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Resumo

Introducéo: O estudo e compreensdao do complexo pulpo-dentinério sdo dificultados pela
particularidade deste tecido estar envolvido por tecidos mineralizados. Atualmente, a escassez
de métodos de cultura de odontoblastos primarios torna-se uma barreira para entendermos com
certeza as respostas celulares observadas ja que os estudos in vitro ndo conseguem recriar a
complexidade da biologia in vivo. Desta forma, torna-se importante testar novos métodos de

cultura que nos aproximem cada vez mais do estudo humano in vivo.

Objectivos: Avaliar histomorfologicamente se o dente, suplementado com soro de cultura
celular e incubado em estufa controlada, € um método de cultura organico in situ de

odontoblastos viavel.

Materiais e Métodos: Trinta terceiros molares foram cortados longitudinalmente na juncéo
amelocementaria e divididos aleatoriamente em 6 grupos: controlo positivo; controlo negativo
Soro Fisioldgico (durante 11 dias); controlo negativo Sem Meio (durante 3 dias); +1 dia, +4
dias e +7 dias em estufa com soro de cultura, respetivamente. Procedeu-se a descalcificacao
das pecas para observacdo em microscépio dptico e descricdo da histomorfologia.

Resultados: Em comparacdo com o controlo positivo, 0os complexos pulpo-dentinarios
observados nos grupos +1, +4 e +7 dias evidenciaram uma arquitetura pulpar condizente com
uma polpa normal, em oposi¢do aos resultados dos grupos de controlo negativo. Verificou-se
a presenca de pré-dentina, caracteristica inerente a odontoblastos funcionais, e uma camada
odontoblastica caracteristica. Observaram-se em poucas pec¢as algumas alteracdes relacionadas

com o0 método de preparacao.

Conclusbes: O dente, suplementado com soro de cultura celular e incubado em estufa
controlada, pode ser um método organico promissor de cultura in situ de odontoblastos. E
necessaria uma otimizacao do corte e do procedimento de descalcificagcdo para se obter uma

homogeneizacao dos resultados histoldgicos em estudos futuros.

Palavras-chave: odontoblastos, polpa, cultura in situ, células humanas primarias.






Abstract

Introduction: The study and understanding of the dentin-pulp complex are hampered by the
circumstance of this soft tissue is surround by mineralized tissues. Currently, the scarcity of
primary odontoblast culture methods becomes a barrier to the understanding of the cell
responses observed since in vitro studies can’t recreate the complexity of in vivo biology.
Therefore, it becomes important to test new methods of culture that bring us closer human in

vivo study.

Aims: Histomorphology assessment if the tooth, supplemented with a cell culture serum in a

controlled incubator, is a viable in situ odontoblasts organic culture method.

Material and Methods: Thirty third molars were cutted along the cementoenamel junction
and randomly distributed into 6 groups: positive control; negative control saline (for 11 days);
negative control without serum (for 3 days); +1 day, +4 days and +7 days in an incubator with
culture serum, respectively. Then, the teeth were decalcified and prepared for histological

assessment in light microscopy.

Results: In comparison to the positive control group, dentin-pulp complexes observed in
groups +1, +4 and +7 days showed a pulp architecture consistent with a normal pulp, as
opposed to the results of negative control groups. We noticed the presence of pre-dentine,
inherent characteristic of functional odontoblasts, and a typical odontoblast layer. We

observed, in a few pieces, some amendments related to the preparation method.

Conclusions: The tooth, supplemented with a cell culture serum in a controlled incubator, may
be a promising in situ odontoblasts organic culture method. It’s necessary a cut and
decalcification optimizations in order to obtain homogeneous histologic results in future

research.

Key words: odontoblasts, pulp, in situ culture, primary human cells.
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Introducgéo

. Introducédo
1. O Dente
Os dentes sdo 6rgaos calcificados, implantados nos alvéolos maxilares e mandibulares.

Desempenham um papel crucial na saide e vida social de cada um de nos. Apesar da sua
principal funcdo ser a mastigacdo, também séo essenciais na fonacao e degluticdo, bem como

na estética e harmonia facial e bucal.

Do ponto de vista anatdmico, qualquer dente apresenta uma coroa (por¢do exposta na cavidade
oral) e raizes (porcao que penetra o 0sso alveolar). A unido entre ambas da-se pelo colo dentério
(Ferraris & Mufioz, 2006).

Na espécie humana, a denticdo decidua abrange 20 dentes. Cada hemiarcada contém 2
incisivos, 1 canino e 2 molares. A denti¢do definitiva inclui 32 dentes, em que cada hemiarcada
possui 2 incisivos, 1 canino, 2 pré-molares e 3 molares (Avery & Chiego, 2006).

