 Dako* Pepsina a 1% pH lha Tecido Conjuntivo
1.8 por tha 37°C temperatura (Epulis fissuratum)
ambiente
Colageno | 1:500 Novotec™* Pepsina 0,5% pH 18h a4°C Tecido Conjuntivo
1.8 por 30 min a
37°C
Colageno lll 1:250 Novotec** Pepsina 0,5% pH 18h a4°C Tecido conjuntivo
1.8 por 30 min a frouxo da polpa
37°C
Osteonectina 1:1000 Chemicont Pepsina 0,5% pH 18h a4°C Tecido Osseo
1.8 por 30 min a
37°C
TGF-i31 1:50 Santa Pepsina 0,5% pH 18h a4°C Adrenal
Cruz *** 1.8 por 30 min a
37°C

*Dako, DK 2600, Glostrup, Denmark  Novotec, Saint Martin La Garenne, France
Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA  1Chemicon, Temecula, CA, USA

4.3 Métodos de analise dos resultados

Tanto para a analise histomorfolégica quanto para a analise
imunoistoquimica dos resultados o método empregado foi microscopia de luz,
sendo que esta foi realizada, independentemente, por dois examinadores
devidamente treinados. Quando havia divergéncia entre os valores obtidos,
repetia-se a analise até um consenso.

A analise morfoldgica foi categorizada por critérios, os quais receberam
indices (ver tabela 4), os quais depois de obtidos foram submetidos a analise
estatistica usando o programa Sigmastat para Windows versao 3.1 (Systat
Software INC, San Jose, CA, USA). O teste empregado foi ndo paramétrico de
Mann-Whitney (p < 0,05), os quais analisaram resultados comparando dois grupos

por vez em fungéo das seguintes relagdes:

1- todos os grupos, tempo e material;

2- todos os grupos e o tempo (independente do material)
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3- somente os grupos onde houve indugdo de carie e o material
empregado (independente do tempo)

4- somente os grupos onde houve indugao de carie, ou seja, cavidades
abertas (CP) ou fechadas (dentes restaurados OZE/ADESIVO) (independentes do
tempo e do material empregado)

Tabela 4 — Analise morfolégica dos dentes molares de rato por escores, de acordo
com os critérios empregados para a analise

CritériosIndlces 0 ! 2 3
CDPS Ausente Até 1/3 da espessura Até 2/3 da Mais de 2/3 da
espessura espessura
DR Ausente Leve Moderada Intensa
IP Ausente Leve Moderada Severa
IT Tecido Sem necrose, mas com Necrose local Necrose generalizada
normal desorganizacao da

camada odontoblastica

CDPS: Comprometimento da dentina primaria/secundaria

DR: Dentina reacional (leve: apenas uma camada; moderada: até 3 camadas; intensa: mais de 3
camadas produzidas)

IP: Inflamagao pulpar (leve: restrito ao local adjacente a lesdo; moderada: até 2/3 do volume do tecido
pulpar; severa: mais de 2/3 do volume do tecido pulpar

IT: Integridade do tecido pulpar

A analise imunoistoquimica foi descritiva, ou seja, foi analisado o
padrao e intensidade de marcag&o nas regides de dentina primaria e secundaria,
dentina reacional, camada odontoblastica, regidao pobre em células, regido rica em

células e regiao central pulpar (n=10).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise Morfolégica pelo Método de Hematoxilina-Eosina — HE

(indices em anexo 2)

Para integridade de dentina secundaria e primaria (figura 11):

Existiu diferenga aos 15 dias entre o grupo adesivo e seu respectivo
controle positivo (p<0,02), ou seja, houve maior degradacdo de dentina no
controle positivo (cavidade aberta).

Independente do material empregado, aos 15 dias, os dentes
restaurados tiveram menor destruigdo tecidual que cavidades abertas (p=0,003).
Entretanto, aos 3 dias nao existiu diferenca.

Nas demais analises por pares ndo houve diferenga significante.

indice mo m1 m2 O3

[EEY
o
|

Numero de Espécimes
O P N W D U1 O N 00 O

Adesivo C+ Adesivo OZE C+ OZE

Figura 11 — Grupos onde houve a indugdo de carie aos 15 dias poés-
tratamento. Dados relativos a integridade de dentina. * p=0,02 versus
controle positivo (C+)
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Para dentina reacional:

Existiu diferengca entre o grupo controle negativo e os grupos onde
houve indugcdo de lesdo (p<0,001) independente do tempo, de cavidades
restauradas ou nao (CP) e do material empregado.

Nas demais analises por pares ndo houve diferenga significante.

Para inflamacgao tecidual (figura 12)

Foi possivel observar menor inflamagao tecidual no grupo adesivo aos
15 dias (p<0,05) quando comparado com seu controle positivo.

