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RESUMO

A capacidade de reparo da polpa dental é limitada e os mecanismos envolvidos
neste fendbmeno sdo complexos, porém, ndo completamente compreendidos. O fator
transformador de crescimento (TGF)B-1 vem sendo relatado em diversos fendbmenos
importantes para a biologia pulpar como a odontogénese e reparo tecidual.
Entretanto, ndo se sabe até o momento, o papel inequivoco deste fator no reparo da
polpa dental lesada. Este estudo teve como objetivo investigar o perfil do reparo
pulpar na auséncia das fungbes biol6gicas de TGF-81. Camundongos Balb/c foram
tratados com um antagonista do receptor de TGF-81 (TGFBRI) (SB-431542) ou com
seu veiculo somente e submetidos a indugao de exposi¢cao dentinaria. Apés 1, 3, 7 e
15 dias, os animais foram eutanasiados e espécimes foram coletados e fixados. As
mandibulas foram submetidas a processamento histotécnico e coloragdo por
Hematoxilina e Eosina e tricrdmio de Masson. A analise morfoldgica foi realizada por
meio de descrigdo subjetiva com base nos parametros (l) integridade da ponte de
tecido dentinario; (lI) presenga de areas de necrose; (lll) presenga de infiltrado
inflamatério; (IV) areas de fibrose/hialinizagdo. Adicionalmente, foi realizada a
contagem do recrutamento de neutréfilos e células mononucleares nas amostras
tratadas e nao tratadas. Por meio de imunoistoquimica, foi feita a marcagao para a
proteina de matriz dentinaria-1. A analise comparativa destes parametros foi feita
entre os animais tratados e n&o tratados com SB-431542 utilizando o teste ANOVA a

um critério com pés-teste de Tukey.

Os resultados demonstram um pequeno processo inflamatério na polpa, com a
migracdo de neutrdfilos e vasodilatagdo, como observado nos cortes histolégicos de

pés-operatorio de um, trés e sete dias.

Além disso, pode-se obervar que a expressao de DMP-1 aumenta com os periodos
experimentais, como observado no periodo de pds-operatorio de quinze dias,

mesmo a inflamagao n&do estando mais presente. No entanto, a marcagdo é mais



intensa no grupo em que o TGF- B1foi inibido, sugerindo assim, que este fator de

crescimento regula negativamente a DMP-1.

Palavras chave: Fator de crescimento, Polpa dentaria, Odontoblastos.
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ABSTRACT

The pulp response is limited and the mechanisms involved in this phenomenon are
complex, however, not completely understood. The transforming growth factor-beta
(TGF-B1) has been reported in several important biological phenomenon to the
pulpal as odontogenesis and tissue repair. However, it is unknown yet, the clear role
of this growth factor on repair of injured. This study aimed to investigate the profile of
pulpal response in the absence of the biological functions of TGF-1. Balb/c mice
were treated with an inhibitor of TGF-B1 receptor (TGFBRI) (SB-431542) or your
vehicle only and subjected to induction of direct dentin exposure. After 1, 3, 7 and 15
days, animals were euthanized and specimens were collected and fixed. The
mandibles were subjected to histotechnical processing and hematoxylin and eosin
(H-E) and Masson Trichrome methods. Morphological analysis was performed by
subjective description parameters based on (I) dentin bridge integrity; (ll) necrotic
areas; (lll) presence of inflammatory infiltrate and (IV) fibrosis/hyalinization areas.
Additionally, counting the recruitment of neutrophils and mononuclear cells was
performed on treated and untreated samples. For immunohistochemical staining was
done for protein-1 dentin matrix. Comparative analysis of parameters was made

between treated and untreated animals with SB-431542 using the ANOVA test with a
Tukey post-test.

The results show a little pulpal inflammation, including the migration of neutrophils
and vasodilation, as observed in histological postoperative one, three and seven
days.

Additionally, we can note that the expression of DMP-1 increases with the
experimental periods, as observed in the postoperative period of fifteen days, even
the inflammation being no longer present. However, the labeling is more intense in
the group that inhibited TGF B1, then suggesting that it negatively regulates growth
factor-1 DMP-1.

