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RESUMO

Para o procedimento de capeamento pulpar direto, a Odontologia utiliza
materiais sintéticos com o objetivo de manter a vitalidade do tecido pulpar e
substituir a estrutura mineralizada perdida por céarie ou trauma. O objetivo deste
estudo foi avaliar as alteracdes ocorridas no tecido pulpar e a formacéo de estrutura
mineralizada formada em resposta a diferentes materiais em dentes cultivados ex
vivo. Dentes terceiros molares humanos (n=45) em fase de formacgao radicular, com
0 objetivo de comparar a resposta do tecido pulpar ao capeamento direto utilizando
diferentes materiais odontolégicos: agregado trioxido mineral, hidréxido de calcio,
cimento de 6xido de zinco-eugenol e cimento de ionémero de vidro. As amostras
foram cultivadas ap6s exposi¢ao pulpar por 1, 14 e 28 dias e em seguida foram
processadas para andlise histolégica. Tipo de inflamagdo e sua intensidade,
hiperemia, necrose, camada de células odontoblasticas, continuidade e espessura
da estrutura mineralizada formada foram analisados. Os grupos nao se diferiram
estatisticamente quanto aos aspectos da resposta pulpar avaliados, nem em relacao
a espessura da estrutura mineralizada formada. Porém os grupos tratados com
hidréxido de calcio e cimento de ionbmero de vidro apresentaram formacdo de
estrutura mineralizada completa apdés 14 dias, ao contrario dos outros materiais

utilizados.

Palavras-chave: capeamento pulpar direto, MTA, hidréxido de calcio, cimento de
oxido de zinco-eugenol, cimento de ionébmero de vidro, materiais odontoldgicos,

cultura ex vivo, resposta pulpar



ABSTRACT

Direct pulp capping is the use of a biocompatible material on pulp that has
been exposed during removal of caries or by traumatic injuries. This study was based
on an ex vivo entire tooth culture model of human immature third molars. Direct pulp
capping was made in 45 teeth third molars, using calcium hydroxide, mineral trioxide
aggregate, zinc oxide eugenol cement and glass-ionomer cement. Then the pulp
response and the mineralized tissue were analyzed, after 1, 14 and 28 days of
culture, but in the parameters’ analyzed there weren’t difference between the

odontologic materials.

Key-words: direct pulp capping, calcium hydroxide, MTA, zinc oxide eugenol cement,

glass-ionomer cement, ex vivo culture, pulp response.
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1. INTRODUCAO

Na odontologia restauradora, tecidos dentarios perdidos sao tipicamente
substituidos por materiais sintéticos, como liga de titdnio, resina composta e
ceramica zirconia (KIM et al., 2009). Entretanto, avancos no conhecimento e o
advento da engenharia de tecidos estdo conduzindo a um maior interesse na
regeneracao biolégica das estruturas dentarias perdidas.

Apesar da complexa estrutura, a regeneragdo do 6rgao dentario tem sido
objetivo de muitos pesquisadores e, em um futuro proximo, pode fornecer uma
alternativa viavel aos tratamentos clinicos atuais que utilizam materiais sintéticos.
Dentina, polpa e ligamento periodontal, que podem ser, isoladamente, menos
complicados de regenerar que o 6rgao dentario como um todo, sdao importantes
metas para a engenharia de tecidos. A regeneracdo da dentina e da polpa sera,
provavelmente, potencial ferramenta da terapia endodéntica, embora problemas
técnicos precisem ser resolvidos antes que seja implantada clinicamente. (KIM et al.,
2009).

Células-tronco, scaffolds e fatores de diferenciagdo sao necessarios para a
regeneracao da dentina, bem como para toda engenharia de tecidos. Estes
componentes devem ser cuidadosamente selecionados para uma bem sucedida
regeneracao da dentina, protegendo a polpa de agressores externos. Células da
polpa dentaria sao, freqiientemente, selecionadas devido a sua capacidade de
produzir matriz dentinaria. Embora células-tronco derivadas de outros locais
também sejam utilizadas, as células da polpa dentaria podem se diferenciar em
odontoblastos e se adaptam melhor para a construcdo de scaffolds complexos.
Células de outros locais também necessitam de estimulos externos para se
diferenciarem em linhagens odontogénicas. Entretanto, fatores de crescimento
especificos ou fatores de diferenciacdo que ativem as células-tronco mesenquimais
a se diferenciarem em odontoblastos n&o foram identificados (KIM et al., 2009;
Nakashima e Akamine, 2005).

O processo de reparo ap6s exposicao pulpar € influenciado pelos diferentes
materiais classicos utilizados pela odontologia restauradora, que sdo biocompativeis,
mas que nao sao ideais. A engenharia de tecidos caminha para a utilizacdo de
diferentes fatores de diferenciacdo que estimulam células-tronco pulpares a se
diferenciarem em odontoblastos e produzirem dentina, acelerando o processo de



reparo. Porém, ap6s a aplicacdo destes mediadores, numa situacdo clinica, é
necessaria a utilizacdo de um material sintético para restauracdo temporaria ou
definitiva. Nesta situagdo, o processo de reparo consiste no restabelecimento do
tecido pulpar e formacédo de estrutura mineralizada formando uma barreira entre a
polpa e o material odontolégico utilizado.

Inimeros estudos realizados em diferentes animais apresentam diversas
metodologias e os resultados nem sempre correspondem ao modelo humano. Um
novo modelo de estudo utilizando dentes humanos permitiu um melhor
conhecimento sobre 0 que ocorre durante o processo de reparo apds uma exposicao
pulpar, representando em cultura o que ocorre in vivo (TECLES et al., 2005, 2008).

A finalidade deste estudo foi avaliar a resposta pulpar ao capeamento direto
obtida apds restauracdo com materiais sintéticos utilizados pela odontologia
restauradora atual, permitindo em estudos futuros uma comparacdo com novos

materiais sintéticos ou biolégicos para este tipo de tratamento.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Utilizar o novo modelo de estudo proposto por TECLES et al. (2005) para
avaliar o processo de reparo comparando quatro materiais odontoldgicos para o
capeamento pulpar direto, objetivando a escolha de uma melhor op¢ao para auxiliar
a engenharia de tecidos.

2.2. Objetivos Especificos:

e Analisar histologicamente a resposta pulpar ao capeamento direto
utilizando os seguintes materiais: agregado de trioxido mineral
(MTA), hidréxido de calcio, cimento de 6xido de zinco-eugenol e
cimento de ionédmero de vidro, apds cultura ex vivo de 1 dia, 14 dias
e 28 dias.

e Quantificar e comparar a espessura de tecido mineral formado ap6és
a utilizacdo dos diferentes materiais nos diferentes periodos de

cultura.

e Avaliar qual ou quais materiais seriam mais indicados como auxiliar

da engenharia de tecidos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Polpa dental

A polpa desempenha um papel importante na formacéo e nutricdo da dentina
bem como na inervacdo e defesa do dente. A funcao primordial da polpa é a
formacao de dentina, que comeca no momento em que as células mesenquimais
periféricas se diferenciam em odontoblastos e iniciam a deposicdo de matriz de
coldgeno em uma sequéncia de deposicao/mineralizacdo que € reduzida com a
completa formacdo do dente. Apés a formacgado inicial a polpa continua
fisiologicamente a produzir dentina devido ao envelhecimento do dente. Dentina
reparadora pode também ser produzida em resposta a danos fisicos ou quimicos
(MODENA et al., 2009).

