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RESUMO

No tratamento endodbntico de dentes permanentes imaturos
despolpados o preparo mecanico do canal é desaconselhado para nédo
fragilizar ainda mais a estrutura dental. A abordagem cléssica permite a
desinfeccdo do canal radicular pelo preparo quimico com solugdes
antimicrobianas e medicacdo intracanal, mas ndo a retomada do
processo de rizogénese para a complementacdo do canal radicular. A
neoformacdo de tecido pulpar, por abordagem de engenharia tecidual,
tem potencial para melhor resolver essas situa¢fes clinicas. Com o0 uso
do Modelo de Fatia Dental/Arcabougo para Engenharia de Tecido
Pulpar o objetivo deste trabalho foi desenvolver polpas dentais com
morfologia e funcdo semelhantes aquelas do tecido original, em dentinas
submetidas a tratamentos com diferentes materiais endodénticos. Para
tanto, ap6s o acesso endodontico e a aplicacdo dos protocolos de
tratamento com hipoclorito de sodio, EDTA, pasta de hidréxido de
calcio ou triantibidtica, fatias de 1 mm de espessura foram obtidas da
regido cervical de molares, seguido pela producdo de arcabouco
sintético no espaco da camara pulpar e semeadura de células-tronco de
polpa de dentes permanentes humanos (DPSC). O conjunto fatia
dental/arcabouco/células foi implantado em tecido subcutineo de
camundongos. Depois de 35 dias, os implantes foram removidos e
processados para andlise histo-morfol6gica, imuno-histoquimica, e
microscopia eletrdnica confocal. Os resultados das anélises histologicas
mostraram que houve formagdo tecidual em todos os grupos, com
destaque para o grupo tratado pela pasta Triantibiética. Da analise em
microscopia confocal conclui-se que, mesmo quando tratada por
soluces irrigadoras ou pastas antimicrobianas, a dentina apresentou
condicbes de servir como substrato para a sobrevivéncia e a
diferenciacdo das DPSC em odontoblastos funcionais, com capacidade
de deposicdo de matriz dentinéria.

Palavras-chave: Células-tronco, diferenciacdo celular, engenharia
tecidual, polpa dental, procedimento endodéntico regenerativo.






ABSTRACT

In the endodontic treatment of immature permanent teeth, mechanical
preparation of the root canal is not recommended to do not further
weaken the tooth structure. The classical approach allows the
disinfection of the root canal by chemical preparation with antimicrobial
solutions and intracanal dressing, but not the resumption of the root
formation process for the completion of root canal. The pulp tissue
neoformation by tissue engineering approach has the potential of better
solving these clinical situations. Using the Tooth Slice/Scaffold Model
for Dental Pulp Tissue Engineering, the aim of this study was to develop
dental pulps with similar morphology and function to those of the
original tissue, in dentin subjected to treatments with different materials.
For this purpose, after the endodontic access and application of the
treatment protocols with sodium hypochlorite, EDTA, calcium
hydroxide or triple antibiotic pastes, 1 mm slices from the cervical
region of third molars were obtained, followed by the production of a
synthetic polymeric scaffold within the pulp chamber and seeding of
dental pulp stem cells from human permanent teeth (DPSC). Tooth
slice/scaffold/cells sets were implanted subcutaneously in mice. After 35
days, the implants were retrieved and processed for histo-
morphological, immunohistochemical, and confocal electron
microscopy analyzes. The results of histological analyzes showed that
there was tissue formation in all groups, especially the group treated by
triple antibiotic paste. From the confocal microscopy analysis, it was
concluded that even when treated by irrigating solutions or antimicrobial
pastes, dentin is able to serve as substrate for survival and differentiation
of DPSC in functional odontoblasts, with dentin matrix deposition
capacity.

Keywords: cell differentiation, dental pulp, regenerative endodontics
procedure, stem cell, tissue engineering.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Mesmo com a melhora na satde bucal da populagdo mundial,
problemas globais ainda persistem, como a cérie e o trauma dental. A
carie continua a ser a doenca infecciosa mais prevalente em humanos.
Em paises industrializados, afeta entre 60% e 90% das criangcas em
idade escolar e a grande maioria dos adultos (Petersen et al., 2005). Em
relacdo ao trauma, embora a cavidade oral compreenda apenas 1% da
area total do corpo, 5% das injurias sofridas pelo individuo ocorrem
nessa regido, principalmente nos primeiros 10 anos de vida. A
prevaléncia de injurias na denticdo permanente entre criangas e
adolescentes é de aproximadamente 20% (Andersson, 2013). Esse dado
é preocupante considerando que, nessa fase, a denticdo permanente
ainda esta em formacao (Nolla, 1960) e danos teciduais severos, gerados
por trauma ou infeccdo, podem comprometer irreversivelmente o tecido
pulpar e ocasionar a sua necrose. A perda da vitalidade da polpa dental
resulta, entdo, na interrupcdo do processo de dentinogénese. Assim, a
formagdo da raiz é incompleta e, por essa razdo, dentes permanentes
imaturos despolpados (DPID) apresentam raizes com comprimentos
inferiores ao comprimento médio, cavidades pulpares amplas e paredes
dentinérias delgadas e menos mineralizadas, mais susceptiveis a fratura
(lwaya, lkawa e Kubota, 2001; Banchs e Trope, 2004; Trope, 2006;
Bleicher, 2014) por novas injarias, comprometendo a sobrevida do
elemento dental.

O tratamento endod6ntico de dentes permanentes imaturos
despolpados, principalmente dos que apresentam periodontite apical,
apresenta multiplos desafios (Trope, 2006). Tradicionalmente, esses
dentes sdo tratados visando a apicificacdo (Rafter, 2005; Garcia-Godoy
e Murray, 2012) ou a formacdo de uma barreira apical artificial com
MTA (Trope, 2006; Garcia-Godoy e Murray, 2012), para permitir a
obturacdo definitiva do canal radicular. Por apresentarem paredes de
dentina finas, a instrumentagdo do canal ndo pode ser realizada da forma
habitual para ndo fragilizar ainda mais a estrutura radicular (Banchs e
Trope, 2004; Nosrat, Seifi e Asgary, 2011). Desse modo, a desinfeccéo
¢ obtida com minimo debridamento mecénico e valorizando a irrigacéo
com solucdo antimicrobiana e uso de medicacdo intracanal (Banchs e
Trope, 2004; Trope, 2006). Entretanto, mesmo que esses cuidados
permitam obter a adequada desinfeccdo do sistema de canais, 0 dente
permanece, indefinidamente, com a estrutura fragilizada e propenso a
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fratura (Ilwaya, lkawa e Kubota, 2001; Banchs e Trope, 2004; Trope,
2006), pois o processo de dentinogénese ndo € restabelecido. Além
disso, até 0 momento, nenhum material sintético conseguiu reproduzir
todas as propriedades biomecanicas dos tecidos dentais (Rosa et al.,
2013).

Como alternativa ao tratamento endoddntico convencional, as
abordagens baseadas em terapias celulares e engenharia tecidual teriam
potencial para regeneracdo/neoformacdo da polpa dental e, desse modo,
retomar o processo de desenvolvimento radicular com perspectiva de
resolugdo mais efetiva dessas situagdes clinicas. A engenharia tecidual é
uma area interdisciplinar envolvendo a engenharia, a biologia e a
guimica, para o desenvolvimento de substitutos bioldgicos que
restaurem ou melhorem a fungdo do tecido (Langer e Vacanti, 1993).
Seus principios estdo baseados na inter-relacdo da triade células-tronco,
arcabougos e fatores de crescimento (Langer e Vacanti, 1993; Nor,
2006; Demarco et al., 2010; Sedgley e Botero, 2012).

As células-tronco sdo células indiferenciadas que apresentam
capacidade de auto-renovacao e de produzir células progenitoras. Assim,
podem ser multiplicadas e diferenciadas em uma variedade de tipos de
células (Gronthos et al., 2002; Huang, Gronthos e Shi, 2009; Sedgley e
Botero, 2012) com potencial para reproduzir a arquitetura e a fungéo
semelhantes as do tecido alvo (Telles et al., 2011). Segundo a origem
sdo classificadas como embriondrias ou pos-natais. As células
embriondrias sdo provenientes do zigoto ou do blastocisto, e tém
potencial ilimitado de diferenciacdo, sendo entdo consideradas células
totipotentes e pluripotentes, respectivamente (Sloan e Smith, 2007
Huang, 2009; Huang, Gronthos e Shi, 2009; Telles et al., 2011; Sedgley
e Botero, 2012). As células de origem pds-natal podem ser de varios
tecidos, como a medula éssea (BMMSC), o tecido adiposo (ASC), o
musculo liso (SMC) e de fontes dentais como o ligamento periodontal
(PDLSC), a polpa de dentes permanentes (DPSC) e a polpa de dentes
deciduos (SHED). As células-tronco pés-natais sdo consideradas células
multipotentes, pois tém potencial de diferenciacdo mais limitado do que
as embrionérias (Sedgley e Botero, 2012). Estudos demonstraram que
tanto as SHED quanto as DPSC apresentam potencial para diferenciacéo
em odontoblastos e de geracdo de tecido morfoldgica e funcionalmente
semelhante ao tecido pulpar humano (Cordeiro et al., 2008; Demarco et
al., 2010; Sakai et al., 2011). Ainda, apresentam plasticidade para
diferenciacdo em outros tipos de células e de formacéo de tecidos como
0ss0 e musculo, entre outros (Casagrande et al., 2011).
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Os arcaboucgos sdo estruturas necessarias a migracdo, adesdo,
proliferacdo e organizacdo tridimensional das células, imprescindiveis
para a reproducdo estrutural e funcional do tecido. Para mimetizar o
microambiente observado nos tecidos naturais, uma grande variedade de
biomateriais tem sido usada como arcabouco, tais como polimero
natural ou sintético, matriz extracelular, hidrogel ou bioceramica (Galler
et al.,, 2011). Os polimeros sintéticos, como o 4acido poliglicolico
(PLGA) e o &cido poli-L-lactico (PLLA), possibilitam melhor controle
das propriedades quimicas e fisicas, como o nivel de degradacéo,
microestrutura e resisténcia mecanica do arcabougo (Santana et al.,
2012).

Fechando a triade para a engenharia tecidual, os fatores de
crescimento aparecem como elementos fundamentais, pois sdo essas
pequenas proteinas, com efeito bioativo no comportamento e em varias
atividades celulares, que induzirdo a divisdo, diferenciacdo e migracdo
celular. Quando essas moléculas se ligam a receptores especificos na
superficie da membrana celular, engatilham uma cascata de sinais
intracelulares que irdo estimular ou inibir a transcri¢do de certos genes e,
desta forma, guiar o comportamento da célula (Grando Mattuella et al.,
2007). A matriz dentinaria possui uma diversidade de fatores de
crescimento (Grando Mattuella et al., 2007; Demarco et al., 2010) que
sdo sequestrados da dentina quando ocorre uma queda no pH ocasionada
por processos cariosos ou traumaticos (Grando Mattuella et al., 2007),
pelo tratamento da dentina com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(Liu et al., 2005) ou pela degradagdo do arcabouco, como ocorre com o
PLLA (Cordeiro et al., 2008). Com a liberacdo dessas moléculas inicia-
se um processo de sinalizagdo morfogenética que esta relacionado com a
diferenciacdo de células-tronco em células semelhantes (like) a
odontoblastos, fibroblastos e células endoteliais (Grando Mattuella et
al., 2007).

Os odontoblastos sdo células pds-mitdticas, altamente
especializadas, localizadas na periferia do tecido pulpar. Essas células
secretam matriz dentindria e participam da mineralizacdo dessa matriz,
pela secrecdo de proteoglicanas e outras proteinas ndo colagenas. Ainda,
0s odontoblastos participam da manutencdo do complexo dentina-polpa
ao longo da vida do elemento dental, pela secre¢cdo de dentina reacional
frente a condigdes patolégicas. A atividade dentinogénica dos
odontoblastos parece estar relacionada ao seu papel como células
sensoriais, sendo capazes de detectar invasdo bacteriana e reagir
produzindo dentina reacional. Assim como sdo bem equipadas com
canais idnicos, envolvidos na mecanotransducdo e nocicepcdo, o0 que
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torna os odontoblastos adequados para captar estimulos externos e
mediar a sensacdo de dor de dente (Bleicher, 2014). Seu fendtipo €
caracterizado pela imunodeteccdo de proteinas da matriz dentinéria
como o colageno tipo |, proteinas da matriz dentinaria (DMP),
sialofosfoproteina da dentina (DSPP), que é clivada e origina outras
duas  proteinas, a sialiproteinadentindria  (DSP) e a
fosfoproteinadentinaria  (DPP), entre outras. Tais proteinas
correspondem aos marcadores de diferenciacdo em odontoblastos (Sakai
et al., 2010).