Key Words: Growth Factor, Dental Pulp, Odontoblast.
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1. INTRODUGAO

A polpa dentaria consiste num tecido conjuntivo frouxo derivado das células
da crista neural ou de células ectomesenquimaticas, e esta confinada dentro da
camara pulpar e dos canais radiculares do dente. A polpa contém células que a
munem com fungao odontogénica, nutritiva, sensorial e defensiva, e que permitem a
preservacao da vitalidade durante a manutencdo da homeostase normal e durante o
reparo da ferida apds lesao (Chiego, Jr.). O tecido pulpar é afetado por impactos
ambientais durante a vida humana como toxinas microbianas, calor e trauma
mecanico. Uma vez lesada, a polpa dental possui uma capacidade limitada de
regeneragao. Se o dano ao tecido for leve ou de progressao lenta, os odontoblastos
sobrevivem e produzem dentina reacionaria no local correspondente a lesao
patolégica. Quando o estimulo agressor for tdo severo a ponto de levar a perda dos
odontoblastos originais, células mesenquimais indiferenciadas seréao recrutadas e
induzidas a diferenciagdo em odontoblastos-like e entdo secretardo dentina

reparadora (Fitzgerald et al. 1990).

Apés lesdo acometendo o tecido pulpar, as células pulpares possuem a
capacidade de se repararem produzindo proteinas de matriz extracelular ou de se
diferenciarem em odontoblastos-like produzindo proteinas de matriz dentinaria no
local da leséo tecidual. Estes processos sdo modulados por diversos fatores de
crescimento (Cassidy et al. 1997; Roberts-Clark e Smith 2000) que sao capazes de
regular o comportamento das células pulpares. O reparo pulpar € um fendmeno
complexo, uma vez que muitos destes fatores estdo envolvidos como Transforming
Growth Factor (TGF-B)s, Bone Morphogenetic Protein (BMP)s, Insulin Growth Factor
(IGF)s, Fibroblast Growth Factor (FGF) e Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
(Tziafas et al. 2000). A importancia de TGF-B na odontogénese e reparo da polpa
dental vém sendo demonstrada pela literatura. Cassidy et al. 1997 detectaram
isoformas de TGF-3 no conteudo inorgénico e organico de dentina, sendo TGF-1 a
predominante. Este fator de crescimento tem sido sugerido como um fator central na
regulacado da resposta pulpar a carie dental (Magloire et al. 1992; Smith et al. 1995).
Em quadros de pulpite irreversivel, maior expressao de TGF-B1 foi encontrada nas
camadas odontoblasticas e sub-odontoblasticas (Piattelli et al. 2004). Os receptores

tipo | e Il para TGF-B foram relatados em células de polpa por Toyono et al. 1997, o
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que sugere fortemente a funcionalidade desta citocina no tecido pulpar. Estes
autores correlacionam ainda a expressao de TGF-B1 durante a fase de sintese
protéica por células odontoblastos-like. A aplicacédo de TGF-f1 e TGF-B3 em tecido
pulpar de ratos em cultura induziu a produgéo de dentina reparadora (Sloan e Smith
1999). De fato, TGF-1 levou ao aumento da sintese de DNA por células pulpares in
vitro, 0 que sugere seu potencial indutor de proliferacdo (Shirakawa et al. 1994).
Shiba et al. 1998 demonstraram o aumento do conteudo proteico, producado de
fibronectina, e indugéo de proliferagédo (Shiba et al. 1998). Este ultimo fenémeno
induzido por TGF-B1 também foi demonstrado por Melin et al. 2000, em cultura
tecidual de polpa dental humana. A implantacdo de TGF-31 em polpas de caes
induziu a formacgao de dentina reparadora e a diferenciagdo células com aspecto
polarizado e alongado (Tziafas et al. 1998). Dentre os efeitos de TGF-§3, destaca-se
o aumento da sintese de colageno, fator crucial para o reparo tecidual (Chan et al.
2005, Magloire et al. 1992; Smith et al. 1995). Wisithphrom & Windsor, 2006
relataram que TGF-B1 foi capaz de aumentar a degradagao de colageno por células
pulpares.