Independente do tempo e material ndo existiu diferenca quanto a
inflamagédo para cavidades abertas e fechadas. Entretanto, quando levado em
consideragdao o tempo, existiu diferengca (p<0,001) entre o controle positivo
(dentes abertos) de 3 dias em relagdo aos 15 dias, ou seja, aos 15 dias a
inflamacéao foi maior.

Todos os grupos onde existiu lesdo de carie apresentaram quantidade
de inflamacéo tecidual maior em relagdo ao controle negativo (p<0,001).

Nas demais analises por pares ndo houve diferenga significante.

indice mo m1 m2 O3

[EY
o
|

Numero de Espécimes
O P N W b U1 O N 00 O

Adesivo C+ Adesivo OZE C+ OZE

Figura 12 — Grupos onde houve a indugdo de carie aos 15 dias poés-
tratamento. Dados relativos a inflamagao no tecido. *p=0,04 versus
controle positivo (C+)
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Para integridade do tecido pulpar:

Nesta analise nenhuma diferenga foi evidenciada quanto aos grupos
onde foi induzida lesdo de carie. A Unica diferenca observada foi em relacdo ao
controle negativo (onde nao foi induzida lesdo de carie) em relagdo aos grupos
onde foi induzida lesdo, sendo que nestes a camada odontoblastica demonstrou-
se mais desorganizada (p<0,05).

Nas demais analises por pares nado houve diferenga significante.

Resultado do Brown & Hopps, demonstrando a presenga de

bactérias no interior dos tubulos dentinarios.

Figura 13 — Corte demonstrando a presengca de
bactérias dentro dos tubulos dentinarios (seta) de
um dente controle positivo (cavidade aberta). Brown
& Hopps
Ver também pranchas de cortes histoldgicos de 3 (figura 14) e 15

(figura 15) dias, respectivamente.
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5.2 Marcagao Imunoistoquimica

As analises descritivas levaram em consideragdo o padrdo e
intensidade de expressédo de quatro glicoproteinas e um fator de crescimento no
complexo dentina-polpa.

Quanto a reacgao imunoistoquimica propriamente dita, a especificidade
do anticorpo no tecido foi confirmada pela auséncia de marcagdo nos controles
negativos4. Controles positivos e negativos confirmaram a sensibilidade do
método usado. A expressao de fibronectina nos vasos sangtineos, bem como de

colageno tipo lll no tecido pulpar também serviu como controle positivo interno.

Caracteristicas da imunomarcagcao do colageno tipo | (COL 1)
(n=10) - Figura 16

Nos controles negativos a marcagdo foi moderada demonstrando
nitidamente a diferenca entre a camada odontoblastica da zona central pulpar e
da rica em células, porém nos grupos onde foi induzida a lesdo cariosa a
camada odontoblastica demonstrou-se positiva ao colageno | demonstrando
nesta e nas outras regides aspecto fibrilar, independente do tempo e do
material empregado. Houve também marcagao na pré-dentina, sendo que nos
grupos onde foi induzida a les&o esta se apresentou mais intensa. Em relagao
aos materiais e tempos empregados ndo houve diferenga na intensidade de

marcagao.

* Quando citamos neste caso o controle negativo estamos nos referindo a omissao do
anticorpo primario da reagado imunoistoquimica. Nos paragrafos abaixo referentes aos resultados,
o controle negativo citado refere-se a grupos onde nao foi induzida lesdo de carie.
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Caracteristicas da imunomarcagao do colageno tipo Il (COL Ill)
(n=10) - Figura 17

Existiu diferenga no padrdo de marcagdo nos controles negativos,
independente do tempo analisado, em relagdo aos grupos onde foi induzida a
lesdo cariosa. No controle negativo a marcagao apresentou-se moderada e
homogénea no tecido pulpar, porém nos grupos onde foi induzida a lesdo, maior
intensidade foi observada na camada rica em células quando comparada com a
zona central. Outra importante observacao foi em relagdo aos grupos OZE e
Adesivo aos 3 dias pos-tratamento. Eles apresentaram forte intensidade de
marcacao e padrao semelhante entre si, mais seus respectivos controles positivos
apresentaram intensidade ainda maior. O aspecto fibrilar de marcagao foi
apresentado em todos os espécimes, bem como a auséncia de expressdo de

COL IIl na pré-dentina.