Além da diferenciacdo odontoblastica de células-tronco, a
diferenciacdo em células endoteliais é de fundamental importancia, pois
essas células atuam na angiogénese e na anastomose dos vasos
neoformados com 0s vasos sanguineos ja existentes. Esse processo €
imprescindivel para a nutricdo do novo tecido (Levenberg et al., 2002).
E reconhecido que o sucesso de uma abordagem de engenharia tecidual
recai no estabelecimento rapido de um adequado suprimento de
oxigénio e nutrientes (Brey et al., 2005), critico para sustentar a alta
atividade metabdlica das células envolvidas na regeneragdo tecidual. A
expressdao da molécula de adesdo plaqueta-célula endotelial-1(PECAM-
1/CD 31), uma proteina membro da familia das imunoglobulinas, no
processo de diferenciagdo de células-tronco pode refletir o
comprometimento com a linhagem endotelial (Sakai et al., 2010), bem
como a expressdo da actina de musculo liso (SMA), proteina encontrada
nas células da musculatura lisa vascular (Yoshiba et al., 2012).

A regeneracdo/neoformagdo de estruturas dentais é uma
proposicdo complexa. Porém, considerando que o melhor material para
repor a estrutura dental é a propria estrutura dental (Nor, 2006),
cientistas tém direcionado seus esfor¢os na busca de conhecimentos que
visam reproduzir o processo de odontogénese, mesmo que parcialmente.

O desenvolvimento de modelos de estudo de engenharia
tecidual possibilita uma melhor compreensdo dos fenbmenos e
mecanismos envolvidos nos processos de regeneragdo/neoformacéo de
tecidos dentais. Com esse intuito, por meio do Modelo de Fatia
Dental/Arcabouco para Engenharia de Tecido Pulpar (Tooth
Slice/Scaffold Model of Dental Pulp Tissue Engineering) desenvolvido
por (Cordeiro et al., 2008) foi possivel produzir tecido semelhante a
polpa dental humana, anastomosado com o tecido do organismo
hospedeiro pela nova rede vascular formada dentro do tecido e com
potencial para retomar o processo de dentinogénese. No modelo
supracitado sdo produzidas fatias de 1 mm de espessura, obtidas por
cortes transversais na regido cervical de terceiros molares humanos
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higidos. Ap6s a remocdo da polpa dental, na cavidade pulpar €
produzido arcabouco de PLLA, biodegradavel e altamente poroso. No
conjunto fatia dental/arcabouco sdo semeadas células-tronco da polpa
dental e o conjunto fatia dental/arcabouco/células-tronco e seus
controles (positivo e negativo) sdo implantados bilateralmente no tecido
subcutaneo do dorso de camundongos imunosssuprimidos. Ap6s um
periodo de implantacdo entre 14 e 28 dias, foi observado que o tecido
formado na cavidade pulpar das amostras era bem organizado e
mostrava caracteristicas morfoldgicas similares as da polpa dental
humana. Posteriormente, esse mesmo modelo foi aplicado para uma
analise mais detalhada do processo de engenharia de polpa dental,
especialmente da diferenciacdo celular de SHED em odontoblastos e
células endoteliais (Sakai et al., 2010). Foi observado que células-tronco
tém potencial para diferenciacdo em células semelhantes a odontoblastos
funcionais, com capacidade de produzir matriz dentinaria e gerar dentina
tubular, mimetizando a estrutura da dentina original. Ainda, Coelho
(2015) verificou, pela mesma metodologia, porém em camundongos ndo
imunossuprimidos, que é possivel desenvolver um tecido semelhante a
polpa dental, com presenca de terminacgdes nervosas livres e organizadas
em feixes nervosos.

E importante frisar que nos trabalhos supracitados a dentina n&o
recebeu qualquer tratamento prévio aos procedimentos de engenharia
tecidual. No entanto, no tratamento de dentes despolpados, a
desinfeccgdo do canal é fundamental para o reparo. Estudos pré-clinicos e
clinicos demonstraram que, para 0 sucesso da regeneracdo da polpa
dental, a desinfeccdo do sistema de canais radiculares é um
procedimento indispensavel (Ruparel et al., 2012) e critico,
especialmente no tratamento de dentes imaturos despolpados, no qual o
debridamento mecénico do canal ndo pode ser realizado para nédo
fragilizar ainda mais a estrutura radicular. Desse modo, a desinfec¢do do
canal é realizada, exclusivamente, por meio de preparo quimico. No
Clinical Considerations for a Regenerative Procedure (American
Association of Endodontists - AAE, 2015) é recomendado para a
desinfecgdo o uso de solucdo de hipoclorito de sddio (NaOCI) 1,5% e de
pasta triantibiética ou de hidréxido de célcio (HC). Todavia, esses
materiais podem exercer efeitos diretos sobre as células e reduzir a sua
viabilidade (Althumairy, Teixeira e Diogenes, 2014; Martin et al.,
2014), bem como causar altera¢cdes quimico-estruturais na dentina e,
dessa forma, afetar indiretamente as células, pela alteracdo do
microambiente (Yassen, Chu, et al., 2013; Yassen, Vail, et al., 2013;
Diogenes et al., 2014). Alteracdes na composicdo da matriz dentinaria
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podem alterar o papel das células-tronco quando em contato com esse
substrato modificado (Diogenes et al., 2014).

O hipoclorito de sédio é o agente antimicrobiano mais usado
para desinfeccdo do sistema de canais nos tratamentos endodénticos
(Diogenes et al., 2014). O seu poder antimicrobiano (Vianna et al.,
2006; Martinho e Gomes, 2008) e a sua capacidade de dissolucdo da
matéria organica (Hand, Smith e Harrison, 1978; Harrison e Hand,
1981) sdo duas propriedades cruciais no tratamento de dentes imaturos
despolpados, que usualmente envolve minima ou nenhuma preparacao
mecanica dos canais (Diogenes et al., 2014). Todavia, em concentragdes
elevadas (acima de 5%) essa solucdo desnhatura o coldgeno e
desproteiniza a matriz dentinaria, a qual serve como substrato para as
células. Como consequéncia, prejudica a interacdo substrato/célula,
resultando em diminuicdo da viabilidade celular (Casagrande et al.,
2010; Trevino et al., 2011; Martin et al., 2014) e na inibicdo da
diferenciacdo de células-tronco em odontoblastos-like (Casagrande et
al., 2010; Martin et al., 2014).

Embora o hipoclorito de sodio apresente poder antimicrobiano,
0 uso de medicacdo intracanal ¢ indicado para potencializar o efeito de
desinfeccdo da solugdo irrigadora (Safavi e Nichols, 1994). Assim, a
AAE (2015) recomenda o uso das pastas de HC ou triantibi6tica como
medicacdo entre sessfes. Porém, apesar de as pastas de HC (Bystrom,
Claesson e Sundqvist, 1985; Siqueira e Lopes, 1999) e triantibi6tica
(Hoshino et al., 1996) apresentarem excelente poder antimicrobiano,
ambas podem apresentar efeito citotoxico e reduzir a viabilidade celular
(Ruparel et al., 2012; Labban et al., 2014).

Ainda, no protocolo da AAE (2015), apds o uso da medicagio
intracanal, é indicada uma irrigacdo com EDTA. A solugdo de EDTA
age como quelante; assim, quando em contato com as paredes
dentinarias, atua sobre a parte mineral, sequestrando o calcio da dentina.
Consequentemente, expBe a parte orgénica e libera proteinas
morfogénicas presentes na matriz dentinaria, como as proteinas 6sseas
morfogenéticas (BMPs) (Casagrande et al., 2010) e a proteina da matriz
dentinaria (DMP-1) (Almushayt et al., 2006). A diferenciacdo de
células-tronco em odontoblastos esta condicionada a liberagdo dessas
proteinas morfogénicas. Quando cultivadas em matriz dentinaria
desproteinizada ou em arcabougos sem estrutura dentinaria adjacente, as
células-tronco ndo expressam marcadores caracteristicos da
diferenciacdo odontoblastica (DSPP, DMP-1, MEPE) (Casagrande et
al., 2010). Em contrapartida, a presenca de BMPs, especialmente a
BMP2, desempenha um papel fundamental no processo de diferenciagédo
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odontoblastica (Casagrande et al., 2010), assim como a DMP-1
(Almushayt et al., 2006), que também parece atuar na mineralizagdo da
matriz dentinaria.

Enquanto o hipoclorito de sédio e as pastas de HC e
triantibidtica parecem desempenhar um efeito deletério sobre as células
dependendo da concentragdo utilizada, a solu¢do de EDTA tem
demonstrado potencial para liberar fatores morfogénicos da matriz
dentindria (Casagrande et al., 2010) e favorecer a viabilidade e
proliferacdo celular (Martin et al., 2014). Considerando o exposto, e
simulando os procedimentos sugeridos para a pratica clinica, seria
interessante avaliar se € possivel a formacdo de tecido pulpar sobre
dentina previamente tratada com produtos usados para a desinfec¢éo do
canal (pastas antissépticas) e para a liberacdo de proteinas morfogénicas
(EDTA).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Utilizando o Modelo de Fatia Dental/Arcabougo para Engenharia de
Tecido Pulpar (Cordeiro et al., 2008), o objetivo foi avaliar o potencial
de DPSC de formar tecido pulpar quando em contato com paredes
dentinarias previamente tratadas com produtos utilizados na terapia de
dentes permanentes imaturos despolpados.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a influéncia do pré-tratamento da superficie dentinéria
com NaOCI 1,5%, EDTA 17%, pasta de HC ou triantibidtica sobre o
potencial de diferenciacdo de DPSC em odontoblastos funcionais e
células endoteliais, apés 35 dias da implantacdo do conjunto fatia
dental/arcabouco/células no tecido subcutdneo do dorso de
camundongos.

2.2.2 Avaliar a capacidade de DPSC formarem um tecido morfologica e
funcionalmente semelhante ao tecido pulpar original, quando em contato
com paredes de dentina previamente tratadas com NaOCI 1,5%, EDTA
17%, pasta de HC ou triantibidtica, 35 dias depois da implantacdo do
conjunto fatia dental/arcabouco/células no tecido subcutaneo do dorso
de camundongos.
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Introducéo

Como alternativa ao tratamento endodéntico convencional para
dentes imaturos despolpados, abordagens baseadas em terapias celulares
e engenharia tecidual tém sido sugeridas em funcdo da possibilidade de
permitirem a regeneracdo/neoformacdo da polpa dental e,
consequentemente, a retomada do processo de desenvolvimento
radicular. Estudos demonstraram que, para 0 sucesso da regeneracao da
polpa dental, a desinfeccdo do sistema de canais radiculares é um
procedimento indispensavel (Ruparel et al., 2012) e critico, pois o
debridamento mecanico do canal ndo pode ser realizado para nao
fragilizar ainda mais a estrutura radicular. Desse modo, a desinfeccdo é
realizada, exclusivamente, por meio de preparo quimico.

No Clinical Considerations for a Regenerative Procedure, a
American Association of Endodontists (AAE, 2015) recomenda o uso de
solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCI) 1,5% e de pasta triantibidtica
ou de hidréxido de célcio (HC) para a desinfeccéo do canal.

O hipoclorito de sddio é o0 agente antimicrobiano mais usado em
endodontia para desinfecgdo do sistema de canais radiculares (Diogenes
et al., 2014). O seu poder antimicrobiano (Vianna et al., 2006; Martinho
e Gomes, 2008) e a sua capacidade de dissolu¢do da matéria organica
(Hand, Smith e Harrison, 1978; Harrison e Hand, 1981) sdo
propriedades cruciais no tratamento de dentes imaturos despolpados,
gue usualmente ndo envolve prepara¢do mecanica dos canais (Diogenes
et al., 2014). Todavia, em concentracdes elevadas (acima de 5%) essa
solucdo desnatura o colageno e desproteiniza a matriz dentinaria, a qual
serve como substrato para as células. Como consequéncia, prejudica a
interacdo substrato/célula, resultando na diminuicdo da viabilidade
celular (Casagrande et al., 2010; Trevino et al., 2011; Martin et al.,
2014) e na inibicdo da diferenciacdo de células-tronco em
odontoblastos-like (Casagrande et al., 2010; Martin et al., 2014).

Embora o hipoclorito de sddio apresente poder antimicrobiano,
0 uso de medicacdo intracanal é indicado para potencializar o efeito
dessa solucdo irrigadora (Safavi e Nichols, 1994). Assim, a AAE
(2015) recomenda o uso das pastas de HC ou triantibiética como
medicacdo entre sessbes. Apesar de apresentarem excelente poder
antimicrobiano (Bystrom, Claesson e Sundqvist, 1985; Siqueira e Lopes,
1999); Hoshino et al., 1996), tanto a pasta de HC (Labban et al., 2014),
guanto a pasta triantibiética podem apresentar efeito citotéxico e reduzir
a viabilidade celular (Ruparel et al., 2012; Labban et al., 2014).
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Enquanto o hipoclorito de sédio e as pastas de HC e
triantibidtica parecem desempenhar um efeito deletério sobre as células,
a solucdo de EDTA tem demonstrado potencial para, além de liberar
fatores morfogénicos da matriz dentinaria (Casagrande et al., 2010),
favorecer a viabilidade e proliferacdo celular (Martin et al., 2014). A
solucdo de EDTA age como quelante; assim, quando em contato com as
paredes dentinarias, atua sobre a parte mineral, sequestrando o calcio da
dentina. Consequentemente, expbe a parte organica e libera proteinas
morfogénicas presentes na matriz dentinaria, como as proteinas 6sseas
morfogenéticas (BMPs) (Casagrande et al., 2010) e a proteina da matriz
dentindria (DMP-1) (Almushayt et al., 2006). A diferenciacdo de
células-tronco em odontoblastos esta condicionada & liberagcdo dessas
proteinas morfogénicas. Quando cultivadas em matriz dentinaria
desproteinizada ou em arcabougos sem estrutura dentinaria adjacente, as
células-tronco ndo expressam marcadores caracteristicos da
diferenciacdo odontoblastica (DSPP, DMP-1, MEPE) (Casagrande et
al., 2010).