O fator transformador de crescimento (Transforming Growth Factor — TGF)
beta € um fator de crescimento constituido por proteinas de baixo peso molecular
que, ao transcreverem as mensagens bioquimicas na interagdo com seus receptores
celulares, interferem na diferenciacao, proliferacdo ou na sintese celular. Este fator
de crescimento possui ainda propriedades quimiotaticas para fibroblastos e
macrofagos, desempenha papel imunossupressor pulpar e interfere na produgcao de
colageno. Estad envolvido no processo de contragcdo da ferida, onde este fator

estimula as células mesenquimais indiferenciadas em miofibroblastos.

Durante a dentinogénese, a diferenciagdo dos odontoblastos a partir de
células ectomesenquimais derivadas da crista neural ocorre devido a interacido entre
o epitélio e o0 mesénquima, sendo esta relacdo mediada pela membrana basal.
Quando odontoblastos primarios sdo destruidos, como ocorre com a carie e
procedimentos restauradores, a substituicdo desta camada de células ocorre por
meio da diferenciagdo de células mesenquimais em odontoblastos-like sob
condigdes adequadas. Considerando que TGF-f1 foi identificado no
desenvolvimento dentario (D'Souza et al., 1990), em odontoblastos maduros
(Jepsen et al., 1992), e na dentina humana (Cassidy et al., 1997), sugere-se que
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este fator de crescimento possa desempenhar um papel de grande importancia tanto
na indugdo de dentina primaria como na produgdo de dentina reparadora apoés

exposicao pulpar.

Dos fatores transformadores de crescimento, TGFB-1 é o mais importante

fator envolvido na reparacao dental, pois € sobre-regulado pelas células recrutadas
para o sitio da injuria. Juntamente com algumas citocinas antiinflamatérias, TGFB-1
estimula subunidades de integrinas que facilitam a migracdo das células que vao
iniciar a diferenciagdo em odontoblastos e outros tipos celulares comprometidos com
a cura do tecido afetado (Mitisiadis et al., 2004). Outra acdo do TGFB-1 é a
estimulacdo da sobre regulacdo de NGF pelos odontoblastos. As terminagdes
nervosas sensoriais sdo sensiveis aos sinais liberados durante a injuria dental,
resultando num rapido crescimento neural no sitio da lesao.
Como alternativa a tratamentos convencionais para reparagao de tecidos bucais,
tem-se empregado tratamentos bem présperos, incluindo terapia génica e
administracao local de arcabougos ou guias (scaffolds) com a presencga de fatores
de crescimento como as BMPS, TGFB, bFGF, PDFG, e IGF-1 (Shi et al., 2005;
Murray et al., 2007).

Todos os membros da familia TGF- se ligam a receptores de superficie
celular tipo | e Il (TBRI e TBRII) que por sua vez formam complexos heteroméricos
na presenca de ligantes dimerizadores. Sao descritos sete TBRI, também nomeados
ALKs (activin-like receptor kinases), bem como cinco TBRIls (Shi e Massague 2003;
Bernabeu et al. 2009; Gatza et al. 2010). Os ligantes soluveis se ligam
primeiramente ao TBRIl, que é constitutivamente ativo. Em seguida, ocorre a
incorporagdao de TBRI com sua conseqliente fosforilagdo formando um complexo
ligante-receptor ativado (Kang et al. 2009). Na sequéncia, o TBRI ativado fosforila
moléculas efetoras downstream denominadas Smads. Esta familia de proteinas é
responsavel pela sinalizagao intracelular de TGF-B. Os membros desta familia séo
bem conservados e sdo classificados em trés grupos: (i) R-Smads (Smads
associadas a Receptor), (ii) Co-Smads (Smads Cooperadoras) e (iii) I-Smads
(Smads inibitérias) (Ross e Hill 2008; Huminiecki et al. 2009).

A importancia de TGF-B1 na manuteng¢ao da homeostasia tecidual da polpa e
periapice foi demonstrada por D’Souza et al. 1998 em um estudo empregando

camundongos knockout para este fator de crescimento. Uma vez adultos, péde ser
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observada nos dentes destes animais a presenca de inflamacgao e necrose difusas
tanto em um tecido como em outro, além de um desgaste por atrigdo acentuado.
Entretanto, apesar do grande numero de estudos que demonstram a presenga de
TGF-B1 nos tecidos dentéarios e sua importancia em eventos celulares relacionados
ao desenvolvimento dos tecidos dentarios e ao reparo pulpar, dentro do nosso
conhecimento ndo existem relatos de estudos que demonstrem in vivo o perfil de
reparo da polpa dental apos dano tecidual na auséncia das atividades biolégicas do
fator de crescimento TGF-B1. Para tanto, nosso objetivo foi avaliar em estudo in vivo
o papel do Fator Transformador de Crescimento-31 sobre o reparo da polpa dental

apoés exposicao pulpar.
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2. OBJETIVOS

e Avaliar o padrédo do reparo tecidual da polpa dental de molares murinos
frente a exposicdo dentinaria na presenca do inibidor especifico do Fator
Transformador de Crescimento 31 ao seu receptor ALKS5.