Caracteristicas da imunomarcacao da fibronectina (FNC) (n=10) —
Figura 18

O controle negativo de ambos os periodos demonstrou padrao menos
intenso que os grupos onde houve a indugéo de carie, sendo que houve diferenca
entre a zona central e rica em células, o que nao foi distinguivel nos grupos onde
houve a indugdo. O grupo IRM aos 15 dias demonstrou induzir estimulo maior
quando comparado a seu controle positivo, 0 que ja nao ocorreu com 0O grupo
Adesivo onde o controle positivo demonstrou uma forte marcagcdo no mesmo
periodo. Nos grupos onde existiu indugéo de leséo foi possivel também evidenciar
a presenca em abundancia de FNC plasmatica, bem como forte expressdo de

marcagao na pré-dentina em relagdo ao grupo onde nao foi induzida leséao.
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Caracteristicas da imunomarcagao da Osteonectina (OSN) (n=10) —
Figura 19

Em todos os espécimes analisados a expresséao foi muito mais evidente
no citoplasma das células odontoblasticas do que em outros sitios, bem como
houve positividade a OSN na dentina superficial das cuspides quando essa se
apresentou com tubulos dilatados e expostos ao meio externo. Em todos os
espécimes de 3 dias (CN, ZOE e Adesivo) foi ténue e homogénea a intensidade
de expressao na zona central e rica em células, porém aos 15 dias, todos os
grupos onde houve a indugdo de lesdo, demonstraram expressdao moderada,
sendo esta mais evidente nos grupos controles positivo do que nos respectivos
dentes restaurados. Levando em consideragao respectivamente cada periodo
estudado, nao foi evidenciada diferenga na intensidade e no padrdo de marcagao

dos grupos ZOE e Adesivo.

Caracteristicas da imunomarcagcao do fator de crescimento
transformador beta 1(TGF-R1) (n=10) — Figura 20

Em ambos os periodos estudados o grupo controle negativo
apresentou ténue marcagcdo na pré-dentina, na camada odontoblastica e no
restante do tecido pulpar, sendo que nesta ultima regido o padrao de marcagao foi
homogéneo entre as zonas central e a rica em células. Entretanto, nos grupos
onde foi induzida a lesdo apresentaram moderada intensidade de expresséo,
especialmente na propria dentina secundaria e reacional. Um achado marcante
aos 3 dias foi em relagao ao grupo Adesivo, pois observou-se forte marcagao em
pré-dentina e moderada no tecido pulpar quando comparado ao seu controle
positivo e ao grupo ZOE do mesmo periodo. Aos 15 dias, todos os grupos onde
houve a indugdo de lesdo demonstraram uma maior intensidade de expresséo na

zona central quando comparado ao CN do mesmo periodo.
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6 DISCUSSAO

A metodologia utilizada neste estudo foi baseada nos padrées da ISO
7405 (1997) para avaliagcdo clinica da biocompatibilidade dos materiais. Como
definido por esta normativa sdo preferidos animais mamiferos nao-roedores a
roedores, entretanto, no presente estudo foram usados ratos. A opgéo por estes
animais foi devido ao método consagrado pela literatura de indugéo de carie com
esta espécie, os quais trazem como principal vantagem o facil manuseio durante
as diversas fases do processo de inducdo da lesdao, como também facilidade de
obtencdo dos mesmos.

E importante enfatizar que para analisar sob o aspecto bioldgico o
tratamento restaurador em dentes previamente acometidos por lesdo cariosa,
concomitantemente, mecanismos diferentes estdo envolvidos, como o0s
promovidos pelos componentes do agente agressor (endotoxinas, baixo pH),
promovidos pela prépria defesa do hospedeiro (inflamagédo) e promovidos pelo
proprio reparo do complexo dentina-polpa (dentina reacional, esclerética ou
reparativa) (Smith, 2002). Adicionado a tudo isso, fatores advindos do proprio
procedimento restaurador empregado também influenciam no desfecho do reparo
dentino-pulpar, como por exemplo, o tipo de material empregado. Entédo, devido a
complexa analise dos resultados em nosso estudo utilizamos um modelo
experimental com grupos controles positivos e negativos, visando deste modo nao
sobrepor ou superestimar os resultados.

E sabido que a lesdo de carie em dentina pode se apresentar em duas
camadas: infectada ou afetada. Ogushi & Fusayama (1975) e Fusayama (1979)
identificaram uma camada externa, a qual se denominou de infectada e que
apresentava intensa desmineralizagdo, fibras colagenas desnaturadas, e foi
considerada nao passivel de remineralizagao fisiolégica. A outra camada interna,
considerada afetada apresentava uma desmineralizacdo intermediaria, fibras
colagenas saudaveis, podendo assim, ser remineralizada. O entendimento clinico
tradicional é que a camada infectada deve ser totalmente removida durante o