Considerando o exposto, e simulando os procedimentos
sugeridos para a pratica clinica, o objetivo deste estudo foi avaliar se
produtos usados para a desinfeccdo do canal (pastas antissépticas) e para
a liberacéo de proteinas morfogénicas (EDTA) permitem a formacéo de
tecido pulpar sobre a dentina previamente exposta a essas substancias.

Material e métodos
Obtencao e preparo dos dentes

Foram utilizados 36 terceiros molares, superiores ou inferiores,
higidos, recém-extraidos de pacientes com idade entre 15 e 22 anos.
Ap6s a doacdo e assinatura do Termo de Assentimento e/ou de
Consentimento Livre e Esclarecido, sob aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFSC n° 20000013.8.1001.0121
(Apéndices 1, 2 e 3), os dentes foram imediatamente imersos no meio de
transporte, composto por DMEM (cod 11885084, Dulbecco's Modified
Eagle Medium) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) suplementado com
20% soro fetal bovino (cod12657029, Invitrogen, USA), 1% de
penicilina e estreptomicina (cod 15140122, Invitrogen, USA) e 1% de
anfotericina B (cod 15290018, Invitrogen, USA), e mantidos a 4°C até
o translado para o laboratdrio.
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Em 33 dentes, ap06s 0 acesso endoddntico, as cavidades pulpares
foram esvaziadas com extirpa-nervos e irrigados com 2 mL de solucdo
fosfato tamponada- PBS 1X (cod 14200166, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) e secos por aspiragcdo e com pontas de papel absorvente. Na
sequéncia, os dentes foram direcionados, aleatoriamente, a 5 grupos
experimentais (n = 6/grupo) e 1 grupo-controle negativo (n = 3), de
acordo com o tratamento efetuado sobre a dentina.

Nos dentes dos grupos das pastas antimicrobianas, as cavidades
pulpares foram irrigadas com 20 mL de NaOCIl 1,5% (Dermus,
Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil), seguidos por 20 mL de solucdo
salina, secas com pontas de papel absorvente e preenchidos com pasta
de HC (Calen®, SS White, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) ou
(G2) pasta Triantibidtica (Magistrale, Floriandpolis, Santa Catarina,
Brasil), composta por ciprofloxacina, metronidazol e minociclina, na
proporcdo de 1:1:1. As cavidades de acesso foram provisoriamente
restauradas com Citodur® (Dorident, Viena, Viena, Austria) e os dentes
mantidos em PBS 1X por 21 dias. Ap6s esse periodo, o material
restaurador provisorio foi removido e as cavidades pulpares irrigadas
com 20 mL de EDTA 17% pH 7,2 (Merck, Darmstadt, Hessen,
Alemanha), e secas por aspiracao.

Nos dentes do Grupo NaOCI/EDTA, as cavidades pulpares
foram irrigadas com 20 mL de NaOCI 1,5% (Dermus), seguidos por 20
mL de solugéo salina e, finalmente, com 20 mL de EDTA 17% pH 7,2.
Nos do Grupo NaOCI, foram irrigadas com 20mL de NaOCI 1,5%
(Dermus), seguido por 20 mL de solucéo salina e nos do Grupo EDTA,
irrigadas apenas com 20 mL de EDTA 17%.

Os procedimentos para engenharia tecidual foram baseados no
Modelo de Fatia Dental/Arcabouco para Engenharia de Tecido Pulpar
(Cordeiro et al., 2008). Brevemente, ap6s os devidos tratamentos da
dentina, foram feitas fatias de aproximadamente 1 mm de espessura na
regido cervical dos molares por meio de cortes transversais. O espago da
cavidade pulpar foi preenchido com particulas de 212 a 300 um de
cloreto de sodio e &cido poli-L-lactico (PLLA) (Resomer, Evonik,
Darmstadt, Alemanha) dissolvido em cloroférmio (Merck, Darmstadt,
Hessen, Alemanha). Ap6s 24 h, o sal foi removido por lavagens com
PBS, assim um arcabouco biodegradavel altamente poroso foi obtido. O
conjunto fatia dental/arcabouco foi desinfetado e hidrofilizado em
incubacBes sequenciais com concentracdes decrescentes de etanol (100-
70%) e lavado em PBS.

Nos dentes do grupo-controle negativo (n = 3) foram realizados
0s procedimentos para engenharia tecidual sem que a dentina recebesse



38

qualquer tipo de tratamento prévio e sem a semeadura das células. Fatias
dentais contendo tecido pulpar original configuraram o grupo-controle
positivo (n = 3).

Cultura de células, semeadura das células e implantacdo da fatia
dental/arcabouco em camundongos

Em cada um dos conjuntos fatia dental/arcabouco (grupos pasta
de HC, pasta Triantibiética, NaOCI/EDTA, NaOCl e EDTA) foram
semeadas 1x10® DPSC (cod PT-5025, Lonza Walkersville Inc.;
Walkersville, MD, USA), de passagens 6 a 8, cultivadas em meio
composto por 80% de DMEM (Invitrogen, USA) suplementado com
20% de soro fetal bovino (Invitrogen, USA). As células foram suspensas
em uma mistura de 1:1 de Matrigel (cod 356234, Corning, New York,
NY, USA) e meio de cultura, para permitir a sua fixacdo no arcabouco
por meio da geleificacdo do Matrigel, incubado por 30 min a 37°C.

Os conjuntos  fatia  dental/arcabougo/DPSC, fatia
dental/arcabougo (controle negativo) e as fatias com polpa dental
(controle positivo) foram implantados bilateralmente no tecido
subcutaneo do dorso de camundongos. Para tanto, foram utilizados 20
camundongos machos (Mus muscullus), com 5 a 7 semanas de idade,
ndo imunossuprimidos. Para a implantacdo, as fatias dentais foram
distribuidas segundo os tipos de tratamento recebidos. Previamente aos
procedimentos cirlrgicos, 0s animais foram anestesiados por via
intramuscular com associacdo de cloridrato de ketamina (80 mg/kg) e
cloridrato de xilazina (10 mg/kg). Apods a tricotomia da regido dorsal e
antissepsia da area com povidona-iodo 12%, uma incisdo longitudinal,
no plano sagital mediano, de aproximadamente 2 cm, foi realizada no
tecido subcutaneo do dorso dos camundongos. A divulsdo do tecido foi
realizada lateralmente & incisdo e resultou em 2 sitios de implantagéo.
Em cada sitio foi implantada 1 fatia de um dos grupos experimentais ou
controle. A ordem de implantacdo das fatias foi previamente
estabelecida, sendo que cada lado do animal recebeu fatias de grupos
experimentais diferentes. Finalmente, as bordas da incisdo foram
aproximadas com auxilio de uma pinga cirdrgica e suturadas com fio de
nylon 5.0. Todos os procedimentos foram realizados com instrumentos
estéreis e técnica asséptica para evitar contaminacdo durante os
procedimentos operatérios. Os procedimentos apresentados nesse
experimento foram submetidos a apreciagdo e receberam parecer
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favoravel & execucéo por parte da Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA), sob o numero de protocolo PP00850 (Apéndice 4).

Tratamento com tetraciclina

Dez dias ap6s a implantacdo das fatias e, posteriormente, a cada
5 dias, foram injetados 100 pL de hidrocloreto de tetraciclina (cod
T3383, Sigma-Aldrich) intraperitonealmente (41,6 nmol/g de peso do
animal), seguindo protocolo (Sakai et al., 2010). Um incisivo inferior de
cada animal que teve as amostras destinadas para a andlise em
microscopia confocal, foi removido como um controle positivo da
técnica de marcacdo por tetraciclina. Uma fatia dental ndo implantada
configurou um controle negativo.

Eutanésia dos animais e recupera¢do das amostras

Decorridos 35 dias da implantacéo das fatias, os animais foram
anestesiados como previamente detalhado e eutanasiados por
deslocamento cervical. As amostras foram removidas do dorso dos
animais e enxaguadas em PBS. Uma amostra de cada grupo foi
destinada para analise em microscopia confocal. Para tanto, apos o
enxague em PBS, os tecidos localizados no interior das cavidades
pulpares foram removidos com ping¢a clinica, sem tocar nas paredes
dentinarias, as fatias foram secas com gaze estéreis e fixadas entre
laminas e laminulas de vidro com auxilio de adesivo & base de
cianoacrilato, para imediata analise em microscopio confocal. As demais
amostras de cada grupo foram fixadas em solucdo de formaldeido
tamponado 10% e processadas histologicamente para analise histo-
morfol6gica e imuno-histoquimica.

Anélise histo-morfoldgica

Cinco amostras de cada periodo dos grupos experimentais e
duas de cada grupo-controle foram descalcificadas em acido férmico
10% a temperatura ambiente, sob agitacdo de 100 rpm, com trocas a
cada 3 dias até que a dentina ndo apresentasse mais resisténcia ao corte.
As amostras foram processadas em processador automatico (Modelo
Leica TP1020, Leica) e incluidas em parafina para a microtomia (cortes
teciduais no sentido transversal, de 4 - 5um) e montagem em laminas.
Um corte de cada amostra foi destinado a coloracdo pela técnica
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convencional da hematoxilina-eosina (HE) e o0s demais foram
reservados para analise imuno-histoquimica.

As laminas histolégicas coradas pela técnica HE foram
observadas em microscopio de luz (Microscdpio Olympus — Modelo
Bx41, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) com sistema de captura de
imagens, sob aumentos de 40, 100x, 400x e 1000x. Fotomicrografias
referentes as areas de interesse de cada amostra foram registradas, nos
aumentos de 400x e 1000x, para posterior analise e descricdo
morfoldgica das observacdes.

Analise imuno-histoguimica

Previamente a incubagdo com o anticorpo primario, foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena dos tecidos com solugéo
de perédxido de hidrogénio a 3% em metanol absoluto, por 20 min; a
reativacdo antigénica em tampao citrato de sédio 0,01 M, pH 6,0 durante
40 min, em banho-maria a 95 — 98°C; e o bloqueio de sitios
inespecificos com SFB 5% em PBS, por 40 min. Os anticorpos
especificos contra os antigenos humanos sialofosfoproteinadentinaria
(DSPP; cod 73632, Santa Cruz Biotechnology, Paso Robles, CA, USA)
e proteina de matriz dentinarial (DMP-1; cod73633, Santa Cruz
Biotechnology ) foram utilizados para a deteccdo de odontoblastos-like,
e actina de musculo liso (SMA; cod53015, Santa Cruz Biotechnology)
para localizagdo de rede microvascular. As dilui¢bes utilizadas foram
1:200, 1:50 e 1:200, respectivamente. A seguir, os cortes histoldgicos
foram incubados com polimero marcado com HRP, conjugado com
anticorpos secundarios (EnVision + Dual Link System — HRP; Dako,
Carpinteria, CA, USA), em camara Umida durante 30 min a temperatura
ambiente. A deteccdo foi realizada utilizando solucdo cromdgena
contendo 0,03% de 3,3 -diaminobenzidina (3,3",4,4 -tetra-amino-
bifenil-tetra-hidrocloreto) e 0,3% de peroxido de hidrogénio (Dako). A
contra-coloracéo foi feita com solucdo de hematoxilina de Harris (Lafan
Quimica Fina, Vérzea Paulista, SP, Brasil). Para cada reacdo foi
utilizado um controle negativo, o qual foi incubado somente com a
solucéo diluente (abolicdo do anticorpo primario). Os cortes histolégicos
foram analisados em microscépio de luz (Microscépio Olympus —
Modelo Bx41, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) com sistema de
captura de imagens, sob aumentos de 40, 100x, 400x e 1000x,
percorrendo toda a extensdo do tecido. Fotomicrografias referentes as
areas de interesse de cada amostra experimental ou controle foram
registradas, sob os aumentos de 400x e 1000x, para descri¢do
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morfoldgica das observacfes. Os ajustes para a aquisi¢do das imagens
foram iguais para todos os grupos. A reagdo positiva foi evidenciada
pela presenca de coloracdo castanha no local da marcacdo dos
anticorpos.

Analise em microscopia eletrénica confocal

Para avaliar o potencial de diferenciagdo das DPSC em
odontoblastos funcionais, inje¢cbes de tetraciclina, conhecida por
pigmentar o tecido dentinario, foram administradas nos animais
portadores de amostras dos grupos experimentais e controle. Com o
intuito de verificar a eficacia da tetraciclina na quelacéo do célcio da
dentina, e sua consequente incorporagdo no tecido em mineralizacdo,
um incisivo inferior de cada animal que teve as amostras destinadas para
a andlise em microscopia confocal, também foi removido como um
controle positivo da técnica de marcacéo por tetraciclina.