e Avaliar o padréao de resposta da deposicdo de fibras colagenas,
recrutamento de neutroéfilos, sintese da proteina de matriz dentinaria 1

nos espécimes tratados ou ndo com o antagonista de TGF-p1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Indugédo da pulpite experimental

O modelo experimental de indugcdo de pulpite foi reproduzido a partir do
estudo de Zhang et al. 2006 com modificagdes. As cuspides dos molares inferiores
foram desgastadas com uma broca esférica n® % (SS White, Rio de Janeiro, Brasil)
de forma a levar a exposicao dentinaria. Apds secagem, a superficie foi
condicionada com acido fosférico a 37% por 10 s com o objetivo de deixar os tubulos

abertos a cavidade oral. Em seguida, a superficie foi lavada e secada.

3.2 Tratamento dos animais com o um antagonista especifico de TGFBRI, SB-

431542

Camundongos Balb/c provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba / UNESP com 5 semanas de vida pesando em média 20g foram
utilizados. Foram tomadas todas as medidas necessarias para utilizar o menor
namero possivel de animais e evitar seu sofrimento. Os protocolos experimentais
foram aprovados pela Comissdo Local de Etica para Experimentagdo Animal
(Processo FOA-2410-2011).0s animais foram tratados com injeg¢ao intraperitoneal
de um antagonista especifico de TGF-BRI, SB-431542 (Sigma-Aldrich) (10 mg/kg —
100uL — diluido em DMSO estéril) (n=20), ou com veiculo somente (n=20) uma vez
ao dia (Segawa et al. 2010) até o fim dos periodos experimentais ( 1, 3, 7 e 15 dias).
Apos 1 (n=10"), 3 (n=10), 7 (n=10) e 15 (n=10) dias, os animais foram eutanasiados
por meio de injecao intraperitoneal da solugédo anestésica em concentragao trés

vezes superior a dose para anestesia (180mg/kg). As mandibulas foram removidas

! Sendo 5 animais tratados com SB-431542 e 5 tratados com veiculo somente.
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por dissecgdo sendo posteriormente divididas em duas hemimandibulas e fixadas
em solugdo de formalina a 10% com tampao fosfato. Estes espécimes foram
destinados ao processamento histotécnico para analise morfoldgica por hematoxilina
e eosina e tricromio de Masson (lado direito) e o lado esquerdo para avaliagdo da

expressao de DMP-1 por imunoistoquimica.

3.3 Andlise Histolégica e Quantificagao Imunoistoquimica

As hemi-mandibulas foram removidas e fixadas em paraformaldeido
tamponado neutro a 4% por um periodo de 24 h. Os espécimes foram lavados e
descalcificados com uma solugdo contendo 10% de acido dietilaminotetracético
(EDTA) por 30 dias. ApoOs este procedimento, as hemi-mandibulas foram
desidratadas em séries crescentes de alcoois, diafanizadas em xilol e incluidas em
parafina. Foram obtidos cortes longitudinais contendo 0,6 um de espessura e
imunologicamente marcado para determinar a expressdo da Proteina de matriz
dentinaria 1 (DMP-1). Foram utilizadas as concentragbes de anticorpos primarios
anti-DMP-1 (AF4386 — R&D Systems, Minneapolis, EUA) produzido em ovelha. O
anticorpo secundario biotinilado anti-ovelha (Jackson Immuno research Laboratories,
West Grove, PA, USA) teve a concentracdao de 1:500 . Para a amplificagdo da
reacao foi utilizado o kit contendo o complexo avidina-biotina, e o cromdgeno
utilizado foi a diaminobenzidina (DAB). Com o objetivo de aprimorar a técnica para
uma correta identificacdo das moléculas-alvo, toda a imunomarcacdo foi
padronizada previamente. Adicionalmente, foi feito controle negativo para avaliar
possiveis marcagdes inespecificas. Ao final do procedimento, as estruturas
basofilicas foram coradas com Hematoxilina de Harry’s. As imagens selecionadas