Tomando em consideracdo a forma e funcéo, os incisivos possuem bordos afiados em bisel,
com o designio de cortar alimentos; os caninos, que tém uma forma conica que serve para
rasgar os alimentos; e 0s pré-molares e molares, que apresentam superficies aplanadas que

ajudam a triturar e moer os distintos alimentos (Ferraris & Mufioz, 2006).

Os dentes podem ser monorradiculares, com apenas uma raiz, como 0s incisivos e caninos, ou

multirradiculares, maltiplas raizes, como os pré-molares e molares (Kumar, 2011).

O dente propriamente dito consiste em esmalte, que é um tecido duro, inerte e acelular, com
origem epitelial, e suportado pela dentina, que é um tecido conjuntivo laxo, menos
mineralizado, mais resiliente e vital (Nanci, 2012). Estes dois tecidos cobrem e protegem a

polpa dentéria, rica em tecido conjuntivo, vasos e nervos.

Os dentes estdo implantados nos 0ssos maxilares pelos tecidos de suporte: cemento, ligamento
periodontal e osso alveolar (Nanci, 2012).
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1.1 Esmalte

O esmalte ¢ o tecido mais duro do nosso corpo e cobre a coroa do dente, conferindo-lhe forma

e contorno (Avery & Chiego, 2006). E o Gnico tecido dentario com origem ectodérmica.

O esmalte ¢ constituido por 96% do seu peso em material inorganico (principalmente fosfato
de calcio sob a forma de cristais de hidroxiapatite), 1% em material organico e 3% de agua
(Kumar, 2011).

O esmalte é translucido, e varia de cor amarelada a branco-acinzentado. A sua espessura varia
de um méaximo de 2,5 mm em superficies de trabalho até uma fina camada na regido cervical
(Nanci, 2012).

O esmalte presente na coroa totalmente formada ndo apresenta células viaveis, vasos e nervos.
Os ameloblastos — células formadoras de esmalte — degeneram assim que a formacdo de
esmalte termina (Kumar, 2011). Portanto, o esmalte estd completamente formado antes da

erupcao.

O esmalte é o Unico tecido do nosso organismo que ndo apresenta colagénio na sua matriz
organica. Esta matriz é constituida por proteinas ndo-colagénicas, sendo 90% amelogeninas
(grupo de proteinas de baixo peso molecular) e os restantes 10% sdo ndo-amelogeninas, onde

se evidenciam a enamelina e a ameloblastina (Kumar, 2011; Nanci, 2012).

O esmalte ¢ depositado a uma velocidade de 4 um por dia, no sentido centrifugo. Tais
incrementos sdo identificaveis como: as estrias de Retzius (Fig. 1), que representam o padrdo
incremental de esmalte e a dindmica de posicionamento celular; as bandas de Hunter-Schreger,
que patenteiam as mudancas de direcdo dos prismas de esmalte, e que se exibem como estrias
escuras e claras, de profundidades variaveis. Estas linhas de crescimento manifestam-se na
superficie do esmalte como cristas, conhecidas por perikymatas (Fig. 1) (Avery & Chiego,
2006; Kumar, 2011).

A dureza do esmalte torna-o também muito quebradico. Deste modo, a dentina, pela sua
resiliéncia e flexibilidade, mantém a integridade do esmalte. Por isso, na auséncia de dentina,

devido a carie ou preparo cavitario inapropriado, o esmalte fratura facilmente (Nanci, 2012).
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Introducdo

Figura 1 — Estrias de Retzius e Perikymatas. Imagem que representa a disposicdo das estrias de Retzius e sua
manifestacdo a superficie do esmalte, como perikymatas (setas). A esquerda vemos um corte vertical com 0s
constituintes dentarios. A direita observamos que as estrias de Retzius vdo, gradualmente, desaparecendo em
dire¢do a cervical. Adaptado de Nanci (2012).

1.2 Dentina

A dentina é o tecido conjuntivo mineralizado em maior quantidade no dente (Linde e Goldberg,
1993) e forma a sua principal massa/volume (Nanci, 2012). Como afirma @rvig (1967 como
citado em Linde & Goldberg, 1993), a dentina €, filogeneticamente, uma derivacao do tecido

0sSeo.

Desde que comeca a sua formagéo, previamente ao esmalte, a dentina determina a forma da

coroa, bem como o nimero e o tamanho das raizes (Kumar, 2011).

Como afirma Cavacas (2014), a dentina ¢ “recoberta pelo esmalte na porgdo coronaria e pelo
cemento na porcdo radicular. A dentina aloja no seu interior tecido conjuntivo néo

mineralizado, a polpa dentéria”.

A dentina apresenta uma cor branco-amarelada e contribui para a cor do dente devido a

translucidez do esmalte (Cavacas, 2014).

A dentina é uma matriz muito similar ao 0sso, que se caracteriza por inumeros tabulos
dentinarios que atravessam toda a sua espessura e que contém no seu interior prolongamentos
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odontoblasticos, responsaveis pela formagdo e manutencdo da dentina (Arana-Chavez &
Massa, 2004; Nanci, 2012).