As fatias destinadas a analise em microscopia confocal foram
fixadas entre ldminas e laminulas de vidro com auxilio de adesivo a base
de cianoacrilato. Foi utilizado microscépio confocal de varredura a laser
(Leica DMI6000 B Microscope, Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse,
Germany) com Confocal Scanner TCS SP5 (Leica Microsystems)
acoplado, utilizando-se o0s seguintes parametros: laser ultravioleta
(405nm — 35 mW), filtro de excitagdo de 405-488 nm e filtro de barreira
de 465-495 nm.

Resultados

Ainda que ndo tenha sido objetivo deste trabalho, quando da
remocao das amostras, foi observado que o0 aspecto macroscopico variou
bastante entre os grupos. Nas amostras pertencentes ao grupo controle
positivo (polpa dental original — Fig. 1A) foi observada coloracdo
vermelha intensa, condizente com a de um tecido bastante
vascularizado. Ainda, foi notada a confluéncia de vasos do hospedeiro
em direcdo ao espago da cavidade pulpar. As amostras do grupo controle
negativo apresentaram uma coloracdo esbranquicada. Ja as amostras
pertencentes aos grupos nos quais as pastas de HC e Triantibidtica
foram utilizadas apresentaram uma coloragdo intermediaria (Fig. 1B).
Em um animal portador das amostras desses grupos foi encontrada
evidéncia de reacdo inflamatdria com a presenca de exsudato purulento,
especialmente na regido da amostra do grupo da pasta Triantibidtica. As
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amostras desse animal ndo foram consideradas na analise tecidual
apresentada neste trabalho.

As amostras dos grupos em que apenas a irrigacdo dos canais
foi realizada (grupos: NaOCI/EDTA, NaOCl e EDTA) ndo apresentaram
aspecto macroscopico padrdo. Em algumas cavidades pulpares foi
visualizada coloracdo vermelha intensa e em outras, coloracdo
esbranquicada, com presenca predominante de arcabouco ndo degradado
(Fig. 1C, D, E).

A Tabela 1 apresenta 0 resumo da acdo dos materiais e 0s
respectivos impactos sobre as células, e consequentemente sobre 0s
tecidos formados, no tratamento endoddntico regenerativo.

Analise histo-morfoldgica

Pela andlise histo-morfoldgica (coloracdo HE), foi possivel
observar a presenca de tecido conjuntivo no interior da cdmara pulpar
das amostras de todos os grupos, embora com variagdes na qualidade
dos tecidos. Nas amostras do grupo controle positivo foi observada a
presenca de um tecido conjuntivo frouxo, organizado, ricamente
celularizado, apresentando vasos sanguineos e feixes nervosos (Fig. 2A,
B). Nessas amostras também foi observada uma camada celular mais
densa nas subjacéncias da pré-dentina, compativel com o padrdo de
organizacdo e localizagdo da camada de odontoblastos.

As amostras dos grupos experimentais apresentaram, em
comum, resquicios de arcabougo, especialmente no centro da cavidade
pulpar, sendo encontradas quantidades variadas deste material em todos
esses grupos. Isto sugere que 35 dias de implantagdo das amostras foram
insuficientes para a degradagio completa do arcabouco. E interessante
frisar que o padrdo de substituicdo do arcabouco ocorreu de forma
centripeta.

Nas amostras do grupo da pasta de HC (Fig. 2C, D) foi
observada a presenca de tecido conjuntivo fibroso, pouco celularizado e
pouco Vvascularizado, e com grande quantidade de arcabouco
remanescente entre as fibras. O tecido formado nas amostras do grupo
da pasta Triantibiotica (Fig. 2E, F) foi o que mais se assemelhou ao do
grupo-controle positivo, revelando uma aparéncia mais celularizada e
densa do que a evidenciada nos demais grupos experimentais. A porcéo
mais organizada do tecido foi localizada em regides subjacentes a
dentina, onde a maior concentracdo de células nessas areas sugere a
reproducdo da camada de odontoblastos encontrada em polpas originais,



ainda que essas células ndo se apresentassem de modo colunar ou
polarizadas como odontoblastos maduros. Vale salientar que, apesar da
semelhanga com o tecido pulpar original, ndo foram encontrados vasos
sanguineos de grande calibre.

Nas amostras dos grupos em que a dentina foi tratada apenas
com solucgdes irrigadoras foi observada uma precaria formacao tecidual,
com a presenca predominante de arcabouco, areas vazias ou de tecido
desorganizado, muito fibroso e pouco celularizado. Os resultados dos
grupos NaOCI/EDTA (Fig. 2G, H) e NaOCI (Fig. 21, J) foram inferiores
aos do grupo EDTA (Fig. 2K, L).

Como ja esperado, nas amostras do grupo-controle negativo foi
observada a predominancia de arcabougo, &reas vazias ou tecido
conjuntivo fibroso desorganizado e pobremente celularizado (Fig. 2M,
N).

Analise imuno-histoquimica

Para melhor avaliar as caracteristicas dos tecidos formados,
foram realizadas reacGes de imuno-histoquimica utilizando os
anticorpos primarios anti-DSPP e anti-DMP-1, conhecidos como
marcadores de odontoblastos, e anti-SMA, para localizacdo de células
endoteliais.

No grupo-controle positivo (tecido pulpar natural) a
imunodeteccdo da proteina DSPP (Fig 3A, D) foi mais evidente quando
comparada a da DMP-1 (Fig. 3B). A maior expressdo das duas
proteinas se deu na porcéo periférica do tecido pulpar, condizente com a
localizag8o natural da camada de odontoblastos. A expresséo da proteina
SMA (Fig. 3C) mostrou-se bem distribuida por todo o tecido pulpar.
Dentre 0s grupos experimentais, apenas o grupo da pasta Triantibi6tica
apresentou marcagdo consideravel nas reacOes realizadas com 0s
referidos anticorpos. Porém, diferentemente do padrdo de expressdo
apresentado pelo tecido pulpar natural, nesse grupo as marcacfes nas
reacbes com a DSPP (Fig. 3E, H) e DMP-1 (Fig. 3F) ndo se
concentraram apenas na regido imediatamente subjacente a dentina, mas
sim expressivamente em faixa tecidual mais ampla. Em contrapartida, a
marcacdo pelo SMA (Fig. 3G) foi menos evidente no grupo da pasta
Triantibidtica quando comparada ao tecido pulpar natural.

No grupo controle negativo ndo houve deteccdo de nenhum
marcador (Fig. 31, J, K, L).



As fotomicrografias obtidas a partir da andlise histoquimica
permitiram notar que, embora o padrdo de marcacdo do tecido mole
tenha sido diferente entre os grupos, na analise do tecido duro (dentina)
a marcacao apresentou padrdo semelhante em todos os grupos. Ademais,
foi também constatada a presenca de camada de pré-dentina em todos 0s
grupos, com excecdo do grupo-controle negativo (Fig. 4).

Anélise da marcacao por tetraciclina

Por essa analise, foi possivel perceber a presenca de duas linhas
fluorescentes proximas, uma mais fortemente marcada e outra menos
evidente, em oposicao a regido do esmalte dental (Fig. 5A).

No grupo-controle positivo (polpa original) foi detectada uma
linha fluorescente espessa na parede interna da cdmara pulpar e uma
porcao de tecido com aspecto menos organizado também marcado pela
tetraciclina (Fig. 5B).

Duas linhas fluorescentes foram observadas nas amostras do
grupo do HC (Fig. 5C) e apenas uma linha no grupo da pasta
Triantibidtica (Fig. 5D). Nos grupos em que a dentina foi tratada apenas
com solugdes irrigadoras, foi observado que, na amostra da associagéo
NaOCI/EDTA (Fig. 5E, Fig. 6), houve uma forte marcacéo em area (al)
de 339 um, composta por diversas linhas marcadas por tetraciclina, uma
area menor (a2 - 83,6 pum) sem marcacdo, nova linha marcada por
tetraciclina, outra por area (a3 - 418uum) sem marcacao € mais uma area
ndo marcada (@4 — 79,4 um) delimitada por duas linhas marcadas.
Curiosamente, esse padrdo de distribuicdo da marcacdo mudou na
porcdo mais retilinea da fatia. As linhas da al aparecem mais
justapostas, e a area de marcacdo reduz para 88,2 um e a3 diminui para
180 pm. Nas amostras dos grupos NaOCI (Fig. 4F) e EDTA (Fig. 4G)
foram observadas apenas uma linha marcada por tetraciclina em cada.

No grupo-controle negativo ndo foi encontrada marcacao
expressiva e no controle negativo da marcacdo (amostra ndo
implantada), nenhuma marcagéo foi observada.
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Figura 1. Aspecto macroscopico das amostras dos diferentes grupos
experimentais quando da recuperagdo, 35 dias apds a implantacdo. (A)
Grupos-controle positivo e negativo, (B) grupos Triantibiética - Tri e
Hidroxido de Caélcio - HC, (C) grupos NaOCI/EDTA e NaOCI, (D)
grupos NaOCI/EDTA e NaOCl e (E) NaOCl e EDTA.
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Figura 2. Fotomicrografias em microscopica de luz do aspecto histo-
morfolégico dos tecidos encontrados nos diferentes grupos e em
diferentes aumentos, apés 35 dias de implantacdo. Imagens
representativas dos grupos (A, B) controle positivo, (C, D) pasta de
Hidroxido de Calcio, (E, F) pasta Triantibiotica, (G, H) NaOCI/EDTA,
(1, J) NaOCl, (K, L) EDTA e (M, N) controle negativo. Da esquerda
para a direita as imagens de cada grupo séo apresentadas nos aumentos
de 400x e 1000x, com barras representando 50um e 20um,
respectivamente.
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Figura 3. Fotomicrografias em microscopia de luz da marcagao imuno-
histoquimica nas reacbes com anticorpos DSPP, DMP-1 e SMA nos
grupos (A, B, C) controle positivo, (E, F, G) pasta Triantibidtica e (I, J,
K) controle negativo, em aumento de 400x (a barra indica 50 um).
Marcacdo pela DSPP em aumento de 1000x nos grupos (D) controle
positivo, (H) pasta Triantibiotica e (L) controle negativo, a barra indica
20 pm.

DSPP DMP-1 SMA

Controle
positivo

Pasta
triantibidtica

Controle
negativo
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Figura 4. Fotomicrografias da estrutura dentinaria, em aumento de
400x, evidenciando a presenga de pré-dentina nos grupos (A) controle
positivo, (B) Hidréxido de Calcio, (C) Triantibidtica, (D)
NaOCI/EDTA, (E) NaOCl, (F) EDTA, com excecdo do (G) controle
negativo. A barra indica distancia de 50 pum.
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Figura 5. Fotomicrografias de microscopia confocal das amostras
representativas de (A) controle positivo da marcacdo — incisivo de
camundongo, grupos (B) controle positivo, (C) pasta de Hidréxido de
Célcio, (D) pasta Triantibiotica, (E) NaOCI/EDTA, (F) NaOCl, (G)
EDTA, (H) controle negativo e (1) controle negativo da marcacéo - fatia
dental humana néo implantada.

CP: cavidade pulpar; D: dentina.
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Figura 6. Fotomicrografia de microscopia confocal da amostra

representativa do grupo NaOCI/EDTA.
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Tabela 1. Resumo da acdo dos materiais e 0s respectivos impactos
sobre as celulas no tratamento endoddntico regenerativo.

Impacto da agdo

Material Acéo .
sobre as células
Desnatura componentes .
NaOCI comp Negativo
organicos
Desmineraliza a matriz
ntinaria e favor .
EDTA dentinaria e favorece a Positivo
liberacéo de fatores de
crescimento
Hidroxido de Desnatura componentes .
P comp Negativo
Caélcio organicos
Desmineraliza a matriz
e ntinaria e favor ..
Triantibidtica dentinaria e favorece Positivo

liberacéo de fatores de
crescimento

NaOCI: Hipoclorito de sédio
EDTA: &cido etilenodiaminotetracético



58

Discussao

Abordagens de engenharia tecidual requerem a interacdo entre
células-tronco, arcabouco e proteinas biosinalizadoras (Langer e
Vacanti, 1993). Esse principio que rege a engenharia tecidual também se
aplica aos procedimentos endodénticos regenerativos. Esses
procedimentos sdo alternativas bioldgicas para o tratamento de dentes
imaturos despolpados, com o objetivo final de reestabelecer o tecido
pulpar (Cordeiro et al., 2008; Sakai et al., 2010) e retomar o0 processo de
dentinogénese para a continuidade do desenvolvimento radicular e
fortalecimento da estrutura dental. Modelos de estudo como o Modelo
de Fatia Dental/Arcabouco para Engenharia de Tecido Pulpar (Cordeiro
et al.,, 2008) sdo recursos importantes para melhor compreender 0s
eventos ocorridos no processo de neoformacdo tecidual e,
consequentemente, auxiliar no desenvolvimento de protocolos de
tratamento mais seguros e previsiveis.