preparo cavitario para que a lesdao nao progrida. Porém, clinicamente nao é
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possivel distinguir os dois tipos de dentina com objetividade e seguranga (Kidd,
2000). No presente estudo, esta afirmagdo pode ser confirmada, pois além do
agravante quanto a distingdo entre essas duas camadas em uma dentina cariada
existiu o agravante anatémico, pois os primeiros molares de ratos também sao
extremamente menores do que os de humanos. Assim, o risco de causar
exposicao pulpar foi aumentado. Devido a isto, no presente estudo optou-se por
nao remover nenhum tipo de dentina cariada da parede de fundo. Reforgando
esta decisdo, alguns trabalhos na literatura tém observado que, mesmo sob
dentina infectada, o dente quando eficientemente selado por algum tempo pode
causar a morte de bactérias (Thylstrup et al., 1997; Pinto et al., 2006) , sem
prejuizo a integridade pulpar (Pinto et al., 2006) e remineralizagao desta dentina
(Massara et al., 2002). Entretanto, em dentes humanos embora nédo se possa
remover totalmente esta pela dificuldade de distingui-las, é possivel que se possa
remover o excesso de dentina infectada do assoalho pulpar de uma maneira mais
eficaz, sem expor o tecido pulpar.

A escolha do sistema adesivo autocondicionante Clearfil SE Bond foi
devido a sua indicagdo em cavidades profundas (Hebling et al., 1999; Bouillaguet,
2004), especialmente préximo a polpa, onde neste local a permeabilidade da
dentina é maior, como também ha maior umidade. Entdo, os adesivos
autocondicioantes, em especial o Clearfil SE Bond, os quais preservam a maior
parte da smear plugs5 nos tubulos impediriam esse maior molhamento como
também limitariam a difusdo de monémeros que n&o polimerizaram para a polpa
(Tay et al., 2000).

Por outro lado, testes in vitro de dentina afetada por carie (Inoue et al.,
2001) ndo tem demonstrado resultados melhores dos adesivos
autocondicionantes em relacido aos de condicionamento dentario total, contudo
em avaliacao clinica de 10 anos, os autocondicionantes demonstraram alta taxa

de sucesso com o emprego do Clearfil Liner Bond Il (autocondicionante) sobre

° Smear plug — camada que oblitera os tubulos dentinarios e com isto diminui a permeabilidade da
dentina
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dentina afetada onde previamente remove-se tecido cariado parcialmente
(Akimoto et al., 2007).

O emprego de o6xido de zinco e eugenol modificado no grupo OZE
como material restaurador foi devido a sua indicagao rotineira em tratamentos
expectantes (stepwise excavation) e por suas boas propriedades como selador a
curto-prazo (Oliveira et al., 2006). Porém, no presente experimento ndo se utilizou
material protetor pulpar, ou seja, o cimento de hidroxido de calcio, porque o
interesse foi de avaliar somente a acao isolada do IRM sobre o remanescente
cariado do assoalho pulpar.

A quantidade de inflamagdo tecidual pulpar nos grupos onde foi
induzida lesao de carie foi maior que nos grupos CN, sendo que a inflamacao na
maioria dos casos apresentou-se com predominancia de infiltrado inflamatorio
mononuclear. Esta avaliagdo foi somente confirmatéria, tendo em vista que nos
grupos CN a inflamacé&o do tecido pulpar foi praticamente nula.

Ja em relacao a inflamacgéo dos grupos onde houve a indugao de carie,
foi possivel verificar que o grupo Adesivo proporcionou menor quantidade de
inflamacgao tecidual que seu respectivo controle positivo aos 15 dias. Através
deste resultado pode-se inferir que o grupo Adesivo neste periodo obteve melhora
no quadro inflamatério, sendo que o mesmo nao foi possivel ser observado no
grupo OZE do mesmo periodo, apesar de também selar a les&o cariosa e impedir
a chegada de nutrientes aos remanescentes bacterianos. Este acontecimento
pode estar relacionado a diferentes fatores.

Em primeiro lugar, pode estar relacionado com o satisfatério selamento
do material adesivo obtido ndo sé pela retengdo mecanica, mas também pela
adesao micromecanica desenvolvida pela camada hibrida®, o qual impediria de
forma mais efetiva em pouco tempo a chegada de nutrientes, ou seja, em um

periodo maior de observagao poderia extinguir completamente as bactérias devido

® Camada hibrida — retencdo por microinbricamento a rede colagena na regido de dentina
intertubular

44



a auséncia de nutrientes e sendo assim, o dente poderia retornar a um estado
clinico saudavel.

Um segundo fator pode estar relacionado com a agao antimicrobiana
obtida pelos mondmeros acidos deste material. Algumas pesquisas tém
demonstrado que o pH do Clearfil SE Bond é em torno de 1,7 a 2,0 (Imazato,
2003; Nishitani et al., 2006) e, segundo os autores, esta acidez pode reduzir o
numero de bactérias viaveis no local, com exceg¢ao de /actobacilos. Contudo, é
importante enfatizar que existe uma limitagdo em relacdo ao tempo, pois este
baixo pH € neutralizado em questdo de horas pela agdo de tampao da dentina
(Imazato, 2003), ou seja, embora auxilie com seu poder bactericida, sua agao é
de curta duragéo.