Ao contrario do esmalte, a dentina é viscoelastica e sujeita a deformacéo ligeira (Kumar, 2011).

Relativamente as caracteristicas quimicas da dentina madura, esta é composta por
aproximadamente 70% de matéria inorganica, 20% matéria organica e 10% agua (Linde &
Goldberg, 1993; Avery & Chiego, 2006; Nanci, 2012).

A componente inorganica consiste em hidroxiapatite por substituicdo. A fase organica
compreende 90% de colagénio, maioritariamente tipo | e uma pequena quantidade de tipo V,
com a inclusdo de proteinas nao-colagénicas. Estas proteinas ndo-colagénicas, como afirma
Nanci (2012), “preenchem o espago entre as fibras de colagénio e acumulam-se ao longo da
periferia dos tdbulos dentinarios, regulando a deposicdo mineral e podendo atuar como
inibidores”. As matrizes proteicas da dentina e do 0sso sdo muito semelhantes, mas destacam-
se as fosfoproteinas e sialoproteinas dentinarias por serem exclusivas da dentina (Kumar,
2011).

Entre a camada odontoblastica e a dentina mineralizada encontramos uma fina camada de 10-
50 um de matriz ndo-mineralizada (Linde & Goldberg, 1993; Nanci, 2012), a pré-dentina, que

é semelhante ao osteoide.
Presentemente, conhecem-se 3 tipos principais de dentina: primaria, secundaria e terciaria.

A dentina primdria constitui a maior parte do volume de dentina. Dentro desta, podemos
distinguir: a dentina do manto, que € a primeira camada de dentina a ser formada e que se situa
proximo da juncdo amelodentinéria; e a dentina circumpulpar, que constitui o resto da dentina
primaria e que também pode ser dividida em dentina intertubular e dentina peritubular (Linde
e Goldberg, 1993). A dentina primaria caracteriza-se por ter um padrdo regular e estrutura
tubular (Smith et al., 1995).

A dentina secundaria representa a funcao secretora pos-desenvolvimento dos odontoblastos
primarios, ap6s a formagcao da raiz estar completa. E elaborada ao longo das paredes de dentina
circumpulpares durante o tempo de vida dos odontoblastos (Tziafas, 1995; Murray et al., 2000).
A dentina secundaria pode ser distinguida, histologicamente, da primaria por uma linha de
demarcacdo subtil, uma diferenca na coloracdo e menor organizacdo dos tibulos dentinarios
(Nanci, 2012). Paralelamente, a dentina secundaria difere da primaria por ser menos tubular
(Smith et al., 1995).
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A dentina terciaria (de substituicao, reparadora ou neodentina) € uma dentina com um padréo
muito irregular, que € produzida com o intuito de se criar uma barreira protetora entre a polpa
e 0 estimulo lesivo (Murray et al., 2000). Dentro desta podemos distinguir: dentina reacional,
produzida por odontoblastos primarios que sobreviveram a um estimulo nocivo; e dentina
reparadora, produzida por uma nova geracdo de odontoblast like-cells (células indiferenciadas
da polpa) como resposta a um estimulo nocivo externo, apds a morte dos odontoblastos
primarios. A estrutura da dentina terciaria € muito variavel e pode ir desde uma estrutura tubular
regular (indistinguivel das dentinas priméria e secundaria) a uma matriz atubular distréfica com

células aprisionadas no seu interior (Smith et al., 1995; Cavacas et al., 2013; Cavacas, 2014).

Como exemplo de estimulos nocivos, que podem desencadear um processo de dentinogénese
terciaria, temos lesbGes de carie, atrito, abrasdo, erosdo, trauma, preparacfes cavitarias em
tratamentos dentarios e microinfiltracbes marginais das restauracfes (Murray et al., 2000;
Nanci, 2012; Cavacas et al., 2013). No entanto, como afirma (Murray et al., 2000) “em muitos
casos, 0 desafio mais severo para a sobrevivéncia dos odontoblastos ndo é o resultado direto
destes acidentes ou estimulos ambientais, mas a técnica cirdrgica e os materiais utilizados para

restaurar a estrutura dentaria apos estes incidentes”.

Podemos também referir dentina esclerdtica, embora esta seja, a semelhanca da dentina
terciaria, um mecanismo de defesa. Igualmente conhecida como dentina transparente, notoria
pela completa obliteracdo dos tubulos dentinérios, € um substrato alterado fisioldgica e
patologicamente como resposta a estimulos como atrito, abrasdo, fratura e carie. O facto da
permeabilidade deste tipo de dentina ser nula a superficie e ser muito reduzida na sua camada
mais interna, faz com que esta seja uma barreira protetora para o complexo pulpo-dentinario

em situacao de injuria (Tay & Pashley, 2004; Cavacas et al., 2013).