No protocolo para procedimentos endoddnticos regenerativos
sugerido pela AAE ¢ aconselhado o uso de NaOCI 1,5%, da pasta de HC
ou triantibiotica para a desinfeccdo do canal radicular e de EDTA 17%
para biomobilizacdo de proteinas da matriz dentinéria e inducdo de
diferenciacdo nas células-tronco, como recursos para favorecer a
neoformacdo tecidual. Recentemente, estudos demonstraram que a
presenca de infeccdo remanescente no canal (Nosrat, 2015) e a auséncia
de proteinas da matriz dentinaria ou a sua ndo mobilizacdo (Casagrande
et al., 2010) prejudicam ou impedem o desenvolvimento do novo tecido.
Desse modo, 0 uso dos materiais supracitados é imprescindivel para
preparar 0 microambiente para as células-tronco.

Inicialmente, cabe ressaltar que neste estudo foram utilizados
animais ndo imunossuprimidos. A opg¢do pela ndo imunossupressao se
deu pelos resultados positivos na execugao prévia de experimento piloto
e trabalho recentemente produzido pelo grupo de pesquisa (Coelho,
2015), nos quais também foram utilizados animais n&o
imunossuprimidos para a implantagdo de fatias
dentais/arcabouco/células-tronco. A auséncia de reacdes do hospedeiro
contra o implante (ou do implante contra o hospedeiro), mesmo com a
implantacdo de fatias de dentes humanos e células de origem humana,
motivou a, igualmente, ndo imunossuprimir os camundongos nesta
pesquisa. Neste estudo, os animais foram mantidos sob constante
monitoramento no periodo pds-implantacdo e ndo foram detectadas
alteracBes locais no epitélio da regido dos implantes, nem rompimento
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de sutura, bem como ndo foram notadas alteraces sistémicas ou
comportamentais nos animais.

Outra modificacdo no modelo de estudo para engenharia de
tecido pulpar proposto originalmente por Cordeiro et al., (2008) foi
realizada com o intuito de simular os procedimentos realizados na rotina
clinica da terapia endoddntica. Aqui, previamente ao preparo das fatias
dentais, os molares foram acessados endodonticamente e tratados com
diferentes protocolos, de acordo com as seguintes associacfes de
materias: NaOCl/pasta de HC/EDTA, NaOCl/pasta triantibiotica/EDTA,
NaOCI/EDTA, NaOCl e EDTA.

No presente estudo, utilizando solugbes irrigadoras nas
concentracBes recomendadas pela AAE, foi observado pela andlise
histomorfolégica, que nas amostras tratadas apenas por irrigacdo, com
as solugdes aplicadas isoladamente ou de modo sequencial, houve a
formagdo de um tecido conjuntivo fibroso, pouco celularizado e
pobremente vascularizado. Dentre esses grupos, 0 melhor resultado foi
encontrado naquele em que a dentina foi tratada apenas com EDTA.
Possivelmente devido ao fato dessa solucdo desmineralizar a superficie
dentinaria, expondo a matriz colagena, que serve de substrato para as
células, e liberando fatores morfogénicos, que sdo proteinas com efeito
bioativo no comportamento e em varias atividades celulares, que
induzem a divisdo, diferenciacdo e migracao celular (Grando Mattuella
et al., 2007; Demarco et al., 2010). No entanto, cabe ressaltar que
embora o tecido formado nas amostras desse grupo tenha sido mais
celularizado e organizado do que os das amostras tratadas com NaOCl, o
mesmo ndo apresentou semelhancas histomorfologicas que permitissem
a sua comparacdo com o tecido pulpar natural. Mesmo com diferencas
metodoldgicas, os resultados deste estudo estdo de acordo com os
encontrados por Casagrande et al., (2010), que também verificaram a
formacdo de um tecido de melhor qualidade na dentina tratada com
EDTA, quando comparado ao tecido formado nas amostras tratadas com
NaOCI. No estudo desses autores, as amostras foram mergulhadas nas
solucdes irrigadoras ap6s a producdo do arcabouco e imediatamente
antes da semeadura das células. No presente estudo, os tratamentos
foram realizados previamente aos procedimentos para engenharia
tecidual, por irrigacdo da cavidade pulpar via seringa/agulha, simulando
a abordagem realizada na clinica.

Outro achado que reforca a importancia da interagdo
célula/substrato por mecanismos de sinalizacdo esta relacionado com a
posi¢do topografica em que ocorreu a neoformacéao do tecido. Em todos
0S grupos, a deposigdo tecidual ocorreu de forma centripeta sendo que,
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usualmente, as areas mais celularizadas e organizadas dos tecidos
estavam voltadas para a regido de interface com a dentina.

O arcabougo utilizado também pode ter influenciado no
processo de formacgdo tecidual. Neste trabalho, como em outros que
utilizaram o mesmo modelo de estudo (Cordeiro et al., 2008;
Casagrande et al., 2010; Demarco et al., 2010; Sakai et al., 2010), 0 uso
do PLLA como arcabouco pode ter contribuido no condicionamento da
matriz dentinéria. A liberacdo lenta do acido na degradacdo do PLLA
pode ter colaborado na desmineralizacdo da dentina, pela queda do pH
local (Cordeiro et al., 2008; Demarco et al., 2010). Nos grupos em que 0
EDTA foi utilizado, parece ter ocorrido efeito somatorio desses dois
agentes, resultando em maior solubilizacdo de proteinas ndo colagenas
da matriz dentinaria, permitindo maior exposicdo do colageno e
biomobilizacdo de proteinas morfogénicas que, como exposto
anteriormente, tém correlacdo com as funcfes celulares (Galler,
D'souza, Federlin, et al., 2011; Martin et al., 2014).

No presente trabalho, quando da recuperacdo das amostras,
remanescentes de arcabouco foram observados em amostras de todos 0s
grupos nos quais 0 mesmo foi produzido. No estudo de Cordeiro et al.
(2008), a degradacdo do arcabougo ocorreu entre duas e quatro semanas,
como previamente descrito por outros autores (Nor et al., 2001). Porém,
em recente publicacdo, overview a respeito das propriedades do &cido
polilatico (PLA), foi relatado que a degradacdo é uma caracteristica
critica do material. A meia vida de hidrolise desse material €
relativamente longa, devido ao grupo alquila que prejudica o “ataque”
pela agua. In vivo, o PLLA, derivado do PLA, pode levar até 12 meses
para iniciar a sua degradagdo (Bergstrom e Hayman, 2015).

Adicionalmente ao estudo do efeito das soluges irrigadoras no
tratamento da dentina sobre a engenharia de tecido pulpar humano,
também foi investigado o efeito de medicacfes usualmente aplicadas
como curativo de demora. As observagdes histolégicas dos grupos nos
guais as pastas de HC ou triantibidtica foram usadas, mais uma vez,
reforcam a sugestdo de que o condicionamento da dentina tem influéncia
positiva na regeneracédo tecidual. Segundo Yassen, Chu, et al. (2013), o
baixo pH da pasta triantibiética parece colaborar na exposicdo do
colageno e dos bioindutores da matriz dentinaria. Em seu estudo, os
autores avaliaram a estrutura quimica da dentina, que serve de substrato
para as células, em relacdo aos niveis de fosfato/famido I, apds
tratamento com a pasta triantibidtica ou a pasta de HC. Os maiores
niveis de fosfato/amido | encontrados nas amostras tratadas com HC
sugerem que sua alta alcalinidade (pH = 11,8) poderia induzir a
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neutralizagdo e desnaturacdo de proteinas organicas da matriz dentinaria
(Andreasen, Farik e Munksgaard, 2002; Yassen, Chu, et al., 2013), bem
como a degradagdo do coldgeno. O pequeno peso molecular do HC
poderia facilitar a sua penetracdo através da matriz e conduzir a
alteragdes na conformagc&o tridimensional do tropocolageno.

Confirmando os resultados de Yassen, Chu, et al., (2013), no
presente estudo, o0 grupo da pasta triantibiética mostrou o melhor
resultado na andlise histomorfoldgica do tecido. Neste grupo o tecido
conjuntivo formado mostrou-se mais celularizado e com estrutura mais
organizada do que nas amostras do grupo tratado com a pasta de HC.
Apesar de creditar o resultado superior da pasta triantibidtica ao seu
baixo pH, a concentragdo final da pasta utilizada néo foi apresentada por
Yassen, Chu, et al. (2013). Ruparel et al. (2012) demonstraram in vitro
gue o contato de células-tronco da papila dental com pasta triantibidtica
na concentragdo de 1mg/mL reduziu a viabilidade celular em 50%. No
presente estudo a concentracdo final da pasta utilizada foi de 0,1
mg/mL, seguindo recomendagdes da AAE. Segundo o estudo de
Ruparel et al. (2012), a concentracdo de 0,1 mg/mL foi a mais alta
utilizada, mantendo a viabilidade celular. Além disso, mesmo ndo sendo
objeto de estudo do presente trabalho, deve se considerar que a
concentracdo da pasta triantibiotica tem repercussdo também no
resultado estético do tratamento. De acordo com Althumairy, Teixeira e
Diogenes (2014), a pasta triantibidtica tende a causar alteracdo da cor da
estrutura dental quando utilizada em concentragdes acima de 1mg/mL.
Em trabalho paralelo produzido por nosso grupo de pesquisa, foi
verificado, por meio de espectrofotometria digital, que a pasta
triantibidtica na concentracdo aqui utilizada mostrou resultado
semelhante ao da pasta de HC quanto & alteracdo de cor, em periodos
que variaram de 1 dia a 4 meses de uso das medicacdes (dados em
processo de publicacdo). Considerando que o0s procedimentos
regenerativos sdo voltados especialmente para o tratamento de dentes de
criancas e jovens adultos, e que esses podem sofrer assédio moral
(bullying) em decorréncia da estética dental alterada, é conveniente que
a medicacao utilizada tenha potencial para apresentar resultados clinicos
e biolégicos satisfatérios.

Apesar de o tecido formado nas amostras do grupo pasta
Triantibidtica ter sido o mais organizado de todos os grupos estudados,
na analise imuno-histoquimica das reagdes com os anticorpos anti-DSPP
e anti-DMP-1, foi observado padrdo de marcacdo diferente do
apresentado pelas amostras do grupo-controle positivo (polpa dental
original). Neste grupo, a &rea do tecido predominantemente marcada
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pela coloracdo castanha, sugerindo a reagdo antigeno-anticorpo, foi
aquela imediatamente subjacente a pré-dentina, condizente com a
localizacdo da camada de odontoblastos. No grupo da pasta
Triantibidtica, houve uma forte marcacdo de coloragdo castanha ao
longo de todo o tecido, possivelmente em decorréncia da impregnacado
do corante no arcabougo ndo degradado. Essa impregnagdo também foi
verificada nos demais grupos experimentais.

A qualidade do tecido obtido no final do experimento pode estar
relacionada ao tempo para processamento histolégico das amostras.
Apo6s a recuperacdo e fixacdo, as mesmas foram mergulhadas em
solucdo de &cido férmico 10%, onde permaneceram até que a dentina
ndo apresentasse mais resisténcia ao corte e permitisse a microtomia do
tecido (120 dias). Esse protocolo para desmineralizacdo foi determinado
a partir de estudo piloto realizado previamente, no qual foram testadas
as solugdes de &cido férmico 10%, EDTA 10%, e acido férmico 50% +
citrato de sddio 20%, sem agitacdo e com troca das solucGes a cada 48
horas. As amostras mergulhadas em 4&cido férmico 10% foram as
primeiras a ndo apresentarem resisténcia & penetracdo de alfinete
metalico, apds 150 dias de desmineralizacdo. Com intuito de acelerar
esse tempo, foi adicionada ao protocolo do presente estudo, a agitacao
da solucdo em agitador magnético. O tempo foi reduzido para 120 dias,
entretanto, esse periodo foi muito superior ao utilizado em outras
pesquisas que empregaram a mesma metodologia, o qual variou de 5 a
15 dias (Cordeiro et al., 2008; Demarco et al., 2010). O periodo de 5 a
15 dias vai ao encontro dos resultados de pesquisas publicadas
recentemente (Gupta et al., 2014; Kapila et al., 2015), que testaram a
capacidade de desmineralizagdo do &cido formico 10%, EDTA, entre
outros, relacionando o tempo para desmineralizagdo a qualidade de
tecidos moles e duros ao final do processo. Essas pesquisas revelaram
gue o tempo médio de desmineralizacdo pelo acido formico 10%, sem
aquecimento ou agitagdo das amostras, foi de 10-12 dias (Gupta et al.,
2014), e que sob agitacdo o tempo foi reduzido para 8-9 dias (Kapila et
al., 2015). A diferenca do tempo de desmineralizacdo do presente estudo
para aqueles supracitados, pode residir na procedéncia da solucéo
utilizada (diferentes marcas comerciais). Por conseguinte, é necessaria
melhor investigacdo para elucidar essa questao.

Nesta pesquisa, enquanto 0s resultados das analises histo-
morfoldgicas e histo-quimicas foram prejudicados pelo longo periodo de
processamento, as amostras submetidas a analise em microscopia
confocal (tratadas com tretraciclina) apresentaram resultados mais
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representativos dos eventos ocorridos, pois essas ndo foram submetidas
a nenhum processamento previamente a analise.