O desempenho negativo do grupo OZE até o periodo analisado pode
estar associado com a condi¢do clinica da dentina cariada remanescente no
assoalho pulpar. Esta por estar em uma situagdo de maior umidade devido ao
maior didmetro dos tubulos dentinarios pode ter causado a difusdo de eugenol da
restauracédo para a polpa o que resulta em um quadro inflamatério mais severo
devido a citotoxidade do eugenol, e embora o eugenol seja um bom agente
antimicrobiano, ele também possui um alto indice de citotoxidade celular (Hume,
1988), o que poderia agravar a condigdo de uma polpa ja previamente agredida
ou mesmo retardar o processo de reparo pela morte dos odontoblastos.

Foi possivel também verificar que a quantidade de dentina reacional
formada foi maior em todos os grupos onde existiu indugao de lesao de carie do
que nos CN. Como se sabe, a dentina reacional em dentes higidos é praticamente
inexistente, logo, em dentes acometidos por carie a propria lesdo induz a
formacdo desta dentina pela estimulacdo aos odontoblastos de forma mais
acentuada que em situagao normal (Smith, 2002; Murray et al., 2003).

No periodo de 15 dias pos-tratamento ndo foram observadas
diferencas entre os materiais utilizados quanto a espessura de dentina reacional
formada, ainda que na literatura exista relato de tal diferenca entre os dois

materiais (Murray et al., 2001). Entretanto, é possivel que o tempo empregado na
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presente metodologia ndo tenha sido suficiente para evidenciar tal diferenga, no
qual em um periodo maior poderia ser observada, como no estudo citado que
analisou a resposta pulpar depois de + 68 dias depois do tratamento restaurador.

Na literatura existe relato de que o Zinco, componente do IRM, tenha
capacidade de inibir metaloproteinases (MMPs) pulpares 9 e 2 (Santos et al.,
2004), as quais desencadeiam uma série de respostas celulares, ou seja, estas
enzimas controlam a degradagdo de componentes da matriz extracelular em
situacdes fisiologicas de forma a remodelar os tecidos (Alberts, 2002), como
também em processos patologicos estimula o reparo, a angiogénese e a
morfogénese (Santos et al., 2001) dentre outras fungdes; contudo neste estudo
esta relacdo nao foi observada. Esta constatacdo possivelmente tenha se dado
porque a quantidade de zinco desprendido do material foi nula ou praticamente
inexistente.

Estudo similar em relagdo a metodologia por HE usada neste
experimento foi realizado por Shimada et al. (2004). Os pesquisadores induziram
a lesédo de carie em molares de ratos e restauraram sem remover nenhum tecido
cariado. Os materiais empregados foram o cimento de ionbmero de vidro e o
mesmo sistema adesivo. Os resultados obtidos pelos autores ndo demonstraram
diferencas entre os materiais utilizados passados 53 a 39 dias apods o tratamento
restaurador, embora tenha existido diminuicdo no processo carioso. Entretanto, no
presente estudo aos 15 dias foi possivel observar uma diferengca na quantidade de
espessura de dentina primaria/secundaria higida em favor do grupo adesivo em
relagcdo ao seu controle positivo, bem como menor reacao inflamatdria, o que no
OZE nédo foi demonstrado, ou seja, aos 15 dias, o grupo OZE demonstrou
persisténcia similar do processo inflamatério e de degradagéo de dentina quando
comparado com ao seu CP. Essa diferenca encontrada em relac&o aos resultados
dos dois trabalhos pode estar associada com o fato de que no presente estudo foi
removida dentina cariada “amolecida” somente do assoalho pulpar, o que nao foi

feito no trabalho acima descrito. Outra questdo, € que um dos materiais utilizado
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pelos autores (Shimada et al., 2004), ou seja, o ionébmero também desenvolve um
bom selamento quimico, tanto quanto o sistema adesivo empregado.

As proteinas/glicoprotéinas e o fator de crescimento transformador-g1
estudados foram escolhidos devido a grande importancia deles durante os
processos de formacao dentaria (Takita et al., 1987; Reichert et al., 1992; Unda et
al., 2001), em algumas patologias genéticas, como por exemplo na osteogenesis
imperfecta (Termine et al., 1984), ou mesmo na sobre-regulagdo da resposta
imunoldgica (Wahl et al., 2000). Contudo, poucos trabalhos tém estudado estes
componentes nos eventos que envolvem reparo dentino-pulpar mediante prévio
acometimento por carie.