Podemos observar na dentina, as linhas incrementais de von Ebner, linhas incrementais
perpendiculares ao longo eixo dos tdbulos dentinarios (Cavacas, 2014) e que refletem as
mudancas ciclicas da orientacdo das fibras de colagénio (Nanci, 2012). Outro tipo de padrdo
incremental sdo as linhas de contorno de Owen, que segundo Cavacas (2014) “sao o resultado

de distarbios ou alteragdes metabodlicas que ocorrem durante a dentinogénese”.

A dentina é inervada por terminagdes nervosas oriundas da polpa, e que acompanham, segundo
(Kumar, 2011), entre 30 a 70% o trajeto dos prolongamentos odontoblasticos ao longo do

tibulo dentinério, pelo que a inervagdo do complexo pulpo-dentinario sera abordado a frente.
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1.3 Polpa

A polpa e a dentina integram o complexo pulpo-dentinario, uma unidade biolégica e estrutural
(Carda & Peydro, 2006). Estdo relacionadas embrioldgica, histoldgica e funcionalmente
(Nanci, 2012).

A polpa ocupa a regido central do dente e consiste em tecido conjuntivo laxo gque suporta a
dentina. Esta acomodada na coroa (na camara pulpar), e nas raizes (nos canais radiculares).
Desta forma, a polpa presente na coroa chama-se polpa coronaria, e a polpa presente na raiz
chama-se polpa radicular (Kumar, 2011; Nanci, 2012). A conformacdo pulpar reflete a
anatomia da coroa do dente. E importante referir os cornos pulpares, que de acordo com
Cavacas (2014) “sao protrusdes que acompanham as cuspides dos dentes”, dependendo o

namero de cornos pulpares do nimero de cuspides presentes no dente.

Quando observada histologicamente, podemos distinguir 4 zonas na polpa (Fig. 2): a zona
odontoblastica na periferia da polpa; a zona acelular ou camada basal de Weil, abaixo dos
odontoblastos e que é proeminente na polpa coronaria; a zona rica em células, onde temos uma
grande populagdo celular, facilmente observavel na polpa coronéria; e o ndcleo pulpar ou
regido central, rica em vasos e troncos nervosos (Nanci, 2012). Estes vasos e troncos nervosos

penetram a polpa através do canal apical e prosseguem até a camara pulpar.

A zona basal de Weil ¢ uma camada subodontobléstica pobre em células com cerca de 40 um
de espessura. Geralmente, é bem definida na zona coronaria e ausente na regido radicular. Nela
podemos observar o plexo nervoso de Raschkow, o plexo capilar subodontoblastico
(constituido por células subodontoblasticas de Hohl), os fibroblastos subodontoblasticos (que
contactam com os odontoblastos e células de Hohl através de gap junctions) e as células
dendriticas pulpares. E composta por fibras delicadas e é um espaco onde os odontoblastos se
movem para protecc¢do pulpar durante o desenvolvimento do dente e, mais tarde, de uma forma
limitada. E uma regido quase impercetivel na fase inicial de dentinogénese, possivelmente
devido a migracdo macica de odontoblastos que se sucede (Avery & Chiego, 2006; Ferraris &
Mufioz, 2006; Kumar, 2011).
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Zona odontoblastica

Zona acelular de Weil

Zona celular

Nucleo pulpar ou
regido central

Figura 2 — Figura representativa das vérias zonas distintas da polpa. Adaptado de Kumar (2011).

Considerando a zona rica em células, esta caracteriza-se pela elevada densidade celular, vasos
e nervos (Avery & Chiego, 2006). Os elementos celulares predominantes da polpa sé&o: os
fibroblastos, os odontoblastos, as células mesenquimatosas indiferenciadas, as células
inflamatdrias e as células pulpares estaminais (Jontell, Okiji, Dahlgren, & Bergenholtz, 1998;
Kumar, 2011; Nanci, 2012).

Os fibroblastos sdo as células mais abundantes da polpa, com uma forma estrelada tipica e
extensos prolongamentos. Formam a matriz colagénica e participam no ciclo de turn-over do
colagénio (onde ingerem e degradam as fibras envelhecidas) (Kumar, 2011). Encontram-se
numa substancia intercelular rica em glicosaminoglicanos e fibras de colagénio (Avery &
Chiego, 2006).

Os odontoblastos sdo o segundo tipo celular mais profuso da polpa. Pela sua importancia para

0 presente estudo serdo descritos detalhadamente adiante.