Para avaliar o potencial de diferenciagdo das DPSC em
odontoblastos funcionais, aptos a depositar matriz dentinaria e participar
da sua mineralizacdo, 10 dias ap6s a implantacdo das fatias, 0s
camundongos foram tratados periodicamente com injecGes de
tetraciclina, seguindo protocolo proposto por Sakai et al., (2010). Esse
antibidtico, conhecido por pigmentar o tecido dentinério, age por
guelacdo do célcio da dentina, se incorporando ao tecido em
mineralizacdo (Sanchez, Rogers e Sheridan, 2004). Assim, apds a
recuperacdo das amostras do dorso dos animais, as fatias tratadas com
tetraciclina foram fixadas entre ldminas e laminulas, e analisadas em
microscopio de varredura confocal. Por essa andlise foi possivel
constatar que todos 0s grupos experimentais apresentaram marcagoes
por tetraciclina, evidenciada por coloracdo verde fluorescente, sugerindo
gue em todos os grupos houve a diferenciacdo das DPSC em células
funcionalmente semelhantes aos odontoblastos naturais, com capacidade
de produzir e mineralizar a matriz dentinaria.

O grupo NaOCI/EDTA destacou-se dentre os demais por
apresentar marcacdo em varias camadas de dentina neoformada,
exibindo &reas de dentina neoformada que variaram de 188,2 um (al +
a3 na porcdo reta da fatia) a 920 um (soma das areas da porcao curva da
fatia), apds 25 dias de tratamento com tetraciclina. Como a tetraciclina
marca a area de tecido em mineralizacdo, a distancia entre duas linhas
representa a taxa de deposicdo da dentina no periodo entre duas
aplicacdes de tetraciclina. Considerando a area reta da fatia, a taxa de
deposicdo da matriz foi de = 7,5 um/dia e na area curva 36,8 um/dia. Na
literatura foram encontradas médias de deposicdo de dentina priméria
que variaram de 4-16 upm/dia (Kawasaki, Tanaka e Ishikawa, 1977;
Sakai et al., 2010). A taxa de deposicdo de matriz dentinaria parece ter
relacdo com o ciclo de vida dos odontoblastos. De modo geral, a
atividade secretoria dessas células comeca lentamente, e aumenta com a
maturidade celular, atingindo picos de deposicdo. Finalmente, a taxa é
reduzida quando a célula completa a sua vida util (Kawasaki, Tanaka e
Ishikawa, 1977).

Nesta pesquisa, 0s procedimentos realizados na clinica durante
a terapia endodontica regenerativa foram simulados em laboratério para
estudar a engenharia de tecido pulpar humano em dentina previamente
tratada. Apesar das andlises histo-morfolégica e imuno-histoquimica
ndo permitirem atestar a diferenciacdo das células-tronco em
odontoblastos, a analise em microscopia confocal permitiu-nos aferir



que, independentemente do material utilizado no tratamento, as DPSC
diferenciaram em odontoblastos funcionais, com capacidade de
depositar e de participar da mineralizagdo de camadas da matriz
dentinédria neoformadas. Quanto a formacdo tecidual, mesmo que o
processo de desmineralizacdo tenha prejudicado a qualidade final dos
tecidos neoformados, a andlise histo-morfoldgica evidenciou que nos
grupos tratados com materiais que induzem a exposicéo de colageno e a
liberacdo de fatores de crescimento da matriz dentinaria (grupo pasta
triantibidtica e grupo EDTA), a tendéncia foi apresentar tecidos de
melhor qualidade e mais semelhantes a polpa dental, quando
comparados aqueles formados nos demais grupos. Esses achados séo
importantes, visto que o uso dos materiais aqui testados é recomendado
no protocolo clinico para procedimentos endodonticos regenerativos, e
as suas agdes e interagdes parecem ter efeito sobre o papel das células e,
consequentemente, na formagdo tecidual. Os materiais empregados
nessa pesquisa para tratamento do canal sdo classicamente usados na
terapia endoddntica convencional, visando o preparo quimico do canal,
para posterior obturagdo com material plastico. Nessa abordagem
classica, o material obturador ndo costuma interagir com o substrato
(dentina tratada). Entretanto, em abordagens regenerativas e de
engenharia tecidual, ap6s o preparo quimico, o canal recebe uma
“obturagdo biologica”, onde a interacdo das células com o substrato
parece ter papel determinante na formacdo tecidual e no sucesso do
tratamento.

Terapias celulares tém perspectivas para melhor resolver casos
de dentes imaturos despolpados em comparagdo com a terapia
endodontica classica, que ndo permite a retomada do processo de
dentinogénese ao final do tratamento. O restabelecimento do tecido
pulpar, responsavel por produzir e manter a dentina, tem potencial para
reforcar a estrutura dental e aumentar a sobrevida de dentes tratados pela
abordagem regenerativa.
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4 METODOLOGIA EXPANDIDA

4.1 Obtencéo e preparo dos dentes

Foram utilizados 36 terceiros molares, superiores ou inferiores,
higidos, recém-extraidos de pacientes com idade entre 15 e 22 anos.
Apo6s a doacdo e assinatura do Termo de Assentimento e/ou de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndices 1 e 2), os dentes foram
imediatamente imersos no meio de transporte (Fig. 7A), composto por
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) suplementado com 20% soro fetal bovino (Invitrogen, USA),
1% de penicilina e estreptomicina (Invitrogen, USA) e 1% de
anfotericina B (Invitrogen, USA), e mantidos neste meio, a 4°C, para o
translado até o laboratdrio.

Em 33 dentes, apds o acesso endoddntico (Fig. 7B), os canais
foram esvaziados com extirpa-nervos (Fig. 7C) (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Switzerland), irrigados (Fig. 7D) com 2 mL de solugdo
fosfato tamponada- PBS 1X (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e secos
por aspiracdo (Fig. 7E) e com pontas de papel absorvente (Dentsply
Maillefer, Switzerland - Fig. 7F).

Na sequéncia, os dentes foram direcionados, aleatoriamente, a 5
grupos experimentais (n = 6/grupo) e 1 grupo-controle negativo (n = 3)
(Tabela 2), de acordo com o tratamento efetuado sobre a dentina. Nos
dentes dos grupos das pastas antimicrobianas, os canais foram irrigados
com 20mL de NaOCI 1,5% (Dermus, Florian6polis, Santa Catarina,
Brasil), seguidos por 20 mL de solucdo salina, secos com pontas de
papel absorvente e preenchidos com pasta de HC (Calen®, SS White, Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil — Fig. 7G) ou pasta triantibiética
(Magistrale, Florianépolis, Santa Catarina, Brasil — Fig. 7H), composta
por ciprofloxacina, metronidazol e minociclina, na proporcéo de 1:1:1.
As cavidades de acesso foram provisoriamente restauradas com
Citodur® (Dorident, Viena, Viena, Austria - Fig. 71, J) e os dentes
mantidos em PBS 1X por 21 dias. Ap6s esse periodo, o material
restaurador provisdrio foi removido e os canais irrigados com 20 mL de
EDTA 17% (Merck, Darmstadt, Hessen, Alemanha — Fig. 8K), e secos
por aspiracdo (Fig. 7L). Nos dentes do grupo NaOCI/EDTA, o0s canais
foram irrigados com 20mL de NaOCI 1,5% (Dermus), seguidos por 20
mL de solugdo salina e, finalmente, com 20 mL de EDTA 17%. Nos
dentes do grupo NaOCI, os canais foram irrigados com 20mL de NaOClI
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1,5% (Dermus), seguidos por 20 mL de solucdo salina e nos do EDTA,
foram irrigados apenas com 20 mL de EDTA 17%.

Os procedimentos para engenharia tecidual foram baseados no
Modelo de Fatia Dental/Arcabouco para Engenharia de Tecido Pulpar
(Cordeiro et al., 2008). Ap6s os devidos tratamentos da dentina, foram
feitas fatias de aproximadamente 1 mm de espessura na regido cervical
dos molares por meio de cortes transversais (Fig. 8A, B, C). Na
sequéncia, o espa¢o da camara pulpar foi preenchido com particulas de
212 a 300 pum de cloreto de sodio (Fig. 8D, E) e PLLA (Resomer,
Evonik, Darmstadt, Alemanha) dissolvido em cloroférmio (Merck,
Darmstadt, Hessen, Alemanha) (Fig. 8F, G, H, ). Apos 24 h, o sal foi
removido por lavagens com PBS (Fig. 8J) e, finalmente, um arcabougo
biodegradavel altamente poroso foi obtido. Entdo, o conjunto fatia
dental/arcabouco foi desinfetado e hidrofilizado em incubaces
sequenciais com concentracOes decrescentes de etanol (100-70%) (Fig.
8K) e lavado em PBS (Fig. 8L).

Nos dentes do grupo-controle negativo (n = 3) foram realizados
os procedimentos para engenharia tecidual sem que a dentina recebesse
qualquer tipo de tratamento prévio e sem a semeadura das células. Fatias
dentais contendo tecido pulpar original formaram o grupo-controle
positivo (n = 3).
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Tabela 2. Distribuicdo das amostras segundo 0s grupos experimentais.

Grupo/Tratamento N

NaOClI
Pasta de Hidroxido de Célcio 6
EDTA
NaOClI
Pasta Triantibiotica 6
EDTA
NaOClI
EDTA
NaOCl
EDTA
Controle negativo
(sem tratamento e sem células)

w oo O

Controle positivo 3
(tecido original)
TOTAL 36

NaOCI: Hipoclorito de sodio
EDTA: acido etilenodiaminotetracético
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Figura 7. Sintese ilustrada da metodologia para o preparo dos dentes
dos grupos das pastas de hidroxido de calcio e triantibidtica.
Manutencéo dos dentes no meio de transporte (A). Acesso endoddntico
(B), esvaziamento dos canais (C), irrigagédo (D) e aspiracdo (E), secagem
dos canais (F). Pasta de hidroxido de calcio (G). Pasta Triantibidtica
(H). Restaurador provisorio (1), restauracdo das cavidades de acesso (J).
Irrigacdo final (K) e aspiragéo (L).
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Figura 8. Preparo das fatias dentais/arcaboucos, segundo o Modelo para
Engenharia de Tecido Pulpar desenvolvido por Cordeiro et al. (2008).
(A, B, C) Confeccdo das fatias dentais. (D, E) Peneiragdo e acomodagéo
das particulas de cloreto de sédio no espaco da camara pulpar, (F, G)
adicdo do polimero ao sal, (H) remogdo dos excessos de sal/polimero,
(1) manutengéo do conjunto em Becker para polimerizagdo completa, (J)
adicdo de PBS para remocdo do sal, (K) desinfeccdo em etanol e (L)
manutencdo em PBS.
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4.2 Cultura de células, semeadura celular e implantacao da fatia
dental/arcabouco em camundongos

Em cada um dos conjuntos fatia dental/arcabouco (grupos pasta
de HC, pasta Triantibidtica, NaOCI/EDTA, NaOCl e EDTA) foram
semeadas 1x10° DPSC (PT-5025, Lonza Walkersville, Inc.;
Walkersville, MD, USA), de passagens 6 a 8, cultivadas em meio
composto por 80% de DMEM (Invitrogen, USA) suplementado com
20% de soro fetal bovino (Invitrogen, USA). As células foram suspensas
em uma mistura de 1:1 de Matrigel (cod 356234, Corning, New York,
NY, USA) e meio de cultura, para permitir a sua fixacdo no arcabouco
por meio da geleificacdo do Matrigel, incubado por 30 min a 37°C.

Os conjuntos  fatia  dental/arcabougo/DPSC, fatia
dental/arcabouco (controle negativo) e as fatias com polpa dental
(controle positivo) foram implantados bilateralmente no tecido
subcutaneo do dorso de camundongos. Para tanto, foram utilizados 18
camundongos machos (Mus muscullus), com 5 a 7 semanas de idade e
peso entre 35 e 40g, ndo imunossuprimidos, provenientes do Biotério
Central/UFSC. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas para 5
camundongos sob ciclo claro/escuro de 12/12 h. A temperatura
ambiente da sala foi mantida em 22 + 1°C e a umidade do ar em 60 +
5%.

Para a implantacdo, os discos de dentina foram distribuidos
segundo os tratamentos recebidos. Previamente aos procedimentos
cirlrgicos, os animais foram anestesiados por via intramuscular com
associacdo de cloridrato de ketamina (80 mg/kg) e cloridrato de xilazina
(10 mg/kg). Ap6s a tricotomia da regido dorsal com a utilizagdo de um
aparelho de barbear, foi realizada a antissepsia da area com gaze estéril
umedecida em povidona-iodo 12%.