foram digitalizadas em magnificagdo de original de 50x ou 400x com uma camera
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acoplada a um microscopio Optico. O background decorrente da digitalizagao,
balangco de cor, brilho e contraste foram corrigidos com o auxilio de software
especifico. Para a analise qualitativa da imunoistoquimica, seis cortes foram

aleatoriamente selecionados para o exame da polpa coronaria.
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4. RESULTADOS

Na prancha 1, figura A observamos leséo feita com broca esférica no esmalte
do primeiro molar inferior do camundongo. Na figura C podemos observar, no interior
da camara pulpar, areas de hiperemia, sem neutréfilos e a camada odontoblastica
integra. Na figura B observamos lesdo feita com broca esférica no esmalte do
primeiro molar inferior do camundongo. Na figura D observamos, no interior da
camara pulpar, areas hiperémicas com intenso infiltrado inflamatério neutrofilico e a
perda da integridade da camada odontoblastica. Na figura E podemos observar a
presenca de DMP-1 na dentina coronaria, na camara pulpar, no ligamento
periodontal e no tecido dsseo (alveolar e basal). Na figura G, em maior aumento,
podemos observar a DMP-1 nos prolongamentos odontoblasticos (canaliculos
dentinarios) e discreta marcagao no interior da camara pulpar. No entanto, ressalta-
se a auséncia desta proteina no corpo dos odontoblastos. Na figura F podemos
observar novamente a presenca de DMP-1 na dentina coronaria, na camara pulpar,
no ligamento periodontal, osso alveolar e osso basal. Na figura H, em maior
aumento, podemos observar a DMP-1 nos prolongamentos odontoblasticos
(canaliculos dentinarios) e no interior da camara pulpar. No entanto, ressalta-se
novamente a auséncia desta proteina no corpo dos odontoblastos. Na figura |
podemos observar a presenga de colageno na dentina (em azul), no osso alveolar,
no ligamento periodontal e na regido periapical. Ja na figura K, em maior aumento,
podemos observar auséncia das fibras colagenas no interior da camara pulpar,
estando presentes somente na dentina. Na figura J podemos observar a presenca

de colageno na dentina coronaria e radicular, no ligamento periodontal e no osso



20

alveolar. Por outro lado, na figura L, em maior aumento, observamos marcagao mais

intensa de fibras colagenas na dentina.

50x 400X

controle Tratado controle Tratado

' -y A
V= 2

HE
Dia 1

DMP-1

Dia 1

™
Dia 1

Prancha 1. Fotomicrografias dos primeiros molares inferiores de camundongos Balb/c com ou sem
tratamento com inibidor de TGF-B1, 1 dia apds serem submetidos a lesédo pulpar. Em A, B, C e D:
coloragdo de Hematoxilina e Eosina; E, F, G e H: imunomarcacgao para DMP-1; I, J, K e L: Trocomico
de Masson. A, C, E, G, | e K: Grupo Controle (sem tratamento). B, D, F, H, J e L: Grupo Tratado.
Barra de escalaem A, B, E, F,1e J: 500 um;eem C, D, G, H, Ke L: 50 um.
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Na prancha 2, na figura A podemos observar lesdo feita com broca esférica
no esmalte do primeiro molar inferior do camundongo. Na figura C, em maior
aumento, podemos observar no interior da camara pulpar, areas de degeneragao
hialina e presencga de infiltrado inflamatdrio neutrofilico. Além disso, observamos a
integridade da camada de odontoblastos. Na figura B podemos observar lesao feita
com broca esférica no esmalte do primeiro molar inferior do camundongo. Ja na
figura D, em maior aumento, podemos observar no interior da camara pulpar, areas
de degeneracgao hialina, presencga de infiltrado inflamatério em menor niumero do que
aquele observado na prancha 1, figura D e a camada de odontoblastos
desorganizada. Na figura E podemos observar a presengca de DMP-1 na dentina
coronaria, na camara pulpar coronaria, no ligamento periodontal, no osso alveolar e
no osso basal. Ja na figura G, em maior aumento, podemos observar a presenga de
DMP-1 no prolongamento dos odontoblastos (nos canaliculos dentinarios) e também
no corpo celular de algumas destas células além de discreta marcag&o no centro da
polpa. A marcagdo da DMP-1 & maior no prolongamento dos odontoblastos do que
no interior da camara pulpar. Na figura F podemos observar a presenca de DMP-1
na dentina coronaria, na camara pulpar coronaria, no ligamento periodontal, no osso
alveolar e no osso basal. Ja na figura H, em maior aumento, podemos observar a
presenca de DMP-1 no prolongamento dos odontoblastos (nos canaliculos
dentinarios), porém nao no corpo destes, e também no interior da camara pulpar. A
marcacao de DMP-1 é maior no interior da camara pulpar. Na figura | podemos
observar a presenga de colageno na dentina coronaria e radicular, no ligamento
periodontal e no osso alveolar. J& na figura K, em maior aumento, podemos
observar a presenga de colageno na dentina e nao no interior da camara pulpar. Na