O transporte de fluidos e nutrientes mantém a vitalidade pulpar e a resiliéncia
necessaria para neutralizar forcas mastigatérias na dentina. Finalmente, a polpa é
responsavel por diferentes estimulos, como formas de defesa que incluem a
dilatacdo e permeabilidade dos vasos sanguineos, e a presenca de células
inflamatérias. Quando o estimulo ndo excede a capacidade de resposta pulpar,
ocorre o reparo modificando o complexo dentina-polpa.

A protecdo do complexo dentina-polpa consiste na aplicacdo de uma ou mais
camadas de um material especifico entre 0 material restaurador e o tecido dentario.
A protecdo deste complexo também tem a funcdo de preservar a vitalidade pulpar
(MODENA et al, 2009).

O sistema imunolégico sinaliza reacdes inflamatérias para limitar o dano
tecidual. Estas reacdes podem comprometer populagdes celulares da polpa e levar a
complicagdes em resposta a cavidades restauradas que podem inicialmente
aparentar sucesso. Formas severas de atividade inflamatéria podem desenvolver
necrose em toda a polpa e lesao periapical com perda 6ssea local. Em casos menos
severos, a polpa inflamada estd associada com hipersensibilidade, tanto ao calor,
quanto a forca mecanica ou estimulo osmoético encontrado em condi¢ées normais
(ABOUT et al., 2001; BERGENHOLTZ, 1982; NGASSAPA, 1996; MURRAY et al.,
2002).



A resposta para o capeamento pulpar com materiais odontolégicos é a
formacao de estrutura mineralizada, resultante do recrutamento e proliferacdo de
células indiferenciadas, que podem ser células-tronco mesenquimais ou células
maduras dediferenciadas ou transdiferenciadas (MAHMOUD et al., 2010). Células-
tronco sao definidas como células indiferenciadas capazes tanto de auto-renovarem
quanto se diferenciarem em mudltiplas linhagens. Estudos recentes tém isolado
células-tronco da polpa de terceiros molares humanos (dental pulp stem cells -
DPSC), e da polpa de dentes deciduos esfoliados naturalmente (stem cells from
human exfoliated deciduous teeth - SHED) (GRONTHOS et al, 2000, 2002; MIURA
et al., 2003).

Uma vez diferenciadas, as células sintetizam uma matriz que sera
mineralizada. Os componentes da matriz extracelular podem induzir a formacao de
dentina reacional ou a formagcdo de estrutura mineralizada. O potencial de
cicatrizacdo apds exposicao pulpar depende de varios fatores como a prevencao
pré-operatéria e operatéria de infeccdo bacteriana, o tamanho da exposicao, a
eficacia da estratégia de tratamento, e a condicao pulpar (MAHMOUD et al, 2010).

3.2 Capeamento pulpar

Capeamento pulpar direto € o uso de um material biocompativel na polpa que
foi exposta durante a remocao de carie ou por trauma. Seu objetivo é selar a polpa
contra a infiltracdo bacteriana e promover o desenvolvimento de uma ponte ou
barreira mineralizada para obstruir a area exposta e proteger o tecido pulpar
subjacente. A exposicao pulpar causada por carie mostra um potencial de
restabelecimento da polpa muito limitado como resultado da infecgdo bacteriana por
um consideravel periodo de tempo, comprometendo a reacdo de defesa
(HASHEMINIA et al., 2010).

Os fatores que contribuem para as chances de sucesso do capeamento
pulpar consideram a idade do paciente, estagio da formacgao radicular, saude do
paciente, auséncia de sintomas pré-existentes, boa resposta pulpar a estimulos,
tamanho da exposicao pulpar e intensidade de hemorragia pulpar (CHRISTENSEN,
1998; GORECKA et al., 2000; HAFEZ et al., 2000; MURRAY et al., 2002).



O sucesso do capeamento pulpar é dependente da preservacéo da vitalidade
da polpa e da formacao de barreira mineralizada (MIN et al, 2008). Isto acontece em
37% dos casos ap6s cinco anos e 13% apds dez anos, enquanto que o sucesso de
restauracoes em cavidades sem exposicao pulpar é geralmente muito maior e com
varios tipos de materiais e condicoes (MURRAY et al.,, 2002). O insucesso do
tratamento pode resultar em reabsorgcédo interna ou abcesso dentoalveolar agudo
(FUKS, 2008).

Varios fatores influenciam o resultado do capeamento, entre eles o adequado
controle da hemorragia, que é critico para o sucesso de qualquer tratamento que
envolva capeamento. O coagulo ndo permite o contato direto da polpa com o
material utilizado e pode agir como um substrato para microorganismos, levando a
infeccao pulpar (TUNCA et al., 2007).

Alguns materiais tém sido sugeridos para uso no capeamento pulpar direto.
Entre eles estdo 6xido de zinco e eugenol, iondmero de vidro, hidréxido de calcio e
MTA (HILTON, 2009).

Muitos estudos sobre capeamento pulpar tém sido desenvolvidos em animais
de espécies menores, como camundongos, caes e primatas. Entretanto os
resultados do capeamento pulpar em animais frequentemente nao refletem o que
ocorrerd em humanos. E necessario ter muita cautela quando se trata de resultados
de capeamento pulpar em animais e aplica-los a pacientes humanos (HILTON,
2009). Baseando-se nisto, estudos desenvolveram um modelo de estudo capaz de
reproduzir a situacao clinica de exposicao pulpar em pacientes humanos, no qual o
o6rgao dentario é cultivado. Ao cultivar dentes permanentes, foi observado que
células-tronco/progenitoras se proliferaram e migraram para o local do dano, o que
poderia ser considerado o passo inicial para o reparo (TECLES et al., 2005; 2007).

3.3 Materiais utilizados na Odontologia para o capeamento
3.3.1 Hidroxido de calcio [Ca(OH),]
A capacidade seladora e a toxicidade do material sdo fatores importantes no

prognostico da resposta ao tratamento da polpa vital. Historicamente, o capeamento
pulpar foi iniciado em 1765 por Philip Pfaf, usando lamina de ouro. Em 1923, Davis



sugeriu o uso de um complexo de sulfato de zinco e sulfato de calcio com 6xido de
zinco para o capeamento pulpar direto. O hidréxido de calcio [Ca(OH),] foi usado
para capeamento pulpar pela primeira vez por Hermann (1930), e desde o inicio da
década de 1940 até os dias atuais é o material mais utilizado. Numerosos estudos
tém mostrado a formacgao de estrutura mineralizada bloqueando a superficie exposta
(MODENA et al., 2009).

O hidréxido de calcio em pd, suspensao ou em forma de cimento tém sido
recomendado para o tratamento de exposicdo pulpar por suas propriedades
benéficas, tais como inducao de mineralizacéo e inibicdo de crescimento bacteriano.
Muitos estudos indicam reparo pulpar e formacao de barreira de tecido duro em
casos de capeamento pulpar direto. Entretanto, a formacédo da barreira de tecido
duro tem sido questionada por outros estudos que tém mostrado a presenca de
tuneis na barreira que podem levar a infiliracdo e penetracdo bacteriana no tecido
pulpar (MURRAY et al., 2002). Estes tuneis ndo sdo causados pelo hidroxido de
céalcio sozinho, mas sdo também uma conseqliiéncia da severidade do trauma a
polpa e do numero de vasos comprometidos pela exposi¢do pulpar. A parte interna
dos tluneis sdo vasos sanguineos que mantiveram o calcio fornecido para o tecido
necrético. Os ions célcio na camada necrética sdo responsaveis pela calcificagao
distréfica da necrose de coagulagdo. Outro tipo de defeito no tecido duro, quando
presente, é representado por inclusdes celulares, geralmente situadas entre a
necrose de coagulagado e a area calcificada. A presenca de barreira de tecido duro
nao deve ser reconhecida apenas como uma barreira estrutural contra futuras
agressoes, mas também como um sinal de recuperacao bioldgica, representada pela
atividade dos odontoblastos (MODENA et al., 2009; PEREIRA et al., 2000).