As células mesenquimatosas indiferenciadas sdo células primarias da polpa jovem e que sdo
escassas em polpas de dentes totalmente formados. Sao células com uma aparéncia maior que

os fibroblastos, ttm um formato poliédrico com prolongamentos periféricos e um grande

21



O Dente Como Método Organico De Cultura In Situ De Odontoblastos: Avaliacdo Histomorfologica

nacleo oval (Kumar, 2011; Nanci, 2012). Em polpas envelhecidas o seu nimero diminui, e
segundo, Kumar (2011) “acredita-se que sdo células totipotentes que, quando necessario, se
podem tornar odontoblastos, fibroblastos ou macrofagos”. Estas células de aspeto fusiforme
apresentam um comportamento distinto ao repousarem sobre os capilares, funcionando como

células de reserva.

Elementos celulares

Fibroblasto

Célula Mesenquimal
Indiferenciada

Macréfago

Camada odontoblastica

Figura 3 — Figura representativa de algumas células pulpares presentes. A esquerda, imagens de microscopia
electronica de fibroblasto e célula mesenquimatosa indiferenciada, e imagem de macrdfago. A direita, imagem da
camada odontoblastica, camada acelular e camada celular. Adaptado de Nanci (2012).

Relativamente as células inflamatorias, podemos descrever principalmente: os macréfagos ou
histiocitos, que estdo dispersos por toda a polpa e envolvidos na eliminacao de células mortas
como fibroblastos; células dendriticas, que desempenham um papel de imunovigilancia em
situacOes de lesdo de cérie, atricdo ou procedimentos restauradores; linfocitos T, escassos
linfocitos B e eosinofilos; plasmocitos, apenas presentes em inflamagdes pulpares; e
mastocitos, presentes tanto em polpas normais como em polpas inflamadas (Jontell et al., 1998;
Hargreaves & Cohen, 2011; Kumar, 2011; Nanci, 2012).
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No que concerne as células pulpares estaminais, sdo células pluripotentes com capacidade de
auto-renovacao e, de acordo com Nanci (2012), “sob condi¢des apropriadas podem diferenciar-
se em odontoblastos, osteoblastos, condrocitos, adipocitos ou neurénios”. Perante a morte de
odontoblastos primarios, estas células migram para o local da agressdo e produzem dentina
(Kumar, 2011).

Na polpa, a envolver todas as células, subsiste uma matriz extracelular rica em colagénio de
tipo I e tipo I11. A envolver estas fibras esta a substancia fundamental pulpar (Avery & Chiego,
2006).

A polpa é um tecido amplamente vascularizado. Pelo foramen apical entram arteriolas que se
ramificam a medida que penetram a polpa, originando capilares que se vao localizar na area
subodontobléastica. A circulacdo eferente da polpa é garantida por um extenso sistema de
vénulas de didmetro semelhante as arteriolas. Podemos ainda encontrar anastomoses
arteriovenosas que representam a comunicagao entre o sistema de arteriolas com o sistema de

venulas pulpares (Kumar, 2011; Nanci, 2012).

A circulacdo linfatica também esta presente na polpa e cumpre uma funcdo essencial de manter
0 equilibrio do fluido intersticial no tecido pulpar. Atualmente, sabemos que a polpa apresenta
uma ramificacdo linfatica que culmina com um ou dois vasos linfaticos de maior calibre, que
deixam o dente pelo foramen apical (Nanci, 2012). Considerando a investigacdo de Oehmke,
Knolle e Oehmke (2003), “a linfa, na regido coronal, é recolhida em fendas no tecido intersticial

e drenada no sentido apical, onde sera transportada via capilares linfaticos”.

A semelhanca de todas as células do nosso corpo, as células pulpares estdo dependentes do
fluido extracelular para se manterem vitais e funcionais, ou seja, do plasma sanguineo e do
fluido intersticial. Os capilares estdo tdo amplamente distribuidos que nenhuma célula esta a
mais de 50-100 micras de distancia do sistema circulatorio. Assim, o fluido intersticial
providencia um meio de comunicacdo das células com o sangue, como extensdo do plasma

(Heyeraas & Berggreen, 1999).

O complexo pulpo-dentinario € altamente inervado por uma imensa quantidade de neurdnios,
e segundo Hargreaves e Cohen (2011) “inclui neuroénios aferentes, que conduzem os impulsos
nervosos, e neurénio eferentes, que providenciam modula¢fes neurogénicas da
microcirculacdo e reagoes inflamatdrias”. Os nervos seguem o mesmo percurso que os vasos €
ramificam-se a medida que chegam ao centro pulpar, comportando-se da mesma forma que o

sistema vascular.
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A inervacdo sensorial pulpo-dentinaria (aferente) é assegurada por nervos que nascem no
ganglio trigeminal e possui 2 tipos de nervos sensoriais: mielinizados (fibras A) e ndo-
mielinizados (fibras C) (Fig. 4). As fibras A (A-beta e A-delta) sdo fibras que: se localizam na
periferia da polpa e que inervam os tdbulos dentinérios; sdo estimuladas pelo movimento do
fluido dentinario; 90% das fibras séo do tipo A-delta; a dor associada caracteriza-se por ser dor
aguda e em picada. As fibras C sdo fibras que se localizam na porcdo profunda da polpa
propriamente dita e caracterizam uma dor do tipo queimadura e menos suportavel que a sentida
pelas fibras A-delta (Hargreaves & Cohen, 2011).