Uma incisdo longitudinal, no plano sagital mediano, de
aproximadamente 2 cm, foi realizada com auxilio de bisturi e 1dmina n°
15¢ no tecido subcutdneo do dorso dos camundongos. A divulsdo do
tecido foi realizada lateralmente a incisdo com a ajuda de uma tesoura
com ponta romba, de forma a se obter 2 sitios de implantagdo. Em cada
sitio foi implantada 1 fatia de um dos grupos experimentais ou controle.
A ordem de implantacdo das amostras foi previamente estabelecida,
sendo que cada lado do animal recebeu discos de dentina de grupos
experimentais diferentes. A distancia das amostras implantadas a linha
de incisdo foi de aproximadamente 1 cm. As bordas da incisdo foram
aproximadas com auxilio de uma pinga cirdrgica e suturadas com fio de
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nylon 5.0. A Figura 10 apresenta esquema de tratamento dos discos
implantados no dorso dos camundongos.

Figura 9. Esquema de tratamento dos discos implantados no dorso dos
camundongos. Grupos (1) controle positivo, (2) pasta de Hidréxido de
Calcio e pasta Triantibidtica, (3) NaOCI/EDTA, NaOCl e EDTA, e (4)
controle negativo nas fases de (A) curativo de demora, (B) irrigacao, (C)
preparo da fatia dental, (D) produgdo do arcabouco, (E) semeadura das
células e (F) implantag&o.

N
o G
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4.3 Tratamento com tetraciclina

Dez dias apds a implantacdo das amostras e, posteriormente, a
cada 5 dias, foram injetados 100 pL de hidrocloreto de tetraciclina
(T3383, Sigma-Aldrich) intraperitonealmente (41,6 nmol/g de peso do
animal), seguindo protocolo de (Sakai et al., 2010). Um incisivo central
de cada animal que teve uma das amostras destinadas para a anélise em
microscopia confocal, também foi removido como um controle positivo
da técnica de marcacdo por tetraciclina. Dois animais com implantes
bilaterais (fatias dentais com polpa e fatias dentais com arcabou¢o sem
células) foram mantidos sem tratamento como controles negativos,
assim como uma fatia dental ndo implantada configurou um controle
negativo.

Figura 10. Esquema da estratégia de administracdo da
tetraciclina.

Eutanésia ¢ anélise em
Implantagio Injegdes de tetraciclina microscopia confocal

| ! R
Dias

0 10 15 20 25 30 35  pés-implantagdo

4.4 Eutandsia dos animais e recuperacao das amostras

Decorridos 35 dias da implantacdo das amostras, 0s animais
foram anestesiados como previamente detalhado e, na sequéncia, foi
realizada eutanasia por deslocamento cervical. Entdo, as amostras foram
removidas do dorso dos animais e enxaguadas em PBS. Cinco das seis
amostras, ap6s o enxague, foram imediatamente colocadas em cassetes
plasticos previamente identificados segundo 0s grupos experimentais e
submersos em recipiente de vidro contendo solugdo de formaldeido
tamponado 10%, onde permaneceram por 24 h a 4°C. Uma amostra de
cada grupo foi destinada para analise em microscopia confocal. Para
tanto, apds o enxague em PBS, os tecidos localizados no interior das
camaras pulpares foram removidos com pinga clinica, sem tocar nas
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paredes dentinarias e armazenadas em tubos falcons previamente
identificados e abrigados da luz em caixa metalica por 24 horas.

4.5 Métodos de analise

Apés a fixacdo, as amostras foram  processadas
histologicamente para andlise histo-morfol6gica e imuno-histoquimica.

4.5.1 Analise histo-morfologica

Cinco amostras de cada periodo dos grupos experimentais e
uma de cada periodo dos grupos-controle foram desmineralizadas em
500mL solucdo de Acido Férmico 10% a temperatura ambiente, sob
agitacdo de 100 rpm, com trocas a cada 3 dias por um periodo de 120
dias. Apds a descalcificacdo, até que a dentina ndo apresentasse mais
resisténcia ao corte, as amostras foram processadas em processador
automatico (Modelo Leica TP1020, Leica) seguindo protocolo padrao
(Apéndice 5) e, posteriormente, incluidas em parafina por meio de
emblocador de amostras (Modelo Leica EG1150H, Leica), para a
microtomia e posterior montagem em laminas. Os cortes teciduais de
espessura de 3 — 4 um foram desparafinados em xilol e reidratados em
etanol em concentra¢bes decrescentes. Um corte de cada amostra foi
destinado a coloracéo pela técnica convencional da hematoxilina-eosina
(HE) (Apéndice 6) e os demais foram reservados para analise imuno-
histoquimica.

As laminas histoldgicas coradas pela técnica HE foram
observadas em microscopio de luz (Microscépio Olympus — Modelo
Bx41, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) com sistema de captura de
imagens, sob aumentos de 40x, 100x, 400x e 1000x. Fotomicrografias,
em aumentos de 400x e 1000x, referentes as &reas de interesse de cada
grupo experimental foram registradas para posterior andlise e descri¢éo
morfoldgica das observacdes.
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4.5.2 Andlise imuno-histoquimica

Previamente a incubagdo com o anticorpo primario, as amostras
foram submetidas ao bloqueio da peroxidase endégena dos tecidos com
solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% em metanol absoluto,
reativacdo antigénica em tampao citratode sédio 0,01 M e bloqueio de
sitios inespecificos com SFB 5%.0s anticorpos especificos contra os
antigenos humanos sialofosfoproteina dentinaria (DSPP; cod 73632,
Santa Cruz Biotechnology, Paso Robles, CA, USA) e proteina de matriz
dentinarial (DMP-1; cod 73633, Santa Cruz Biotechnology) foram
utilizados para a detecgdo de odontoblastos-like e actina de musculo liso
(SMA; cod 53015, Santa Cruz Biotechnology) para localizacdo de rede
microvascular. As diluigdes utilizadas foram 1:200, 1:50 e 1:200,
respectivamente. A seguir, os cortes histolégicos foram incubados com
polimero marcado com HRP, conjugado com anticorpos secundarios
(EnVision + Dual Link System — HRP; Dako, Carpinteria, CA, USA),
em camara Umida durante 30 min a temperatura ambiente. A deteccédo
foi realizada utilizando solu¢do cromégena contendo 0,03% de 3,3"-
diaminobenzidina  (3,3",4,4 -tetra-amino-bifenil-tetra-hidrocloreto) e
0,3% de perdxido de hidrogénio (Dako). A contra-coloracdo foi feita
com solucdo de hematoxilina de Harris (Lafan Quimica Fina, Vérzea
Paulista, SP, Brasil). Para cada reacdo foi utilizado um controle
negativo, o qual foi incubado somente com a solugédo diluente (aboligdo
do anticorpo primario). Os cortes histologicos foram analisados em
microscépio de luz (Microscopio Olympus — Modelo Bx41, Olympus
Corporation, Tokyo, Japan) com sistema de captura de imagens, sob
aumentos de 40, 100x, 400x e 1000x, percorrendo toda a extensdo do
tecido. Novamente, fotomicrografias em aumentos de 400x e 1000x,
referentes as areas de interesse de cada grupo experimental ou controle
foram registradas para descricdo das observagfes. Os ajustes para a
aquisicdo das imagens foram iguais para todos 0s grupos. A reacdo
positiva foi evidenciada pela presenca de coloracdo castanha no local da
marcacao dos anticorpos (Apéndice 7).
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5 CONCLUSAO

AfeccBes como a cérie e o trauma dental sdo problemas de
salde publica que atingem individuos mundialmente e produzem efeitos
gue vao além de danos fisioldgicos/funcionais do 6rgéo dental, podendo
implicar na saide geral e na qualidade de vida do individuo. Desse
modo, cabe investir em abordagens terapéuticas de exceléncia para tratar
acometimentos orofaciais. Com esse intuito, a engenharia de polpa
dental visa restabelecer, de modo biol6gico, as estruturas do complexo
dentina-polpa danificadas ou perdidas por processos patoldgicos,
repercutindo na possibilidade de manutencdo do elemento dental e no
consequente equilibrio estético/funcional das estruturas orofaciais.

Assim, nesta pesquisa, foram simulados em laboratério os
procedimentos realizados na clinica durante a terapia endodontica
regenerativa, para estudar a engenharia de tecido pulpar humano em
dentina previamente tratada. Apesar das analises histo-morfoldgica e
imuno-histoquimica ndo permitirem atestar a diferenciacdo das células-
tronco em odontoblastos, a analise em microscopia confocal permitiu-
nos aferir que, independentemente do material utilizado no tratamento,
as DPSC diferenciaram em odontoblastos funcionais, com capacidade
de depositar e de participar da mineralizacdo de camadas da matriz
dentindria neoformadas. Quanto a formacdo tecidual, mesmo que o
processo de desmineralizacdo tenha prejudicado a qualidade final dos
tecidos neoformados, a andlise histo-morfol6gica evidenciou que nos
grupos tratados com materiais que induzem a exposicdo de colageno e a
liberacdo de fatores de crescimento da matriz dentinéria (grupo pasta
triantibidtica e grupo EDTA), a tendéncia foi apresentar tecidos de
melhor qualidade e mais semelhantes a polpa dental, quando
comparados aqueles formados nos demais grupos. Esses achados sdo
importantes, visto que o uso dos materiais testados nessa pesquisa é
recomendado no protocolo clinico para procedimentos endoddnticos
regenerativos, e as suas acgles e interacdes parecem ter efeito sobre o
papel das células e, consequentemente, na formagao tecidual.

Os procedimentos aqui realizados tém perspectivas para melhor
resolver casos de dentes permanentes imaturos despolpados em
comparagdo com a abordagem endodontica cléssica, que ndo permite a
retomada do processo de dentinogénese ao final do tratamento. O
restabelecimento do tecido pulpar, responsavel por produzir e manter a
dentina, tem potencial para reforcar a estrutura dental e aumentar a
sobrevida de dentes tratados pela abordagem regenerativa.
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7 APENDICES

Apéndice 1. Termo de Assentimento

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

Este formuldrio de assentimento informado é destinado a
adolescentes com idades entre 15 e 18 anos que estamos convidando a
participar da pesquisa “Efeito do pré-tratamento da dentina na
engenharia de tecido pulpar humano”, que sera realizada pela aluna
Luciane Geanini Pena dos Santos, do curso de Doutorado em
Odontologia, area de concentracdo em Endodontia, sob orientacdo da
Prof.2 Dr.2 Mara Cristina Santos Felippe e co-orientagdo da Prof.2 Dr.2
Mabel Mariela Rodriguez Cordeiro, pesquisa essa submetida a
apreciacdo ética pelo Comité de Etica na Pesquisa com seres Humanos
(CEPSH) e pautada segundo a Resolucdo 466/2012. O objetivo desta
pesquisa €& avaliar se células-tronco mesenquimais (células muito
jovens) da polpa dental (“nervo”) de dentes de leite sdo capazes de
formar uma nova polpa apds o tratamento da dentina do canal radicular
com diferentes produtos, normalmente usados para desinfecgdo da
dentina. Para isso serdo utilizados dentes permanentes, extraidos por
motivos alheios a esta pesquisa, de pacientes com idades entre 15 e 22
anos. Os possiveis riscos e/ou desconforto que serdo enfrentados séo
aqueles ja& associados aos procedimentos da extracdo, 0s quais ndo tém
qualquer relacdo com a presente pesquisa, e nem havera necessidade de
procedimentos adicionais aqueles proprios & extracdo do dente. Se o
paciente tiver alguma divida em relacdo ao estudo pode entrar em
contato, a qualquer momento, pelos telefones (48) 3721-9549 (Profa.
Mara Felippe) ou (48) 3721-4904 (Profa. Mabel Cordeiro) ou pelo
endereco: Universidade Federal de Santa Catarina — Campus Trindade,
Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Odontologia,
Laboratério de Endodontia. Se o paciente estiver de acordo em doar seu
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dente, garantimos que 0 mesmo sera utilizado somente neste trabalho, e
ndo haverd ligacdo entre o dente doado e o paciente doador, ficando o
dente a disposicdo do doador para devolucao até o inicio da pesquisa.

Luciane Geanini Pena dos Santos
(Pesquisador)

Prof.2 Dr.2 Mara Cristina Santos Felippe
(Orientador)

Prof.2 Dr.2 Mabel Mariela Rodriguez Cordeiro
(Co-orientador)

Floriandpolis, de de 20
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TERMO DE ESCLARECIMENTO E ASSENTIMENTO

Assentimento informado para doagdo de dente permanente
extraido por motivos alheios a esta pesquisa de pacientes com idade
entre 15 e 18 anos, doado para a pesquisa intitulada “Efeito do pré-
tratamento da dentina na engenharia de tecido pulpar humano”,
gue serd realizada pela aluna Luciane Geanini Pena dos Santos, do curso
de Doutorado em Odontologia, area de concentragdo em Endodontia,
sob orientacdo da Prof2 Dr.2 Mara Cristina Santos Felippe e co-
orientagdo da Prof.2 Dr.2 Mabel Mariela Rodriguez Cordeiro.

Oi, meu nome é Luciane e meu trabalho é pesquisar um modo
de fazer outro tecido pulpar (“nervo’) em um dente cujo nervo foi tirado
ou morreu. Eu e minhas orientadoras queremos saber se, depois de fazer
diferentes tratamentos (normalmente usados para destruir bactérias)
sobre a dentina (tecido que faz parte do dente) serd possivel recuperar o
nervo perdido. Se esta pesquisa confirmar essa possibilidade, isso
permitirda a evolugdo da engenharia tecidual, da qualidade dos
tratamentos efetuados, e permitira que outros adolescentes mantenham
seus dentes saudaveis.