Altas taxas (mais que 80% dos dentes tratados) de sobrevida do tecido pulpar
apds capeamento com hidréxido de célcio tém sido relatadas (FERNANDES et al.,
2008). O hidroxido de calcio tem excelentes propriedades antibacterianas. Um
estudo encontrou 100% de reducdo de microorganismos associados a infecgdes
pulpares apés uma hora em contato com o hidréxido de calcio. Tradicionalmente,
acreditava-se que o alto pH do hidréxido de célcio causava irritacao do tecido pulpar,
que estimulava o processo de reparo por um mecanismo desconhecido. Nos ultimos
anos, este mecanismo desconhecido tem sido explicado pela liberagcdo de moléculas
bioativas. Sabe-se que uma variedade de proteinas sao incorporadas na matriz
dentinaria durante a dentinogénese. Duas proteinas tem demonstrado ser capazes



de estimular o processo de reparo: a proteina morfogenética éssea (BMP) e fator de
crescimento tumoral 1 (TGB-B1). Entretanto, o hidroxido de célcio promove a
solubilizagdo destas proteinas presentes na dentina, desempenhando um papel
mediador no processo de reparo (HILTON, 2009; IOHARA et al., 2004;
NAKASHIMA, 2005).

Além disso, foi observado que quando Ca(OH), puro é utilizado na polpa, ndo
apenas age como barreira biolégica mas também promove alguma destruicdo no
tecido pulpar. Outros estudos também tém mostrado que o hidréxido de célcio tem
um alto efeito citotdxico nas células em cultura de tecidos. Inapropriado selamento
da exposicado pulpar € uma das maiores desvantagens. Estes fatores prejudiciais
tém causado incentivos para encontrar um material que promova a formacao de
barreira dentinaria reparadora com menores efeitos indesejaveis (HASHEMINIA et
al., 2010).

3.3.2 Agregado de trioxido mineral (MTA)

Apesar do hidroxido de célcio ser considerado padrdo ouro para a terapia
pulpar vital, limitacées fisicas tais como ndo adesdo a dentina, dissolugdo em
tecidos fluidos ou outros materiais dentarios, e alteracdo da flexibilidade do dente,
tem levado pesquisadores a procurar novas alternativas (FERNANDES et al., 2008).

Recentes tentativas para desenvolver diferentes materiais para capeamento
pulpar tém resultado no desenvolvimento do agregado de triéxido mineral (MTA),
que foi proposto para capeamento pulpar inicialmente em 1996 (MAHMOUD et al.,
2010). Em 1995 o agregado de triéxido mineral foi introduzido por Torabinejad e
Parirokh (2010) para selamento total de todo o caminho entre o sistema de canal
radicular e a superficie externa do dente. Este material tornou-se conhecido como
um material apropriado para capeamento pulpar por causa de varios efeitos
positivos tais como alto efeito de selamento e alto pH, biocompatibilidade,
estabilidade por longo periodo, prevencao de infiltragcdo bacteriana, e estimulacao de
formacao de cemento, osso e dentina (HASHEMINIA et al., 2010).

O MTA tem uma excelente habilidade seladora quando utilizado como
material de selamento em perfuracbes acidentais ou como material de

preenchimento apical. Além disso, quando o MTA foi usado para capeamento pulpar



direto, mostrou melhor interacdo com o tecido pulpar do que o hidréxido de célcio e
adesao a dentina. O MTA tem mostrado induzir menos inflamacao pulpar e maior
formacao de estrutura mineralizada quando comparado com o cimento de hidréxido
de calcio (MAHMOUD et al., 2010). Karabucak et al. (2005) utilizaram MTA como
material capeador apds pulpotomia parcial para preservar a vitalidade dos tecidos
pulpares em dois casos. Exames periddicos revelaram que o tratamento obteve
sucesso na preservacao da vitalidade da polpa e continuacdo do desenvolvimento
dentario. Takita et al. (2006) investigaram os efeitos do MTA na proliferacao de
células pulpares humanas em cultura. Eles observaram que os componentes
precipitados como ions célcio do MTA tém uma maior capacidade proliferativa de
células da polpa dental humana que o Dycal.

O MTA é composto de silicato de tricélcio, 6xido de bismuto, silicato de
dicalcio, aluminato de tricalcio e sulfato de calcio hidratado. O MTA podera conter
também até 0,6% de residuo insoluvel, incluindo silica cristalina livre. Outros
possiveis constituintes incluem 6xido de célcio, 6xido de magnésio livre, potassio, e
compostos de sulfato de sédio. A hidratacdo do pé resulta na formacdo de um gel
finamente cristalino dos grupos hidratados dos componentes, com algum Ca(OH),
também sendo formado (WITHERSPOON, 2008).

O MTA tem mostrado ter efeitos antibacterianos em algumas bactérias
facultativas e nenhum efeito ou efeito restrito em bactérias anaerodbias. Este limitado
efeito antibacteriano € menor que o demonstrado pelas pastas de Ca(OH).. A
capacidade do MTA de resistir a futuras penetracdes de microorganismos aparenta
ser alta. Em estudos in vitro, o MTA tem resistido a infiltracdo como esperado e
repetidamente (WITHERSPOON, 2008).

Este material tem demonstrado capacidade de induzir formacédo de tecido
duro pela polpa quando utilizado no capeamento direto e na pulpotomia. O MTA
promove rapido crescimento celular in vitro. Comparado com Ca(OH),, em estudos
animais, o MTA induz de forma consistente a formagédo de dentina em maior indice
com uma integridade estrutural superior. Ele desenvolve mais pontes dentinarias
completas e demonstra uma melhor capacidade em manter a integridade do tecido
pulpar. Analise histolégica em estudos com animais e humanos tem mostrado que o
MTA estimula a formagdo de dentina reparadora, com espessa ponte dentinaria,
minima inflamacéo, e simbdlica hiperemia. O MTA parece induzir a formag¢ao de uma
barreira dentinaria mais rapido que o Ca(OH).. A acdo do MTA para induzir a



formagéo de estrutura mineralizada ndo é conhecida, porém tem-se desenvolvido a
teoria de que o 6xido de tricalcio no MTA reage com fluidos tissulares formando
Ca(OH),, resultando na formacgédo de tecido duro de maneira similar ao Ca(OH)..
(WITHERSPOON, 2008).

Ha algumas diferencas entre o MTA e o hidroxido de calcio. A primeira é que
o MTA é comercializado em duas cores, branco e cinza. A versao cinza é devido a
adicdo de metal. Outra diferenca significante € que o MTA promove algum
selamento da estrutura dentaria. O MTA também apresenta algumas desvantagens.
Entre elas, é altamente solluvel apresentando perda de 24% apds 78 dias quando
armazenado em agua. A presengca de metal na versdo cinza pode escurecer o
dente. Outra desvantagem significativa € o tempo prolongado de presa do material,
de aproximadamente 2 horas e 45 minutos. Isto requer que o capeamento pulpar
feito com MTA seja feito em duas sessdes, colocando um material temporario apés a
primeira sessdo (HILTON, 2009).