Em relagdo a anadlise imunoistoquimica dos cinco componentes
estudados, trés ndo demonstraram diferengas quanto a expressdo em relagao aos
materiais empregados, sendo estes o COL I, COL Ill e a OSN. Entretanto, foi
verificado em todos estes, maior expressao nos grupos onde foi induzida a lesédo
de carie em relagdo ao CN (onde nao foi induzida lesao). Este achado demonstra
claramente que sob condigdes patoldgicas, especialmente na doenga infecciosa
carie, a matriz pulpar reage imediatamente no sentido de modular mecanismos
que estimulem o reparo, quer seja diretamente a célula, quer seja indiretamente
ativando mecanismos moleculares no complexo dentinopulpar.

Quanto a intensidade de expressdo da FNC e TGF-B1 existiram
diferencas entre os materiais usados nos diferentes tempos. Aos trés dias pds-
tratamento a FNC demonstrou similar intensidade de expressdo em relacdo ao
Adesivo e ao OZE, porém aos 15 dias esta glicoproteina demonstrou no grupo
OZE maior intensidade de expressdo que o grupo Adesivo. Sabe-se que a
fibronectina é importante para eventos celulares de migracdo, adesao,
proliferagao e diferenciacao celular (Potts & Campbell, 1994). Farges et al. (1995)
investigaram o papel desta molécula no reparo pulpar e baseados nos resultados
sugeriram que a FNC esta presente na dentina cariada humana para modular as
caracteristicas dos odontoblastos adjacentes a injuria, o que resultaria na

producdo de matriz dentinaria. Assim, com base na literatura e em nossos

47



resultados imunoistoquimicos e morfolégicos encontrados pode-se inferir que no
grupo OZE aos 15 dias ainda houve a necessidade de estimular os odontoblastos,
ou seja, pela necessidade de sobre-regular a secre¢do de matriz dentinaria em
maior quantidade que nos outros grupos. Este fendbmeno provavelmente tenha
ocorrido pela incapacidade do grupo OZE em diminuir a velocidade de progressao
da lesdo. Ja, o grupo Adesivo demonstrou fatores positivos em relacdo a
diminuicdo de progressao e em consequéncia disso este fendbmeno nao foi tdo
exacerbado neste periodo.

Em relacdo a OSN foi observado que houve a expresséo desta proteina
em locais de desgaste de cuspides do molar, independente de estar este dente
comprometido pela lesdo de carie ou n&o (higido). Este achado pode estar
relacionado com o fenbmeno da esclerose dentinaria, ou seja, quando a dentina é
exposta diretamente ao meio bucal mecanismos sao estimulados para que ocorra
a obliteragcédo dos tubulos dentinarios, através da deposi¢do de minerais, sem, no
entanto alterar o espaco pulpar (Katchburian & Arana, 2004); pois desta forma o
tecido pulpar continuaria protegido, uma vez que seria impedida a entrada de
microrganismos no interior do 6rgédo. Esta hipotese, embora ndo esteja ainda
relatada pela literatura ainda precisa ser melhor esclarecida em futuros trabalhos.

Diversas moléculas sinalizadoras tém sido consideradas capazes de
induzir a produgao de dentina tercearia (Tziafas et al., 1998; Smith, 2002; Farges
et al., 2003; Tziafas, 2004). Uma das mais estudadas atualmente é o Fator de
Crescimento Transformador (TGF-R1), o qual tem demonstrado ser um dos
principais desencadeadores da diferenciagdo odontoblastica e também da sobre-
regulacdo da dentina reacional (Smith, 2002), influenciando desta forma a defesa
dentinopulpar.

Além dessas fungdes, Ihe tem sido atribuido a capacidade de estimular
a adesao celular, resposta imune e sintese de proteinas da ME (Xu et al., 2003;
Chan et al., 2005; Wahl et al., 2006). E reconhecido também que o TGF-B1 tem
funcdo pré-inflamatéria durante os periodos iniciais do processo inflamatoério e

anti-inflamatorios. As propriedades pré-inflamatérias do TGF-B1 incluem
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recrutamento de células do sistema imune, adesao, inducdo de secrecéo protéica
(Wahl, 1999). Embora sua funcédo estimulatéria protéica tenha sido estudada,
ainda pouco se sabe sobre o papel na resposta imune pulpar na doencga carie, ou
seja, o quanto de estimulo é necessario ao TGF-31 para que seu acumulo inativo
presente na matriz dentinaria se torne ativo.

De acordo com alguns autores (Zhao et al., 2000) depois que esta
molécula é afetada, quer seja por procedimentos acidos da propria infeccéo
cariosa, ela se dissolve através dos tubulos dentinarios e chega até a polpa e
sobre uma forma ativa desencadeia o processo de reparo, o qual deve incluir a
producéo de dentina reacional pelos odontoblastos e angiogénese (Smith, 2002).
O TGF-B1 ainda estimula a proliferagao celular e secrecdo de COL | e OSN
(Shiba et al., 1998; Shiba et al., 2001). Em nossas analises pudemos confirmar
que a expressao de OSN se mostrou mais evidente nas amostras com a lesao de
carie, em regides da camada odontoblastica e de dentina, entdo corroborando
com o papel funcional do TGF-B1 em induzir essas glicoproteinas, assim como
outras tantas ja descritas pela literatura.