figura J podemos observar a presenga de colageno na dentina coronaria, no
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ligamento periodontal e no osso alveolar. Ja na figura L, em maior aumento,
podemos observar a presenga de colageno na dentina e ndo no interior da camara

pulpar.

50X 400X

tratado controle tratado
N 7 R0

vy
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™

Dia 3

Prancha 2. Fotomicrografias dos primeiros molares inferiores de camundongos Balb/c com ou sem
tratamento com inibidor de TGF-B1, 3 dias apds serem submetidos a lesdo pulpar. Em A, B, C e D:
coloragcdo de Hematoxilina e Eosina; E, F, G e H: imunomarcacgao para DMP-1; I, J, K e L: Trocomico
de Masson. A, C, E, G, | e K: Grupo Controle (sem tratamento). B, D, F, H, J e L: Grupo Tratado.
Barra de escalaem A, B, E, F,1e J: 500 um;eem C, D, G, H, Ke L: 50 um.
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Na prancha 3, na figura A podemos observar a lesao feita com broca esférica
no esmalte do primeiro molar inferior do camundongo. Ja na figura C, em maior
aumento, podemos observar hiperemia no interior da camara pulpar, presenca de
neutréfilos em numero igual ao encontrado na prancha 2 figura C e a camada de
odontoblastos organizada. Na figura B podemos observar a lesdo feita com broca
esférica no esmalte do primeiro molar inferior do camundongo e hiperemia intensa
na camara pulpar (lado direito). Ja na figura D, em maior aumento, podemos
observar no interior da cadmara pulpar uma degeneragao hialina, presenca de
neutréfilos, porém em menor numero do que no observado na prancha 2, figura D e
camada de odontoblastos desorganizada. Na figura E podemos observar a presenga
de DMP-1 na dentina, no interior da camara pulpar coronaria e radicular, no
ligamento periodontal, no osso alveolar e no osso basal. Ja na figura G, em maior
aumento, podemos observar a presenga de DMP-1 no prolongamento dos
odontoblastos (no interior dos canaliculos dentinarios) e no centro do tecido pulpar.
No corpo dos odontoblastos, esta marcacdo ndo é observada. Na figura F podemos
observar a presengca de DMP-1 na dentina, no interior da camara pulpar coronaria e
radicular, no ligamento periodontal, no periapice, no osso alveolar e no osso basal.
Ja na figura H, em maior aumento, podemos observar a intensa marcagao para
DMP-1 tanto no prolongamento dos odontoblastos como no tecido pulpar com um
todo. Na figura | podemos observar a presencga de colageno na dentina coronaria, no
ligamento periodontal e no osso alveolar. Ja na figura K, em maior aumento,
podemos observar a presenca de colageno na dentina e ndo no interior da camara
pulpar. Na figura J podemos observar a presenga de colageno na dentina, no

ligamento periodontal e no osso alveolar e no interior da polpa radicular. Ja na figura
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L, em maior aumento, podemos observar a presenga de colageno na dentina e néo

no interior da camara pulpar coronaria.