3.3.3 Cimento de 6xido de zinco-eugenol

Formulagbes de 6xido de zinco-eugenol tém sido usadas na odontologia por
muitos anos como bases, cimentos e materiais restauradores temporarios. No
entanto, seu uso para capeamento pulpar direto € questionavel. O eugenol é
altamente citotoxico e é conhecido que o 6xido de zinco-eugenol libera eugenol em
concentragdes que sao citotoxicas. O 6xido de zinco-eugenol também mostra uma
alta desadaptacao da interface (HILTON, 2009).

Presenca de resposta inflamatéria persistente, necrose pulpar, abcesso e
auséncia de formacgéo de barreira dentinaria tém sido observadas apds capeamento
pulpar direto com cimento de 6xido de zinco-eugenol (Silva et al., 2009).

3.3.4 Cimento de ionomero de vidro

Nao tao citotéxico como o 6xido de zinco-eugenol, o iondmero de vidro

também é citotdxico quando em contato direto com células. As formulacoes

convencionais tendem a ser menos téxicas que as resinosas. Devido a habilidade do



iondmero de vidro em aderir quimicamente a estrutura dentaria, isto pode prevenir a
difusdo de materiais potencialmente toxicos através da dentina para a polpa. O
iondbmero de vidro também promove um excelente selamento bacteriano e mostra
boa biocompatibilidade quando utilizado muito préximo mas ndo em contato direto
com a polpa (HILTON, 2009).

Duas das vantagens deste material sdo a adesdo a dentina e esmalte e a
continua liberacdao de fluor que aparenta ser suficiente para inibir a formacao de
placa bacteriana. A adesdo pela troca de ions desenvolve uma unido com a
estrutura dentaria que previne microinfiltracdes, e a liberacao continua de flaor
aparenta auxiliar na remineralizacdo da dentina afetada por lesdo de carie (Gryst
and Mount, 1999).



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostra

O estudo foi realizado in vitro seguindo um modelo de cultura do 6rgao
dentario com o objetivo de comparar o processo de reparo ocorrido no tecido pulpar
apos capeamento pulpar direto utilizando diferentes materiais odontolégicos.

A amostra foi obtida apdés aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia, conforme processo de n"077/2009 (Anexo 1).
Foi constituida de 45 dentes terceiros molares higidos e com apice radicular ainda
aberto, inclusos ou impactados, extraidos por motivos ortodénticos apds obtencao
do consentimento livre e esclarecido (Anexo 2 e 3) assinado pelo paciente ou
responsavel. Todos os doadores eram saudaveis, sendo 21 do género feminino e 24
do género masculino com idades entre 13- 21 anos (Tabela 1).

A amostra foi dividida de forma aleat6ria em cinco grupos:

- Grupo Controle (GC): dentes terceiros molares, nos quais nao foram feitos
capeamento pulpar direto com materiais odontolégicos, as cavidades foram
preenchidas apenas com o meio de cultura utilizado.

- Grupo tratado com MTA (MTA): dentes terceiros molares, nos quais foram
feitos capeamento pulpar direto com MTA (lote 11390, Angelus, Brasil) seguindo
orientacdes do fabricante.

-Grupo tratado com Ca(OH), [Ca(OH). ]: dentes terceiros molares, nos quais
foram feitos capeamento pulpar direto com Ca(OH), P.A. (lote 582/09, Biodinamica,
Brasil).

-Grupo tratado com cimento de O6xido de zinco-eugenol (OZE): dentes
terceiros molares, nos quais foram feitos capeamento pulpar direto utilizando IRM
(lote 430712, Dentsply, Brasil), seguindo as orientacées do fabricante.

-Grupo tratado com cimento de ionémero de vidro (CIV): dentes terceiros
molares, nos quais foram feitos capeamento pulpar direto utilizando cimento de
ionbmero de vidro 1 (lote 0909111, GC Corporation, Japao), seguindo as
orientac6es do fabricante.

Cada um dos grupos citados foi composto por 9 amostras, sendo 3 amostras
para cada periodo de analise: 1, 14 e 28 dias de cultura.



Grupo Idade Géneros (frequéncia relativa%)

Média Desvio padrao Feminino Masculino
GC 16,22 2,54 44.4 55,6
MTA 17,77 2,49 444 55,6
Ca(OH), 17,77 2,73 44.4 55,6
OZE 16,55 1,51 444 55,6
Clv 18,22 1,72 55,6 44 4

Tabela 1- Caracteristicas da populagdo amostral incluida no estudo.

4.2 Cultura de dentes

Os dentes foram cultivados seguindo o novo modelo proposto por TECLES et
al. (2005, 2007).

As amostras permaneceram incubadas com meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle medium — DMEM (GIBCO, Invitrogen, USA) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (GIBCO, Invitrogen, USA ) e 1% de antibiético e antimicético —
10000 unidades de penicilina G sodica, 10 mg de sulfato de estreptomicina, 20 ug de
anfotericina B dissolovidos em 1 mL de solugéo salina a 0,85% (GIBCO, Invitrogen,
USA), por 1, 14 e 28 dias a 37°C, 5%CO, e 70% de umidade. O meio de cultura foi
trocado diariamente.

4.3 Coleta de amostras

Imediatamente apds a exodontia, os dentes foram colocados em tubos falcon
contendo 15 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 3% de antibidtico e antimicaético.
4.4 Preparo cavitario

Uma unica caixa oclusal foi preparada em cada dente com broca tronco-

cOnica diamantada n® 2131 (KGSorensen, Sao Paulo, Brasil), montada em uma
caneta de alta-rotagdo irrigada com solucao salina estéril e em seguida foi feita uma



exposicao pulpar com uma broca diamantada esférica n?® 1014 (KGSorensen,
Brasil). As brocas foram trocadas a cada quatro preparos mantendo uma boa
eficiéncia no corte.

Em seguida, as amostras foram imediatamente transportadas para o
Laboratério de Biologia Molecular nos mesmos tubos falcon contendo o meio de

cultura.

4.5 Capeamento pulpar direto

Dentro do fluxo laminar estéril, os dentes foram limpos com instrumentos
estéreis, removendo o ligamento periodontal e restos da membrana epitelial
pericoronaria. Em seguida, a coroa do dente e o local da exposi¢cdo pulpar foram
secos com gaze estérii e o material selecionado para capeamento foi entado
introduzido na cavidade oclusal.

As coroas foram presas em fios ortoddnticos metalicos previamente cortados,
dobrados e esterilizados com a aplicagdo do selante Fluroshield (Dentsply, Brasil), e
suspensas com apoio nos poc¢os adjacentes ficando os 4pices radiculares imersos
no meio de cultura sem tocar no fundo da placa (Fig. 1a).

O local do capeamento nao teve contato com o meio de cultura do poco.

4.6 Preparo das amostras para avaliacao histologica

4.6.1 Fixacao das amostras

Apoés o fim do periodo de cultura os fios ortoddnticos foram removidos e as

amostras foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 4% em solugdo salina

tamponada com sais de fosfato (phosfate-buffered saline — PBS) por 3 dias em
temperatura ambiente (Fig. 1b).



4.6.2 Descalcificacao das amostras

As amostras foram descalcificadas em solucao contendo 12% de acido
férmico, 8% de acido cloridrico e agua destilada por 4 dias a 37°C, a solucao foi
trocada uma vez durante este intervalo de tempo (Fig. 1c, d).