Nossos resultados também demonstraram que a expresséo de TGF-31
foi forte aos 3 dias no grupo Adesivo, ou seja, observou-se uma forte marcagéo na
pré-dentina e moderada no tecido pulpar quando comparado com seu controle
positivo e também ao grupo OZE do mesmo periodo. Este achado provavelmente
esteja relacionado a capacidade do primer em desmineralizar a dentina. Esta
capacidade ¢ ofertada pelo MDP (monbmero acido do primer). Essa
desmineralizacdo da dentina, de certa forma, poderia colaborar para a liberacéo e
ativacdo de moléculas de TGF-R1. Em outros estudos, este fenbmeno ja esta
confirmando, por exemplo, utilizando o EDTA (Zhao et al., 2000). Assim, a
possivel atividade do primer em dissolver moléculas de TGF-[31 da dentina ainda
necessita de melhores esclarecimentos em futuros estudos.

Em contra partida, é importante mencionar que estudos usando
adesivos autocondicionantes em capeamentos pulpares, ou seja, diretamente

sobre a polpa exposta tém sido contra-indicados, pois tém demonstrado quadro
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de inflamagdo aguda, como também de necrose (Koliniotou-Koumpia & Tziafas,
2005; Silva et al., 2006) ou ainda em algumas situagdes de nao formagao de
dentina reparativa (Tziafas et al., 2007). Oposto a isto, neste estudo o uso do
sistema adesivo aplicado indiretamente sobre a polpa, apresentou resposta de
reparo favoravel, provavelmente pela ativacdo de TGF3-1, bem como auséncia de
necrose nos periodos analisados.

Outro aspecto a ser mencionado, € em relacdo a marcagcao dos
componentes estudados em areas de necrose dentino-pulpar, como foi 0 caso da
OSN (figura 19D). E importante considerar que esta marcagéo pode ser um falso
positivo, ou seja, em locais de area extensas de degradagao podem existir muitos
restos das préprias proteinas, especialmente no caso do proprio estudo onde
foram empregados anticorpos policlonais, ou seja, anticorpos que se ligam a
varios epitopos (local de ligacdo do antigeno ao seu anticorpo correspondente) de
um mesmo antigeno. Por esse motivo, muitos pesquisadores ao trabalhem com o
meétodo imunoistoquimico tém utilizado como controle negativo um bloqueador, o
qual € o proprio antigeno purificado. Entretanto, este método tem um custo
elevado e no presente estudo nio foi utilizado.

O método mais apropriado para avaliagao das restauragdes feitas sob
remanescente cariado seria o clinico. Reportando na literatura existe o trabalho de
Ribeiro et al. (1999). Os pesquisadores restauraram molares deciduos sem
remover tecido cariado da dentina e condicionaram com o sistema adesivo pelo
método condicionamento total diretamente sobre o tecido cariado e apdés um ano
avaliaram radiograficamente as restauragdes. Eles encontraram um aumento de
46% na radiopacidade e 30% permaneceram estaveis. Similar pesquisa realizada
por Mertz-Fairhurst et al (1998) avaliaram as restauragdes adesivas em dentes
humanos onde também tecido cariado foi deixado, e apdés 10 anos, os autores
concluiram que estas lesbes estavam clinicamente paralisadas. Recentemente,
em outra avaliagdo clinica também de 10 anos Akimoto, Takamizu and Momoi

(2007) obtiveram excelentes resultados com a remogao parcial da lesao cariosa
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usando sistema adesivo autocondicionante previamente a restauragdo com
composito.

A grande vantagem do modelo animal empregado no presente estudo é
a de que se pode juntar em uma mesma pesquisa o estudo clinico e morfoldgico,
e embora ndo se possa extrapolar os resultados obtidos em pesquisas utilizando
animais para humanos (Costa et al., 2000), especialmente ratos onde o
metabolismo € mais exacerbado do que em humanos; o ndo confronto com
questdes éticas, ou seja, da realizagdo de um estudo clinico e morfologico atraves
de um método padronizado de progressao de carie, torna este modelo ainda mais
atrativo para estimar as resposta do complexo dentina-polpa frente ao uso de
diferentes materiais restauradores.

O uso direto do OZE em cavidades profundas sobre o remanescente
cariado nao é aconselhado pelos autores desde trabalho. Contudo, em relagao ao
emprego do sistema adesivo autocondicionante, embora nao eficiente em
capeamentos pulpares diretos, mostra-se como uma boa alternativa de
tratamento, tendo em vista ndo apenas os resultados biolégicos encontrados
neste estudo, mas também aliados ao que as avaliagbes clinicas tém
demonstrado.