50X 400x

Controle tratado controle tratado

B
HE :

Prancha 3. Fotomicrografias dos primeiros molares inferiores de camundongos Balb/c com ou sem
tratamento com inibidor de TGF-B1, 7 dias apos serem submetidos a lesdo pulpar. Em A, B, C e D:
coloragcdo de Hematoxilina e Eosina; E, F, G e H: imunomarcacgao para DMP-1; I, J, K e L: Trocomico
de Masson. A, C, E, G, | e K: Grupo Controle (sem tratamento). B, D, F, H, J e L: Grupo Tratado.
Barra de escalaem A, B, E, F,1e J: 500 um;eem C, D, G, H, Ke L: 50 um.
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Na prancha 4, na figura A podemos observar a lesao feita com broca esférica
no esmalte do primeiro molar inferior de camundongo. Ja na figura C, em maior
aumento, podemos observar no interior da camara pulpar a presenca de pequena
area hialina, e um numero bem reduzido de infiltrado neutrofilico, muito pouco
mesmo e a camada de odontoblastos organizada. Na figura B podemos observar a
les&o feita com broca esférica no esmalte do primeiro molar inferior de camundongo.
Ja na figura D, em maior aumento, podemos observar no interior da camara pulpar a
presenca de pequena area hialina, infiltrado neutrofilico bem reduzido quando
comparado a prancha 3, figura D e a camada de odontoblastos organizada. Na
figura E podemos observar a presenga de DMP-1 na dentina coronaria, no interior
da cémara pulpar coronaria e radicular, no ligamento periodontal, no periapice, no
osso (alveolar e basal). Ja na figura G, em maior aumento, podemos observar a
presenca de DMP-1 no prolongamento dos odontoblastos, nos seus corpos celulares
e no interior da camara pulpar. Na figura F podemos observar a presengca de DMP-1
na dentina, no interior da cadmara pulpar coronaria e radicular, no ligamento
periodontal, no periapice, no osso alveolar e no osso basal. Ja na figura H, em maior
aumento, podemos observar intensa marcagdo para DMP-1 no prolongamento dos
odontoblastos e, principalmente, em todo o tecido pulpar. Nas figuras | e J podemos
observar a presenga de colageno no ligamento periodontal e em dentina. Em ambas
as figuras K e L, em maior aumento, ndo podemos observar a presencga de colageno

no interior da camara pulpar coronaria.
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50x 400x

Controle tratado controle tratado

Prancha 4. Fotomicrografias dos primeiros molares inferiores de camundongos Balb/c com ou sem
tratamento com inibidor de TGF-B1, 15 dias apds serem submetidos a lesao pulpar. Em A, B, C e D:
coloragcdo de Hematoxilina e Eosina; E, F, G e H: imunomarcacgao para DMP-1; I, J, K e L: Trocomico
de Masson. A, C, E, G, | e K: Grupo Controle (sem tratamento). B, D, F, H, J e L: Grupo Tratado.
Barrade escalaem A, B, E, F,1e J: 500 um;eem C, D, G, H, Ke L: 50 um.
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5. DISCUSSAO

A capacidade de reparo da polpa dental é sabidamente limitada. Devido a
estrutura e constituicdo celular do complexo dentino-pulpar, estimulos agressores
sao capazes de induzir um processo inflamatério intenso muito antes de alcancarem
o tecido pulpar propriamente dito. Estimulos de baixa intensidade levam comumente
a quimiotaxia de células de defesa, producdo de dentina reacional, alteracbes
vasculares e calcificagbes distroficas. Apesar do conhecimento a respeito de
alteracdes teciduais que acometem o tecido pulpar como resultado da instalacédo de
processos inflamatérios, pouca informacdo existe a respeito da modulagdo do
fendtipo celular nestes quadros. (Fitzgerald et al. 1990, Cassidy et al. 1997; Roberts-

Clark e Smith 2000)

Os resultados do presente estudo demonstram que o desgaste do esmalte
dentario com consequente exposi¢cao de dentina ao meio bucal foi capaz de induzir
um processo inflamatério de baixa intensidade, porém suficiente para levar a
migragao de neutrofilos e a vasodilatagdo, como observado pelos cortes histolégicos
de pos-operatério de um, trés e sete dias. Além destes achados, destaca-se o
aumento da expressado de DMP-1 ao longo dos periodos experimentais. No periodo
de 15 dias, a imunomarcagao para esta proteina se mostra de intensidade
semelhante aquela encontrada no tecido ésseo, ainda que as demais caracteristicas
inerentes a instalagdo da inflamacgéo (infiltrado neutrofilico e vasodilatagdo) tenham

retornado as condi¢cdes de normalidade.