Depois, foram lavadas com agua corrente por 15 minutos, neutralizadas em
solugédo de sulfato de sédio a 4% em &agua destilada durante 15 minutos e lavadas

novamente em agua corrente por 10 minutos.

4.6.3 Processamento das amostras

As amostras foram desidratadas, clarificadas e parafinizadas em solu¢des de
alcodis 80%, 90%, 100%, 100%, alcool-xilol 1/1, xilol 100%, xilol 100%, xilol%,
parafina, parafina. Este processamento foi feito utilizando o aparelho histotécnico
DM-20 (OMA, Brasil), sendo 45 minutos em cada banho. (Fig. 1e). Entao, as

amostras foram montadas em blocos de parafina.

4.6.4 Cortes e coloracao das laminas

As amostras foram processadas rotineiramente em cortes longitudinais com 5
um de espessura utilizando o micrétomo Leica RM 2125 RT (Leica, Alemanha) (Fig.
1f).

Trés cortes de cada amostra na regido onde houve exposigao pulpar foram
colocados em laminas e corados com Hematoxilina & Eosina.

Os cortes foram analisados utilizando o microscopio Axiophot (Zeiss,
Alemanha) e programa Moticimages Plus 2.0, onde foi feita a mensuracado da

estrutura mineralizada formada.



Figura 1 — Cultura e processamento das amostras. Amostras em cultura (a). Fixagcdo do érgéo
dentario por 3 dias (b). Amostras suspensas em solucdo acida para descalcificagdo unifome (c), e
apés descalcificagao (d). Equipamento utilizado para processamento histotécnico (e). Amostra em
bloco de parafina sendo cortada a 5um (f).

4.7 Avaliacao histolégica

A avaliagao histoldgica foi feita avaliando trés aspectos diferentes no local da
exposicao pulpar, utilizando um aumento de x400: a reacao inflamatéria celular,
incluindo tipo e intensidade da reacdo; as alteragdes no tecido pulpar, incluindo



hiperemia, necrose e camada de células odontoblasticas, e formagédo de estrutura
mineralizada, incluindo continuidade e espessura. Estes aspectos foram analisados
pelo patologista, de forma cega.

A avaliacdo foi feita segundo adaptacbes das escalas definidas por
Hasheminia et al. (2010):

Inflamagéao
Tipo:
(0) sem inflamacao
(1) inflamagéo aguda
(2) inflamagéo croénica
(3) mistura de inflamagao aguda e cronica
Intensidade:
(1) leve: 0-30 células inflamatérias
(2) moderada: 30-60 células inflamatorias
(3) avancada: mais que 60 células inflamatérias

Alteragdes no tecido pulpar

Hiperemia:
(1) leve:1-3 vasos sanguineos
(2)moderada: 3-5 vasos sanguineos
(3) severa: mais que 5 vasos sanguineos

(b) Necrose:
(0) sem necrose
(1) sinais de necrose

(c) Camada de células odontoblasticas:
(0) auséncia de camada de células odontoblasticas

(1) presenca de camada de células odontoblasticas

Estrutura mineralizada
Continuidade:
(1) completa
(2) presente parcialmente

(3) ausente



Espessura:
Trés diferentes regidées onde houve formacédo de estrutura mineralizada, em

cada amostra, foram medidas em um e entao foi obtido um valor médio.

4.8 Analise estatistica

Para se comparar os diferentes grupos em cada periodo de cultura foi feita
analise estatistica. O teste Kruskal-Wallis foi usado para comparar inflamacao,
hiperemia, necrose, camada odontoblastica e barreira dentinaria. Para se comparar
a espessura da estrutura mineral formada em um grupo nos diferentes tempos e em
um unico tempo os diferentes grupos, foram utilizados os testes ANOVA, o post hoc
da ANOVA, o teste de Bonferroni, e o teste Kruskal-Wallis.

Para testar qualquer das hipéteses, o nivel de significancia considerado foi o
valor de p<0,05. A analise estatistica foi feita utilizando o programa SPSS versao
17.0.

4.9 Fotomicrografia

As fotos foram feitas em microscopia de luz, com o microscopio Axiophot
(Zeiss, Alemanha) e programa Axiovision Releases 4.7.1.



5. RESULTADOS

O modelo de cultura mostrou-se eficiente sendo capaz de reproduzir o modelo
vivo. O tecido pulpar permaneceu preservado e as células se mantiveram viaveis
para o processo de reparo, o qual pbde ser observado em todas as amostras.

Analise das amostras por grupo

Grupo controle (GC)

Apés 1 dia de cultura - O grupo controle apresentou infiltrado inflamatério
crbnico com intensidade moderada, hiperemia moderada, sem sinais de necrose no
tecido pulpar e auséncia da camada odontoblastica (Figura 2).
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Figdra 2- GC ap6s 1 dia de cultura. Area de exposicao pulpar (EP), tecido pulpér-(P) e dentina (D)

= =

x50 (a). Presenca vasos hiperémicos (setas) e infiltrado inflamatério (seta), x400 (b, c).

Apo6s 14 dias de cultura - as amostras apresentavam infiltrado inflamatério
cronico com intensidade moderada. Hiperemia moderada, auséncia da camada
odontoblastica e auséncia de necrose também foram observadas. Estrutura

mineralizada parcial foi formada em todas as amostras (Figura 3).



Figura 3 — GC apds 14 dias de cultura. Area de exposicao pulpar (EP), estrutura mineralizada (EM),
tecido pulpar (P) e dentina (D) x50 (a). Presenga vasos hiperémicos (setas) e infiltrado inflamatério,
x400 (b, c).

Apo6s 28 dias de cultura - Foi observado infiltrado inflamatério misto, com
intensidade intermediaria em todas as amostras. Presenca de hiperemia leve, sem
sinais de necrose e auséncia da camada odontoblastica. Formacado de

estruturamineralizada em algumas regides do local da exposigéo (Figura 4).

Figura 4 — GC apés 28 dias de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP), estrutura mineralizada

formada (EM), tecido pulpar (P) e dentina (D), x50 (a). Presenga vasos hiperémicos (setas) e infiltrado
inflamatério, x400 (b, c).



Tratamento GC

1 dia 14 dias 28 dias
Avaliacdo histolégica Escalas Freqiéncia relativa (%)
Polpa dental Inflamacéao Tipo 2 100 100 33,3
- - 66,6
Intensidade 1 - 33,3 33,3
2 100 33,3 66,6
3 - 33,3 -
Hiperemia 1 33,3 33,3 66,6
2 - 33,3 33,3
3 66,6 33,3 -
Necrose 0 100 100 100
1 - - -
Camada 0 100 33,3 100
odontoblastica 1 - 66,6 -
Estrutura Continuidade 1 33,3 - -
mineralizada 2 66,6 66,6 66,6
- 33,3 33,3
Média (um)
Espessura 18,79 25,72 38,19

Tabela 2 — Resultados da analise histolégica no local de exposig¢éao pulpar do grupo controle.

A espessura da estrutura mineralizada formada no GC nos diferentes tempos
de cultura utilizando o teste ANOVA nao apresentou diferenca estatistica significante

nos diferentes tempos de cultura, sendo p=0,486 (Grafico 1).
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Grafico 1 — Boxplot da analise estatistica do GC. Comparagdo da espessura da estrutura
mineralizada formada apés os diferentes periodos de cultura no grupo controle.