Fibras A, mielinizadas

Fibras C, ndo-mielinzadas

Figura 4 — Figura representativa da inervagdo sensorial pelas fibras A e fibras C. As fibras A localizam-se na
periferia da polpa e as fibras C localizam-se, preferencialmente, na porcdo profunda da polpa. Adaptado de
Hargreaves & Cohen (2011).

A inervacdo simpatica dos dentes deriva do ganglio cervical superior (Hargreaves & Cohen,
2011). Os nervos simpaticos pos-ganglionares inervam os dentes e estruturas de suporte via
nervos maxilar e mandibular, ramos do trigémio (Rouviere & Delmas, 2005). Na polpa de um
dente maduro, as fibras simpaticas formam plexos em redor das arteriolas pulpares. A
estimulag&o destas fibras resulta na constricgdo das arteriolas e diminuigdo do fluxo sanguineo
(Hargreaves & Cohen, 2011).

Esta rede de nervos, mielinizados e ndo-mielinizados, representa a camada parietal de nervos
ou o plexo subodontoblastico de Raschkow. Este plexo localiza-se na camada de Weil, abaixo
dos corpos celulares odontoblasticos (Nanci, 2012) e, segundo Avery & Chiego (2006), “desde
a camada parietal, os nervos passam pela zona odontogenica e terminam ao longo dos

odontoblastos ou penetram nos tibulos acompanhados pelos prolongamentos dentindrios”.
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Assim, podemos constatar que a polpa tem func@es diversas mas todas igualmente importantes:

indutora, formadora, protetora, nutritiva, sensorial e reparadora.

1.4.1 Odontoblasto

Os odontoblastos sdo células especializadas pulpares pos-mitéticas, organizadas numa camada
linear de células em palicada ao longo da interface polpa-dentina, com 3 a 5 camadas celulares,
cujos prolongamentos penetram na pré-dentina e dentina. Constituem a camada odontobléstica
da polpa que representa uma barreira natural entre os tecidos mineralizados (esmalte e dentina)
e o tecido vivo do dente (a polpa) (Ruch, Lesot, & Begue-kirn, 1995; Nanci, 2012; Bleicher,
2013).

Os odontoblastos séo células mesenquimatosas provenientes da crista neural, responsaveis pela
formacdo e manutencdo da dentina primaria e secundaria, dado que organizam e regulam a
sintese de matriz de dentina mineralizada (Murray et al., 2000; Arana-Chavez & Massa, 2004;
Bleicher, 2013).

As células da crista neural viajam para ocupar o primeiro arco visceral e originam as células
da papila dentéria, células do periodonto e células 6sseas. Da ectoderme oral surge o 6rgao de
esmalte de onde emergem os ameloblastos (Ruch et al., 1995). As células da futura lamina

dentéria vao localizar-se na regido do epitélio oral e ai iniciam o seu desenvolvimento.

Segundo Nanci (2012) “a diferenciagdo odontoblastica baseia-se na sinalizacdo de moléculas
e fatores de crescimento do epitélio dentario interno”. As células ectomesenquimatosas
indiferenciadas, no final da diferenciacdo, dividem-se originando duas células-filha (Fig. 5).
Uma das células-filha, influenciada pelos produtos do epitélio dentério interno, diferencia-se
em odontoblasto. A outra célula-filha, que ndo foi exposta aos produtos das células epiteliais,
persiste como célula subodontoblastica (Nanci, 2012). Esta tltima € uma célula que passou por
todo o ciclo celular excepto esta derradeira etapa, ficando estagnada no tempo. Segundo Daud
et al. (2014) “apesar de ndo estarem directamente expostas, SA0 capazes de se diferenciarem

em odontoblast-like cells principalmente durante uma agressao ao dente”.

25



O Dente Como Método Organico De Cultura In Situ De Odontoblastos: Avaliacdo Histomorfologica

Epithelial cells

Figura 5 — Imagem representativa da diferenciacdo odontoblastica. As células ectomesenquimatosas
indiferenciadas (A) da papila dentéaria dividem-se (B) por mitose. Uma célula-filha (C), influenciada pelos produtos
do Epitélio Dentario Interno (D) diferencia-se em odontoblasto (F). A outra célula-filha (E), ndo exposta a influéncia
epitelial, mantém-se como subodontoblasto (G). Adaptado de Nanci (2012).

Os odontoblastos sdo células polarizadas pela sua morfologia colunar e distribui¢éo assimétrica
dos organelos intracelulares e membrana plasmética (Linde & Goldberg, 1993).
Consequentemente, Tjaderhane et al. (2013) afirmam que “as glicoproteinas virais como
marcadores de polaridade demonstram que a membrana plasmatica dos prolongamentos

odontoblasticos €, por natureza, basolateral e o corpo celular exibe caracteristicas apicais”.