Consequentemente, em virtude das necessidades clinicas atuais, e
fundamentado pelas evidéncias encontradas na literatura em relagdo aos
aspectos morfolégicos, como também na qualidade de expressédo dos
componentes da ME, & essencial que outros estudos sejam realizados para
elucidar os eventos de reparo que se sucedem em longo prazo no complexo

dentina-polpa depois de removida parcialmente a les&o de carie.
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CONCLUSOES

Considerando o modelo utilizado neste estudo e suas limitacbes é

possivel concluir que:

Os resultados obtidos confirmam a importadncia dos componentes da
ME estudados nos eventos que envolvem o reparo pulpar, como também a
remineralizagcdo da matriz dentinaria neoformada.

A inflamacdo no tecido pulpar potencializa a expressao de todos os
componentes da matriz extracelular empregados em todos os periodos
analisados.

O uso do sistema adesivo Clearfii SE Bond® sobre tecido pulpar
previamente inflamado ndo desencadeou processo inflamatério agudo nem
necrose pulpar, bem como ativou a formagao de dentina reacional, sendo capaz
de ser usado sob restauragdes onde nao se tem evidéncia clinica de exposi¢cao

pulpar.
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ANEXO 2 — indices obtidos em cada critério
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ANEXO 3 — Componentes da dieta 2000 empregada no estudo

Componentes g
Figado dissecado 10
Sal iodado 20
Alfafa 30
Extrato de levedura 40
Farinha de trigo integral 60
Leite em po6 desnatado 280
Sacarose 560
Quantidade total 1000
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ANEXO 4- Curva de calibracéo para analise de fluor na placa pelo método de
microdifusdo (Taves)

Padrao

0.050
0.100
0.250
0.500
1.000
2.000

ppmF
Blanck

Teste 0.4
Teste 0.4

log [F] ppm F
vol. mL ppm F log [F] mV calc. Calc.
04 0.125 -0.903 136.5 -0.900 0.126
04 0.25 -0.602 1191 -0.606 0.248
04 0.625 -0.204 93.5 -0.174 0.671
04 1.25 0.097 80.3 0.049 1.121
04 25 0.398 58.6 0.416 2.608
04 5 0.699 40.3 0.726 5.315
intercepgao | 1.407 inclinagao | -0.0169
RQUAD. | 0.99676
ppm F log [F] ppm F
mV vol.mL esp calc. calc. CV.%
166.3 04 -1.404 0.04
80.9 04 0.039 1.09
81.5 04 0.029 1.07
média 1.08 -8.22
Primeira Segunda Terceira Média
Blanck 169.1 161.1 168.8 166.3
0.025 148.8 145.2 145.7 146.6
0.050 135.0 131.8 142.8 136.5
0.10 120.9 118.2 118.2 119.1
0.25 94.6 93.4 92.4 93.5
0.50 80.2 83.9 76.8 80.3
1.00 58.9 59.0 58 58.6
2 411 394 40.5 40.3
Teste 80.9 80.9 81.5 81.1
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0.6
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Continuagao anexo 4

log [F] ppm F ug F mgFl g
Grupo mV calc. calc. amostra peso (9) amostra
sal 1 92.5 -0.157 0.697 0.279 0.2283 1.22
sal 2 95.4 -0.206 0.623 0.249 0.2109 1.18
sal 3 92.8 -0.162 0.689 0.276 0.2109 1.31
lev 1 106.1 -0.387 0.411 0.164 0.2013 0.82
lev 2 106.1 -0.387 0.411 0.164 0.2085 0.79
lev 3 105.2 -0.371 0.425 0.170 0.2099 0.81
far 1 168.2 -1.436 0.037 0.015 0.2214 0.07
far 2 163.9 -1.363 0.043 0.017 0.2109 0.08
far 3 163.7 -1.360 0.044 0.017 0.2147 0.08
acu 1 165.8 -1.395 0.040 0.016 0.1921 0.08
acu 2 165.5 -1.390 0.041 0.016 0.1998 0.08
acu 3 130.7 -0.802 0.158 0.063 0.2037 0.31
leit 1 129.7 -0.785 0.164 0.066 0.2048 0.32
leit 2 131.5 -0.816 0.153 0.061 0.2021 0.30
leit 3 131.9 -0.823 0.150 0.060 0.2017 0.30
fig 1 68.1 0.256 1.802 0.721 0.1991 3.62
fig 2 68.2 0.254 1.795 0.718 0.2019 3.56
fig 3 82.0 0.021 1.049 0.420 0.2073 2.02
alfa 1 110.1 -0.454 0.351 0.141 0.1914 0.73
alfa 2 111.5 -0.478 0.333 0.133 0.1999 0.67
alfa 3 111.9 -0.485 0.328 0.131 0.1958 0.67
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