Grupo tratado com MTA (MTA)

Apés 1 dia de cultura - O grupo tratado com MTA apresentou inflamagéo
crbnica predominante, com intensidade moderada. Hiperemia severa, auséncia de
camada odontoblastica e presenga de necrose também foram observadas. Houve
formagéo de estrutura mineralizada. Presenca de dissociacao fibrilar compativel com
edema também foi observada (Figura 5).
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pés 1 dia de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP), material utilizado (M),

Figura 5 — MTA a
dissociagdo de fibras (D) e estrutura mineralizada formada (EM) x50 (a). Presenga vasos hiperémicos
(setas) e infiltrado inflamatério, edema e dissociagao de fibras (D) e pré-dentina (PD) x400 (b, c).



Apés 14 dias de cultura — Foi observado infiltrado inflamatério crénico com
intensidade moderada, hiperemia severa, auséncia da camada odontoblastica e
nenhum sinal de necrose. Formagao de estrutura mineralizada parcial também foi
vista (Figura 6).

Figura 6 — MTA apés 14 dias de cultura. Area de exposicao pulpar (EP), tecido pulpar (P) e estrutura
mineralizada formada (EM), x50 (a). Presenga vasos hiperémicos (setas) e infiltrado inflamatério e
edema (seta) x400 (b, c).

Apés 28 dias de cultura — Infiltrado inflamatério crénico com intensidade
moderada e hiperemia moderada foram observados nestas amostras. Auséncia da
camada odontoblastica, auséncia de necrose e formacao de estrutura mineralizada

total foram observadas (Figura 7).



S

Figura 7 — MTA apds 28 dias de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP), estrutura mineralizada

formada (EM) e tecido pulpar (P), x50 (a). Presenga vasos hiperémicos (setas) e infiltrado inflamatério
(seta), edema e dissociagao de fibras (D) x400 (b, c).

Tratamento MTA
1 dia 14 dias 28 dias
Avaliagao histologica Escalas  Frequéncia relativa (%)
Polpa dental Inflamacao Tipo 2 66,6 100 100
3 33,3 - -
Intensidade 1 - 100 66,6
2 66,6 - -
3 33,3 - 33,3
Hiperemia 1 - 66,6 66,6
2 - - 33,3
3 100 33,3 -
Necrose 0 33,3 100 100
1 66,6 - -
Camada 0 100 100 100
odontoblastica 1 - - -
Estrutura Continuidade 1 33,3 33,3 100
mineralizada 2 66,6 33,3 -
3 - 33,3 -
Média (um)
Espessura 32,39 50,04 26,30

Tabela 3 — Resultados da andlise histolégica no local de exposi¢éao pulpar do grupo MTA.



Quando as espessuras da estrutura mineralizada das amostras deste grupo
foram comparadas nos diferentes tempos, usando o teste ANOVA, nao houve

diferenca estatistica (p=0,065) (Grafico 2).
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Grafico 2 — Boxplot da andlise estatistica do MTA. Comparagdo da espessura da estrutura
mineralizada formada apds os diferentes periodos de cultura no grupo de amostras tratadas com

MTA.

Grupo tratado com hidroxido de calcio [Ca(OH). ]

Apés 1 dia de cultura - Observou-se presenca de infiltrado inflamatério crénico
com intensidade moderada, hiperemia severa, porém sem sinais de necrose e
auséncia da camada odontoblastica. Formacao parcial de estrutura mineralizada.
Dissociagao fibrilar compativel com edema também foi observada neste periodo
(Figura 8).



Figura 8 - Ca(OH), apés 1 dia de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP), estrutura mineralizada
formada (EM), tecido pulpar (P) e dentina (D), x50 (a). Presenca vasos hiperémicos (seta) e infiltrado
inflamatério e dissociacao de fibras (D), x400 (b, c).

Apo6s 14 dias de cultura — Infiltrado inflamatério crénico com intensidade
moderada e hiperemia severa foram observados neste periodo. Auséncia da
camada odontoblastica e auséncia de necrose foram constadas. Houve formacao de
barreira dentindria completa (Figura 9).

L

Figura 9 - Ca(OH), apds 14 dias de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP), estrutura mineralizada
formada (EM) e dentina (D), x50 (a). Presenga vasos hiperémicos (setas) e infiltrado inflamatério
(seta), x400 (b, c).



Apo6s 28 dias de cultura — Infiltrado inflamatdrio crénico com intensidade
moderada e hiperemia moderada foram observados. Presenca de edema e
dissociagao de fibras em areas restritas das amostras (Figura 10).

Figura 10 - Ca(OH), apds 28 dias de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP), estrutura mineralizada
formada (EM), dentina (D) e tecido pulpar (P), x50 (a). Presenca vasos hiperémicos (setas) e infiltrado
inflamatério (setas) e dissociacao de fibras (D), x400 (b, c).

Tratamento Ca(OH),

1 dia 14 dias 28 dias
Avaliagao histologica Escalas Freqliéncia relativa (%)
Polpa dental Inflamagao Tipo 2 66,6 100 100
3 33,3 - -
Intensidade 1 - 33,3
2 66,6 100 100
3 33,3 - -
Hiperemia 1 - - -
2 33,3 - -
3 66,6 100 100
Necrose 0 100 100 100
Camada 0 100 100 100
odontobléastica 1 - - -
Barreira Continuidade 1 - 100 100
dentinaria 2 66,6 - -

33,3 - -




Média (um)

Espessura 21,27 55,60 96,51

Tabela 4 — Resultados da andlise histolégica no local de exposigéo pulpar do grupo Ca(OH),.

Quando se comparou a diferenca entre as espessuras da estrutura
mineralizada formada nos diferentes periodos, utilizando o teste ANOVA, a
espessura apds 28 dias foi estatisticamente superior a espessura ap6s 1 dia
(p=0,006) (Grafico 3).
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Grafico 3 — Boxplot da andlise estatistica do Ca(OH),. Comparagao da espessura da estrutura

mineralizada formada apds os diferentes periodos de cultura no grupo de amostras tratadas com
Ca(OH)g

Grupo tratado do cimento de 6xido de zinco-eugenol (OZE)

Apés 1 dia de cultura - Observou-se presenca de infiltrado inflamatério crénico
com intensidade moderada e hiperemia severa. Presenca de dissociacdo fibrilar
compativel com edema, auséncia de necrose e auséncia da camada odontoblastica
(Figura 11).



Figura 11 — OZE apés 1 dia de cultura. Area de exposicao pulpar (EP), dentina (D), tecido pulpar (P),
dissociagao de fibras (setas), x50 (a). Presenga vasos hiperémicos (setas) e infiltrado inflamatério
(seta), x400 (b, c).

Apés 14 dias de cultura — Infiltrado inflamatério crénico com intensidade
moderada e hiperemia severa foram observados. Necrose e camada odontoblastica
ausentes. Observou-se formacao parcial de estrutura mineralizada (Figura 12).

Figura 12 — OZE apés 14dias de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP), estrutura mineralizada
formada (EM), dissociagé@o de fibras (setas), dentina (D) e tecido pulpar (P), x50 (a). Presenca vasos
hiperémicos (setas), e infiltrado inflamatério (seta) e dissociagao de fibras (D), x400 (b, c).



Ap6s 28 dias de cultura — Infiltrado inflamatério misto foi observado e

hiperemia severa. Houve sinais de necrose em uma das amostras, presenca de

formacao de estrutura mineralizada parcial (Figura 13).

Figura 13 — OZE ap6s 28 dias de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP

), estrutura mineralizada

formada (EM), tecido pulpar P) e dentina (D), x50 (a). Presenga vasos hiperémicos (setas), x400 (b) e

area de necrose (N), x100 (c).