Comparativamente, o tamanho dos odontoblastos coronérios € maior que os odontoblastos
radiculares (Avery & Chiego, 2006; Nanci, 2012). Segundo Kumar (2011), “na coroa de um
dente totalmente desenvolvido, os corpos celulares dos odontoblastos sdo colunares e medem
aproximadamente 50 um, enquanto que na por¢ao média da polpa sdo mais cubodides, e na

porcao apical ttm um aspeto mais achatado”.

A célula odontoblastica exibe, ao longo da vida, uma morfologia que traduz a sua actividade
funcional. Couve et al. (2013) definem 3 fases principais no ciclo de vida do odontoblasto: fase

secretora, fase madura, e fase idosa/envelhecida (Figura 6).
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Jovem-Adulto

Jovem

FASE SECRETORA FASE MADURA > FASE IDOSA

Figura 6 — Imagem representativa do ciclo de vida do odontoblasto.

Odp - prolongamento odontoblastico; PD — pré-dentina; JC — complexo juncional; SG — granulos de secrecdo; G
Complexo de Golgi; Ce — centriolos; m — mitoc6ndrias; Col -; rER — reticulo endoplasmatico rugoso; N — nucleo;
Nu — nucléolo; Va — Vacuolo; LF — lipofuscina. Modificado de Couve et al. (2013).

Segundo Cavacas (2014), o ciclo de vida do odontoblasto passa de “uma fase de alta ¢
diferenciada actividade secretora para uma fase onde essa actividade é reduzida pela
capacidade autofagica da prépria célula, dando lugar a chamada fase de maturacdo dos
odontoblastos”. De facto, 0 que observamos na fase secretora do odontoblasto é uma robustez
morfoldgica e organelos proeminentes, num periodo de alto metabolismo e secre¢do. Com a
fase de maturacéo, observa-se no odontoblasto uma progressiva diminui¢ao dos organelos, uma
crescente acumulacdo de vacutolos e uma diminuicdo do tamanho celular. Segundo Couve et
al. (2012), observamos, durante o envelhecimento da célula odontobléstica, uma crescente
acumulacdo de lipofuscina como “resultado da autofagia mitocondrial” e “que pode explicar a

decadéncia funcional do odontoblasto com a idade”.
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Tem-se proposto que os odontoblastos maduros sejam denominados “odontdcitos”, numa
analogia aos osteodcitos. No entanto, o corpo celular dos odontoblastos nunca esté incluso em
matriz mineralizada, ao contrario dos osteécitos, ¢ o termo “odontoblasto”, segundo Couve et
al. (2013), “mantém-se valido durante todo o ciclo de vida desta célula refletindo o facto de
manter a sua capacidade secretora e sensorial até a sua morte, onde é substituido por

odontoblast-like cells capazes de formar dentina reparadora”.

Outra particularidade desta célula é a expressdo de um cilio primério, uma caracteristica
altamente conservada ao longo de todo o seu ciclo de vida (Fig. 7) (Couve, 1986; Magloire,
Couble, Romeas, & Bleicher, 2004). Este cilio constitui um “organelo que consiste num
cilindro ligado a membrana em torno do axonema, composto por 9 microtubulos duplos”
(Thivichon-Prince et al., 2009). Thivichon-Prince et al. (2009) mostraram, pela primeira vez,
que o odontoblasto expressa as proteinas major do cilio priméario. Hoje em dia, pensa-se que 0
cilio primario se comporte como um recetor desta sinalizacdo tropica, podendo estar
relacionado com a formacdo de dentina, transmissao sensorial do dente, regulacdo do fluido
dentinario e até mesmo com o movimento desta célula na polpa (Magloire et al., 2004;
Thivichon-Prince et al., 2009).

Figura 7 — Microscopia Electronica de Transmissao de alta ampliacéo do cilio primério em odontoblastos de jovem
(A - 15 anos), jovem-adulto (B — 25 anos) e idoso (C — 75 anos). GC Complexo de Golgi; PC — cilio primério; C —
centrossoma. Escala — 0,5 um. Adaptado de Couve et al. (2013).

O prolongamento odontobléastico é o polo secretor do odontoblasto. Inicialmente, o
odontoblasto manifesta inimeros prolongamentos, mas com o desenvolvimento apenas um se
desenvolve como principal. Estende-se desde o corpo celular, e quando formado, comeca a
producao de dentina circumpulpar. A medida que a dentina circumpulpar é depositada, o corpo
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celular desloca-se no sentido pulpar e o prolongamento alonga-se. O prolongamento é mais
espesso na pré-dentina e vai-se estreitando a medida que percorre o tabulo dentinario, podendo
estender-se até a juncdo amelodentinaria. Do prolongamento odontoblastico surgem pequenas
ramificacbes perpendiculares a dentina intertubular, e podem também apresentar conexdes
intercelulares na dentina. (Sasaki & Garant, 1996; Carda & Peydro, 2006; Nanci, 2012).
Segundo Carda e Peydro (2006) “30 a 70% dos prolongamentos sdo acompanhados por fibras

nervosas’.