O TGF-B1 que se encontra aprisionado na matriz extracelular durante a
dentinogénese primaria é liberado quando a dentina sofre desmineralizagdo, como

por exemplo, quando o dente sofre algum tipo de injuria e entdo estimula
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odontoblastos a produzirem dentina terciaria abaixo da lesdo. No entanto, quando a
lesdo € maior, pode haver a morte desses odontoblastos proximos a leséo,
estimulando os odontoblasto-like, células indiferenciadas que quando estimuladas
por TGF-B1 se transformam em células semelhantes a odontoblastos a repovoarem

este local e produzirem dentina terciaria (Cooper et al. 2011).

Piattelli et al. 2004 compararam polpas saudaveis com polpas isoladas a
partir de dentes com pulpite irreversivel e concluiram que a expressao de TGF 31 foi
maior na camada odontoblastica-subodontoblastica de dentes com pulpite
irreversivel, mostrando que tal fator de crescimento esta associado com a reparagao
de dentina apo6s a inflamacéo pulpar. Em nosso estudo, o aumento da marcacao
para DMP-1 foi mais intenso para o grupo tratado com inibidor de ALKS em
comparagdo ao grupo nao tratado. Nossos dados corroboram os achados de
Unterbrink et al. 2002 que observaram regulagdo negativa de DMP-1 e DSPP por
TGF-B1. Essa regulagdo provavelmente ocorreria por meio do receptor de tipo |

ALKS5 e transduzidas por Smads.

De forma semelhante, Magne et al. 2004 relataram que o aumento da
expressdao do TGF-B1 in vivo leva a uma hipomineralizagdo semelhante ao
observado em dentinogénese imperfeita do tipo Il. Os autores observaram
diminuicdo de mineralizacdo e inibicdo da expressao de DSPP. Por outro lado, o
tratamento com BMP-4 (outro membro da familia TGF) aumentou significativamente

a mineralizagao.

De forma antagbnica, Rosa et al. 2011, avaliaram o efeito de TGF-B1 na

mineralizagao intratubular e na formacao de dentina terciaria, concluindo que este
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fator de crescimento permite estes processos, podendo esta molécula ser usada em
um dessensibilizante dentinario.

Em cultura de células pulpares, Nie et al. 2006 demonstraram a formacgao de
nddulos de mineralizacédo na presenga de TGF-f1 com aumento significativo da

sintese de proteinas como DMP-1 e DSPP.

Com base em nossos achados e em estudos prévios da literatura, podemos
sugerir que TGF-B1 pode ser capaz de regular negativamente a produgédo de DMP-1
in vivo. Casagrande et al. 2010 demonstraram que a produgdo de DMP-1 é
dependente do fator de crescimento BMP-2. O aumento da imunomarcagédo de
DMP-1 no grupo tratado com inibidor de TGF-B1 pode ser em parte explicado por
este mecanismo, uma vez que estes fatores de crescimento atuam de forma
antagbnica em modelos experimentais como em células de musculatura lisa (Upton
et al. 2013). Em microambiente anti-inflamatério promovido pelo uso de sinvastatina,
Dalcico et al. 2013 demonstraram o aumento da sintese protéica de BMP-2. Com
base nestes estudos, podemos especular que o ambiente anti-inflamatério instalado
apdés a reducao do infiltrado neutrofilico e vasodilatagdo pode ter resultado no
aumento de BMP-2 com consequente aumento da sintese de DMP-1. Entretanto,
uma vez que TGF-B1 é bloqueado neste microambiente, a sinalizagcao via BMP-2
estaria potencialmente aumentada levando a um aumento ainda maior de DMP-1 do
que aquele observado no grupo nao tratado. Estudos futuros serdo necessarios para
compreender os mecanismos que podem levar a alteragado da produgao de DMP-1
por células pulpares e, principalmente, se esta alteracdo fenotipica teria alguma
relagdo com a ocorréncia de calcificacdes distréficas em dentes com histérico de

pulpites reversiveis.
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6. CONCLUSAO

O TGF-B1 teve um papel anti-inflamatério nos periodos iniciais do reparo pulpar e

regulou negativamente a DMP1.
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