Tratamento OZE

Avaliagao histolégica

Polpa dental Inflamagao

Hiperemia

Necrose

Camada
odontoblastica
Estrutura Continuidade

mineralizada

Tipo

Intensidade

Escalas

N = = O == O W N = LW NN = wDd

1 dia

100

33,3
33,3
33,3
33,3

66,6
100

100

100

14 dias
Frequéncia relativa (%)

100

100

66,6

33,3
100

100

33,3
66,6

28 dias

66,6
33,3

33,3
66,6
33,3
33,3
33,3
66,6
33,3
100

33,3
66,6




Média (um)

Espessura 31,93 27,85 21,97

Tabela 5 — Resultados da analise histolégica no local de exposig¢éao pulpar do grupo OZE.

A espessura da estrutura mineralizada no grupo OZE nao apresentou
diferenca estatisticamente significantiva nos diferentes tempos de cultura (sendo
p=0,647, teste ANOVA) (Gréfico 4).

Espessura de tecido mineralizado formado no Grupo OZE
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Grafico 4 — Boxplot da andlise estatistica do OZE. Comparacdo da espessura da estrutura
mineralizada formada apds os diferentes periodos de cultura no grupo de amostras tratadas com

oxido de zinco-eugenol.

Grupo tratado com cimento de ionémero de vidro (CIV)

Apés 1 dia de cultura — Presenca de infiltrado inflamatério crénico com
intensidade leve, hiperemia severa, auséncia da camada odontoblastica e sinais de
necrose em uma das amostras foram observados. Formacdo de estrutura

mineralizada parcial (Figura 14).
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formada (EM), dentina (D) e tecido pulpar (P), x50 (a). Presenca vasos hiperémicos (seta), edema e
dissociagao de fibras(D), infiltrado inflamatério (seta), x400 (b, c).

Apés 14 dias de cultura — Infiltrado inflamatério crénico com intensidade
moderada, hiperemia severa, auséncia de sinais de necrose e auséncia da camada
odontoblastica foram observados. Dissociacao de fibras em area restrita. Formacao

de estrutura mineralizada completa (Figura 15).

Figura 15 — CIV apés 14 dias de cultura. Area de exposicdo pulpar (EP), estrutura mineralizada

formada (EM), dentina (D) e tecido pulpar (P), x50 (a). Presenca vasos hiperémicos (setas) e infiltrado
inflamatério (seta), x400 (b, c).



Apo6s 28 dias de cultura — Presenca de infiltrado inflamaté6rio crénico com

intensidade avancada, hiperemia moderada,

com auséncia da camada

odontoblastica e sinais de necrose em uma das amostras, foram constatados (Figura

16).

N

Figura 1

Zs!&

de exposic¢ao pulpar (EP)

, estrutura mineralizada formada (EM),

dentina (D) e tecido pulpar (P), x50 (a). Presenga vasos hiperémicos (setas) e infiltrado inflamatério

(seta), edema e dissociagao de fibras (D) x400 (b, c).

Tratamento Clv

Avaliagao histologica

Polpa dental Inflamagao

Hiperemia

Necrose

Camada
odontoblastica
Estrutura Continuidade

mineralizada

Tipo

Intensidade

Escalas

N = = O == O W N = W N = wWw DN

1 dia

100

100

33,3
66,6
66,6
33,3
100

66,6
33,3

14 dias
FreqUéncia relativa (%)

100

66,6

33,3

33,3

66,6

100

100

100

28 dias

66,6
33,3
33,3

66,6
66,6

33,3
66,6
33,3
66,6
33,3
100




3 - - -
Média (um)

Espessura 23,65 45,35 37,78

Tabela 6 — Resultados da analise histolégica no local de exposig¢éao pulpar do grupo CIV.

A espessura da estrutura mineralizada no grupo CIV nao apresentou
diferenca estatisticamente significante nos diferentes tempos de cultura (p= 0,263)
(Gréfico 5).
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Grafico 5 — Boxplot da analise estatistica do CIV. Comparagdo da espessura da estrutura
mineralizada formada apds os diferentes periodos de cultura no grupo de amostras tratadas com

cimento de ionémero de vidro.

Analise entre os grupos

Comparando os diferentes grupos apdés um dia de cultura ndo houve
diferenca estatistica em relacao a inflamacao (p=0,520), intensidade da inflamacao
(p=0,110), hiperemia (p=0,852), necrose (p=0,183) e continuidade da estrutura
mineralizada (p=0,248).

Ap6s 14 dias de cultura também ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, sendo p=1,000 para inflamacédo, p=0,067 para
intensidade da inflamacéao, p=0,308 para hiperemia, p=1,000 para necrose, p=0,072

para continuidade da estrutura mineralizada.



E apds 28 dias de cultura os grupos também nao apresentaram diferenca
estatistica entre si, sendo p=0,532 para inflamacao, p=0,499 para intensidade da
inflamacéo, p=0,162 para hiperemia, p=0,532 para necrose e p=0,086 para
continuidade da estrutura mineralizada.

Comparando a espessura da estrutura mineralizada formada entre todos os
grupos apoés 1 dia de cultura, teste ANOVA, ndo houve diferenca estatisticamente

significante, sendo p=0,580 (Grafico 6).
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Grafico 6 — Boxplot da analise estatistica da estrutura mineralizada entre grupos apés 1 dia de

cultura.

Comparando a espessura da estrutura mineralizada formada entre os grupos
apdés 14 dias de cultura, teste ANOVA, ndo houve diferenca estatisticamente

significante, sendo p=0,226 (Gréfico 7).



Espessura de tecido mineralizado apos 14 dias de cultura
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Grafico 7 — Boxplot da analise estatistica da estrutura mineralizada entre grupos apés 14 dias de
cultura.

Em relacdo as amostras dos diferentes grupos ap6s 28 dias de cultura, teste
Kruskal-Wallis, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
(p=0,062) (Gréafico 8).

Espessura de tecido mineralizado formado ap6s 28 dias de cultura
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Grafico 8 — Boxplot da andlise estatistica da estrutura mineralizada entre grupos apés 28 dias de

cultura.



6. DISCUSSAO

Para a escolha de um material odontolégico para o capeamento pulpar
convencional ou como coadjuvante a engenharia de tecidos deve-se levar em conta
a quantidade de estrutura mineralizada formada e a resposta pulpar aquele material.

Os materiais odontolégicos utilizados nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas no quesito resposta pulpar dentro das condi¢cées da
presente experimentacdo. Porém o hidroxido de calcio foi o Unico que nao
apresentou sinais de necrose em nenhuma das amostras independente do tempo de
cultura.

Em relacdo a resposta pulpar, algumas amostras de grupos tratados com
cimento de Oxido de zinco-eugenol, cimento de ionébmero de vidro e MTA
apresentaram sinais de necrose. Em algumas amostras nos diferentes grupos, apés
um dia, foi constatado edema e dissociacdo de fibras, o que clinicamente
representaria um possivel quadro de pulpite.

O padrao de formacao da estrutura mineralizada no local da exposicao pulpar
nos grupos CAOH e MTA ocorreram de forma semelhante, sendo mais intensa
préxima as paredes de dentina. Este fato reforga outros estudos que afirmam que o
hidréxido de calcio promove a dissolucdo de moléculas presentes na dentina que
estimulam a formagéo de tecido mineralizado (HILTON, 2009; IOHARA et al., 2004;
NAKASHIMA, 2005).