Como pesquisadora principal, vou convida-lo a participar desta
pesquisa e vou lhe dar todas as informagdes necessarias. Vocé pode
escolher se quer participar ou ndo. Conversei sobre a pesquisa com seus
pais ou responsaveis e eles sabem que também estou pedindo seu
acordo. Se vocé quiser participar da pesquisa doando seu dente, seus
pais ou responsaveis também terdo que concordar. Mas se vocé nédo
desejar participar, ndo é obrigado, mesmo que seus pais tenham
concordado. VVocé pode discutir qualquer coisa deste formulario com
seus pais, amigos ou qualquer um com quem voceé se sentir a vontade de
conversar. Vocé pode decidir se quer participar ou ndo depois de ter
conversado sobre a pesquisa.

Pode haver algumas palavras que vocé ndo entenda ou coisas
que vocé quer que eu explique mais detalhadamente porque vocé ficou
mais interessado ou preocupado. Por favor, peca que eu pare a qualquer
momento e eu explicarei.

Estamos fazendo pesquisa em fatias de dentes (3% molares,
sisos) de pacientes adolescentes (15 a 18 anos) e adultos jovens (até 22
anos). Por isso eu vim falar com vocé. Depois da remogdo de seu dente,
faremos o esvaziamento dos canais (vamos tirar o nervo) e colocaremos
medicamentos dentro deles. Depois de fazer fatias do dente doado,
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vamos tentar fazer um novo nervo em um pedaco do dente que vocé
doou. VVocé ndo precisa participar desta pesquisa se ndo quiser. E vocé
guem decide. Decidir ndo participar € seu direito, e nada mudara no seu
tratamento de salde, e este servigo de salde continuara disponivel para
VOCe.

Se vocé aceitar, ndo falaremos para outras pessoas que vocé
estd participando da pesquisa e também ndo compartilharemos
informac&o sobre vocé com ninguém.

Se tiver alguma ddvida, vocé pode me perguntar agora ou
depois. Vocé pode nos localizar pelos telefones (48) 3721-9549 (P Prof.2
Mara Felippe) ou (48) 3721-4904 (Prof.2 Mabel Cordeiro) ou pelo
enderego: Universidade Federal de Santa Catarina — Campus Trindade,
Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Odontologia,
Laboratdrio de Endodontia, teremos prazer em tirar as suas ddvidas.
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu , concordo em
doar meu dente para a pesquisa de nome “Efeito do pré-tratamento da
dentina na engenharia de tecido pulpar humano”. Eu entendi que a
pesquisa serd sobre um modo de tentar fazer um novo tecido pulpar
(nervo) em um dente em que o nervo foi perdido. Eu também entendi
gue a decisdo de doar 0 meu dente é somente minha; mesmo que meus
pais ou responsaveis concordem, eu posso me negar a participar da
pesquisa.

Antes de decidir sobre a doacdo do dente, pude conversar com pessoas
que eu confio. Ficou claro que eu ndo seria prejudicado se decidisse
participar ou ndo da pesquisa. Entendi que o dente doado serd usado
apenas para esta pesquisa e que nao serei identificado pelo dente, e que
ninguém tera acesso as minhas informacdes pessoais.

Fui informado de que, se eu quiser perguntar alguma coisa ou desistir de
doar meu dente até o inicio da pesquisa, posso falar com os
pesquisadores pelos telefones (48) 3721 9549 (Prof.2 Mara Felippe) ou
(48) 3721 4904 (Prof.2 Mabel Cordeiro) ou no endereco: Universidade
Federal de Santa Catarina — Campus Trindade, Centro de Ciéncias da
Saude, Departamento de Odontologia, Laboratério de Endodontia.

Identificacdo do dente doado:

Assinatura do adolescente

Assinatura dos pais/representante legal

Assinatura do pesquisador

Florianépolis, de de 20




92



93

Apéndice 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

TERMO DE ESCLARECIMENTO E CONSENTIMENTO

Eu, Luciane Geanini Pena dos Santos, aluna do curso de Doutorado em
Odontologia, area de concentracdo em Endodontia, desenvolverei a
pesquisa intitulada “Efeito do pré-tratamento da dentina sobre a
engenharia de tecido pulpar humano”, sob orientacdo da Prof.2 Dr.2
Mara Cristina Santos Felippe e co-orientagdo da Prof.2 Dr.2 Mabel
Mariela Rodriguez Cordeiro, pesquisa essa submetida a apreciacdo ética
pelo Comité de Etica na Pesquisa com seres Humanos (CEPSH) e
pautada segundo a Resolugdo 466/2012. Utilizando o Modelo de Fatia
Dental/Arcabouco para Engenharia de Tecido Pulpar, o objetivo é
avaliar in vivo se células-tronco mesenquimais provenientes da polpa
dental (nervo) de dentes deciduos humanos (dentes de leite) sdo capazes
de formar um novo tecido pulpar (nervo do dente) apds o tratamento da
superficie dentinaria do canal radicular (paredes de dentro da raiz do
dente) com protocolos para desinfec¢cdo de dentes permanentes imaturos
despolpados (sem nervo). Para isso serdo utilizados dentes permanentes
extraidos por motivos alheios a esta pesquisa. Os riscos e/ou desconforto
sdo aqueles associados aos procedimentos da extracdo que nao tém

qualquer relacdo com a presente pesquisa, e nem havera necessidade de
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procedimentos adicionais aqueles inerentes a extracdo do dente. Se vocé
tiver alguma duvida em relacdo ao estudo pode entrar em contato, a
qgualquer momento, pelos telefones (48) 3721 9549 (Prof.2 Mara
Felippe) ou (48) 3721 4904 (Prof.2 Mabel Cordeiro) ou pelo endereco:
Universidade Federal de Santa Catarina — Campus Trindade, Centro de
Ciéncias da Salde, Departamento de Odontologia, Laboratério de
Endodontia. Se vocé estiver de acordo em doar o seu dente, garanto que
0 mesmo serd utilizado somente neste trabalho, e que ndo havera ligacdo
entre o dente doado e o paciente doador, ficando o dente a sua

disposicao para devolugdo, até o inicio da pesquisa.

Luciane Geanini Pena dos Santos
(Pesquisador)

Prof.2 Dr.2 Mara Cristina Santos Felippe
(Orientador)

Prof.2 Dr.2 Mabel Mariela Rodriguez Cordeiro
(Co-orientador)

Assinatura do paciente/representante legal

Florianopolis, de de 20
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu Jfui

esclarecido sobre a pesquisa “Efeito do pré-tratamento da dentina

sobre a engenharia de tecido pulpar humano”, e concordo em doar
meu dente, extraido por motivos alheios a esta pesquisa, seja utilizado

na realizacdo da mesma.

Identificacdo do dente doado:

Documento de Registro Geral do paciente doador:

Assinatura do doador e /ou representante legal

Assinatura do pesquisador

Floriandpolis, de de 20

CONTATOS DOS PESQUISADORES

Universidade Federal de Santa Catarina — Campus Trindade, Centro de Ciéncias da
Saude, Departamento de Odontologia, Laboratério de Endodontia

Telefones: (48) 3721 9549 (Prof.2 Mara Felippe) ou (48) 3721 4904 (Prof.2 Mabel
Cordeiro)
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Apéndice 3. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Peaquisa: Efeto do pré-ratament 43 denting s00Me 3 engenharta de tecito puigar humano

Peaquisador: Mara Cristina Sanbes Falppe
Area Temnatica:

Viersdo: 5

CAME: 2000001 3.6.1001.0121

Institulcao Proponsents: Universidade Federl de Sani Catarna
Patrocinador Principal: Financlamenio Proprio

DADDS DO PARECER

Hlmens do Parecar: 717553
Diata da Relatoria; 14072014

SHuagac do Parecer:

Aprovado

Mecsesita Apreclagio da COMEP;

Mao

Conslderaghas Finale 3 critsrio do CEP:

FLORIANOPOLIS, 14 de Julho de 2014

Azsinace por:
‘Washington Portela da Souza
(Coordenador)

Enderegn:  Carmpis Unkamsitiole Rafler Jolio Dinid Femaina Lisa

Baieree Trinclada CEP: @ (40000

F: &5 Municipla: FLORWNOPOLIS

Talehore: (a7 e Fax: |SE87-00s E-mail:  copfTimons whe b
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Apéndice 4. Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

171013 notes. ufsc br/apliciceua.nsf4Eic Solfedll 1 cB6E325T 200755330/ 4 3boddabialad 333257 beD04eaddr OpenDiocument
Resultado de Solicitagio de Protocole
Protocolo
PPODES0
Titulo

Metodologia utilizada para estudo da Engenharia de Teddo Pulpar Humano
Data de Entrada
19/04/2013

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
03/05/2013

Consideracies

Oficio o° 032/CEUAPROPESQ/2013
Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Anmais-CEUA
Aol(a): Profia) Dr(a) Mabel Maneh Rodrinez Cordero, Departamento de C#ncias Morfologcas - CCB

Prezado(a) Professor(a),

Em relagiio ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o segumnte:

- APROVADO, por quatro anos, para a utilzacio de qumbentos canmndongos (Mus nusculus).
- Procedénci do anmml Biotério Central da UFSC

Por ocastio do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relicionando o uso de animais no Projeto desenvolido aos resultados obtidos, conforme fornmilirie ON
LINE CEUA.

Atenciosamente,

Relatdrio Final previsto para (90 dias apds término da vigéncia do protocole ou no momento da apresentacio de um
noveo protocolo)
Data 17/08/2017

Data 17/05/2013

Parecer(es):

( g

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — PRPE — UFSC
PRESIDENTE
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Apéndice 5. Protocolo de processamento histolégico das amostras

Etapa Estagio Reagente Duracéo
1 Hidratac&o Alcool Etilico 70% 1h
2 Hidratac&o Alcool Etilico 80% 1h
3 Hidratac&o Alcool Etilico 90% 1h
4 Hidratagdo Alcool Etilico 100% | 1h
5 Hidratac&o Alcool Etilico 100% I 1h
6 Diafanizacédo Xilol | 40 min
7 Diafanizacéo Xilol 11 40 min
8 Inclusdo Parafina | 3h
9 Incluséo Parafina Il 3h

10 Inclusdo Parafina 111 3h
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Apéndice 6. Protocolo para coloracdo hematoxilina- eosina

Etapa Estagio Reagente Duracéo

1 Desparafinizacdo Xilol | 15 min
2 Desparafinizacdo Xilol | 5 min
3 Hidratac&o Alcool Etilico 100% 5 min
4 Hidratac&o Alcool Etilico 90% 5 min

5 Hidratac&o Alcool Etilico 70% 5 min

6 Enxague Agua destilada Passagem
7 Coloracdo Hematoxilina 5 min

8 Enxague Enxague Passagem
9 Coloracdo Eosina 3 min
10 Desidratacéo Alcool Etilico 95% Passagem
11 Desidratacéo Alcool Etilico 100% |  Passagem
12 Desidratagio Alcool Etilico 100% Il 5 min
13 Diafanizacédo Xilol | 5 min

14 Diafanizacdo Xilol 11 5 min
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Apéndice 7. Protocolo para as rea¢Bes de imuno-histoquimica

Desparafinizacéo
Estufa (30 min)
Xilol I (15 min)
Xilol Il (5 min)

Reidratacéo

Etanol 100% (5 min)
Etanol 90% (5 min)

Etanol 70% (5 min)

Agua destilada (passagem)

Inibicao da peroxidase endégena
Perdxido de hidrogénio 3% em metanol (20 min em ambiente escuro)

Enxague
Agua destilada (5 min)
PBS (5 min)

Reativacéo antigénica
Tampao citrato de s6dio 0,01 M (40 min a 93 -98°C em banho-maria)

Enxague
PBS (20 min)

Bloqueio de sitios inespecificos
SFB 5% (40 min)

Enxague
PBS (5 min)
PBS (5 min)

Incubacao do anticorpo primario
DSPP (diluigao 1:200)
DMP-1(diluicao 1:50)
SMA (diluigdo 1:200)

Volume médio de solugéo para cada amostra: 50 uL. Incubagéo por 12 —
16h.
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Enxague:
PBS (5 min)
PBS (5 min)

Incubacéo do anticorpo secundério

Polimero marcado com HRP, conjugado com anticorpos secundarios -
EnVision + Dual Link System — HRP® (30 min em ambiente Gmido e
€scuro)

Enxague
PBS (5 min)

Coloragéo
DAB (20 pL) de DAB +substrato (1 mL) (x 18 min em ambiente
escuro)

Enxague:
PBS (5 min)
PBS (5 min)

Contra-coloracao
Hematoxilina (5 min)

Enxague (“azulificacdo”)
Agua corrente (15 min)

Desidratagéo

Alcool etilico 70% (5min)
Alcool etilico 100% | (5min)
Alcool etilico 100% 11 (5min)
Xylol I (5min)

Xylol Il (5min)

Aplicacéo de laminulas
Permount®
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