O hidréxido de célcio e o cimento de iondmero de vidro foram satisfatorios
quanto a formacéao de estrutura mineralizada, mostrando-se capazes de formar uma
estrutura mineralizada completa no local da exposicao pulpar apds 14 dias. Apds 28
dias a formacdo de uma completa estrutura mineralizada no local da exposicéao
pulpar também foi observada no grupo tratado com MTA.

O resultado da analise estatistica da espessura da estrutura mineralizada
formada mostrou nao haver diferenca significativa, porém, apds 28 dias o hidrdxido
apresentou espessura muito superior ao grupo controle e ao grupo em que foi
utilizado cimento de 6xido de zinco-eugenol. Resultado que pode ser proveniente do
pequeno numero de amostras analisadas por periodo.

Em todos os grupos, independente do periodo de cultura foi observado a

formacao de pré-dentina. A formacao de dentina secundaria ocorre de forma lenta



ao longo da vida, fato jA& comprovado em estudos anteriores (SLOAN e SMITH,
2007; TECLES et al., 2007; MODENA et al, 2009).



7. CONCLUSOES

O sucesso do capeamento pulpar depende de varios fatores, entre eles o
tamanho da exposicéo, a idade do paciente, o material utilizado no capeamento, a
causa da exposicao, entre outros. Neste estudo alguns fatores foram controlados,
como idade do paciente e tamanho da exposicdo pulpar. Porém, os materiais
odontolégicos utilizados nado diferiram estatisticamente quanto aos quesitos
analisados na resposta pulpar nem na espessura de estrutura mineralizada formada,
dentro das condi¢des do presente estudo.

Nos grupos tratados com cimento de iondmero de vidro, MTA e cimento de
oxido de zinco-eugenol sinais de necrose foram constatados, o que mostra uma
maior agressao ao tecido possivelmente por parte do material odontolégico utilizado.

Embora os resultados obtidos com o hidréxido de calcio tenham sido mais
animadores, pela maior espessura da estrutura mineralizada formada, formacéo de
estrutura completa ap6s 14 dias e auséncia de necrose, novos estudos utilizando
materiais sintéticos como coadjuvantes ou ndo da engenharia de tecidos sao

necessarios.



8. PERSPECTIVAS DO ESTUDO

- Este estudo complementa a literatura, na qual ndo foram encontrados
estudos que avaliassem diferentes materiais odontoldgicos utilizados para o
procedimento de capeamento pulpar direto utilizando metodologias semelhantes.

- A metodologia proposta neste estudo pode ser utilizada em estudos futuros
como um padrdo, 0 que permitiia uma comparacdo entre estudos, além de

reproduzir de forma semelhante a resposta do tecido pulpar.

- Vérios fatores mediadores e diferenciadores responsaveis pela resposta
pulpar a exposicado ainda sdo desconhecidos e esta metodologia utilizada permite
que estudos futuros os avaliem.
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9. ANEXOS ]
9.1 Parecer de Aprovacao pelo Comité de Etica

E S E ,
UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Efica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 077/2009.

Titulo: “Estudo da ativagio, migracio e proliferagio de células-tronco da polpa de dentes deciduos e
permanenies apls exposi¢ao pulpar e durante o processo de reparo.”

Pesquisador Responsdvel: Orlando Ayrton de Toledo.

Documentes analisades: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragio de responsabilidade,
protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente
e curriculo (s) de pesquisador {es).

Data de entrega: 15/09/2009.

Proposicao do (a) relato (a)

( X ) Aprovacio

{ ) Nio aprovacio.

Data da primeira andlise pelo CEP-FM/UNEB: 30/09/2009.

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 30/09/2009.

PARECER

Com base na Resolugdo CNS/MS n° 196/96 e resolugbes posteriores, que regulamentam a matéria, o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR, conforme parecer do (a} relator (a) o projeto de pesquisa acima especificado, quanto aos
seus aspectos éticos.
1. Modificagbes no protocolo devem ser submetidas ac CEP, assim como a notificacio imediata
de eventos adversos graves;
2. O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatGrios periédicos do andamento da pesquisa ao

CEP-FM.
Brasilia, 01 de Outubro de 2009.

;’Q * Elaine Maria de Oliveira Alpes

Coordenadora do Comité de Erica em Pesquisa
Faculdade de Medicina-UnkE



9.2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé, , anos, estd

sendo convidado a participar da pesquisa “Estudo da ativacdo, migracdo e
proliferacdo de células-tronco da polpa de dentes deciduos e permanentes apods
exposicdo pulpar e durante processo de reparo”. Esta pesquisa € um projeto de
Mestrado desenvolvido na Faculdade de Ciéncias da Saude - Universidade de
Brasilia, que objetiva avaliar o comportamento de células-fronco presentes na
polpa dental (parte ‘viva’' do dente).

Sua participacdo no projeto acima consiste em doar seus dentes sisos
(terceiros molares) que, por motivo ortodéntico e/ou mau posicionamento e/ou
falta de espaco, foi indicado a extracdo dos mesmos. Os riscos aos quais vocé serd
submetido sdo apenas os riscos comuns de uma extracdo, pois sua participacdo no
projeto ndo lhe acarretard em nenhum outro risco.

A sua participacdo na pesquisa ndo lhe custard nada financeiramente e
caso ndo queira participar da pesquisa, em nada influenciard o seu tratamento
odontoldgico, podendo desistir da participacdo a qualguer momento. O sigilo e a
privacidade dos participantes serdo mantidos.

ApsGs ser devidamente esclarecido(a) e ter compreendido todas as
informacdes acima citadas, se aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador

responsdvel. Caso ndo aceite participar ndo haverd nenhum problema para vocé.

Assinatura do paciente ou responsdvel

Assinatura do pesquisador
Juliana Duarte Bittar
Tel: 61-9282-7009

P&s-graduanda em Ciéncias da Saude - UnB



9.3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu(suaq) filho(a)

(idade) anos, estd sendo convidado a participar da pesquisa “Estudo da
ativacdo, migracdo e proliferacdo de células-fronco da polpa de dentes deciduos
e permanentes apds exposicdo pulpar e durante processo de reparo”. Esta
pesquisa € um projeto de Mestrado desenvolvido na Faculdade de Ciéncias da
Saude - Universidade de Brasilia, que objetiva avaliar o comportamento de células-
fronco presentes na polpa (parte ‘viva’' do dente).

A parficipacdo do seu(sua) filho(a) consiste em doar seus dentes sisos
(terceiros molares) que por motivos ortoddénticos foi indicado a extracdo dos
mesmos. Os riscos submetidos sdo apenas os riscos comuns de uma extracdo, pois a
sua participacdo no projeto ndo Ihe acarretard em nenhum outro risco.

A participacdo do seu(sua) filho(a) na pesquisa ndo lhe custard nada
financeiramente e caso ndo queira participar da pesquisa, em nada influenciard o
seu tratamento odontoldgico, podendo desistir da parficipacdo a qualquer
momento. O sigilo e a privacidade dos participantes serdo mantidos.

Apds ser devidamente esclarecido(a) e ter compreendido todas as
informacdes acima citadas, se aceitar que seu(sua) filho(a) faca parte do estudo,
assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra
é do pesquisador responsdével. Caso ndo aceite participar ndo haverd nenhum
problema para vocé e seu(sua) filho(a).

Nome do responsdvel:

Assinatura do responsdvel

Assinatura do pesquisador
Juliana Duarte Bittar
Tel: 61-9282-7009

P&s-graduanda em Ciéncias da Saude - UnB