Outra caracteristica fundamental para os odontoblastos é o estabelecimento de estruturas
juncionais especializadas inter-celulares. Estas celulas apresentam juncdes do tipo gap, tight e
de ancoragem (aderentes e desmossomas na porcdo mais apical do corpo celular) (Arana-
Chavez & Katchburian, 1997; Hargreaves & Cohen, 2011). Estes complexos juncionais séo
fundamentais para o dinamismo da camada odontobléstica com as suas variadas fungdes
(Tabela 1).

Tabela 1 - FuncGes das juncOes celulares presentes nos odontoblastos. Modificado de Lodish et al. (2013).

JUNGAO TIPO DE ADESAQ FUNGAO

Jungdes de Ancoragem

I.  JungOes aderentes Célula-célula Forma, Tens3o e Sinalizagdo
Il. ~ Desmossomas Célula-celula Forca, Durabilidade e Sinalizacdo
~ . . Comunicagdo e Permitem a passagem directa
Jungdes Gap Célula-célula ¢ P g
de moléculas entre as células adjacentes
Jungdes Tight Célula-célula Controlam o fluxo de solutos e Sinalizacdo

Alem da funcdo primordialmente secretora, os odontoblastos também estdo criticamente
envolvidos na transmissao de estimulos sensoriais pois expressam canais i6nicos relacionados
com nocicepcdo, propagacao de sinais, bem como transducdo de estimulos quimicos, térmicos
e mecanicos (Magloire, Couble, Thivichon-Prince, Maurin, & Bleicher, 2009; Bleicher, 2013).
Tambeéem desempenham um papel na resposta imunitaria da polpa contra bactérias cariogénicas
ao serem capazes de reconhecer uma grande variedade de componentes bacterianos, sendo

potenciadores de respostas inflamatorias (Farges et al., 2008; Bleicher, 2013).
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1.4.2 A dindmica do complexo pulpo-dentinario

O complexo pulpo-dentinario reflete uma simbiose notavel que confere ao dente capacidade
de se defender e reagir perante as agressoes externas. Assim, torna-se importante perceber as

transformacdes celulares e tecidulares deste complexo em situagdes como:

e Envelhecimento;

e LesOes de carie;

e Efeito da preparacdo cavitaria;
o Efeitos das técnicas de adeséo;

e Desgaste dentario.

1.4.2.1 Envelhecimento do complexo pulpo-dentinério

O complexo pulpo-dentinario, tal como todos os tecidos corporais, altera-se com o tempo.
Segundo Nanci, (2012) “a alteragdo mais conspicua ¢ a diminuigdo do volume da camara pulpar
e dos canais radiculares pela continua deposi¢ao de dentina”. Num dente envelhecido, o canal
radicular apresenta uma quase completa obliteracdo, e esta restri¢cdo continua do volume pulpar
diminui a vascularizacdo da polpa e inicia muitas das restantes alteracdes pulpares que ocorrem

com o envelhecimento (Nanci, 2012; Daud, Nambiar, Hossain, Rahman, & Bakri, 2014).

Podemos observar na dentina, com o envelhecimento: encerramento completo dos tabulos;
formacédo de dentina escler6tica (frequentemente perto do apex dos dentes de individuos de
meia-idade), diminuindo a permeabilidade da dentina e tornando-a mais quebradica; e aumento

de tratos mortos aprisionados nos tubulos dentinarios (Nanci, 2012).

Daud et al. (2014) demonstraram que, a partir dos 20 anos, h4 uma diminuicdo gradual da
densidade celular de odontoblastos, células subodontoblasticas e fibroblastos pulpares em
cerca de 60% até aos 60-80 anos. Constataram também que existem alteracGes

histomorfoldgica relevantes:

e Os odontoblastos passam de células com formato colunar para uma morfologia ovéide
e mais curta. A disposigdo pseudo-estratificada torna-se mais evidente com a idade e

tornam-se mais compactas entre si (Figura 8 a,b);
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e As células subodontobléasticas, que possuem nucleos ovais grandes e citoplasma
eosinofilo, tornam-se, com o envelhecimento, progressivamente mais achatadas e com
escasso citoplasma (Figura 8 c,d);

e Os fibroblastos, com o envelhecimento, ficam mais achatados e com aspeto mais

fusiforme que os fibroblastos jovens (Figura 8 e,f).
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Figura 8 — Imagens de microscopia éptica de cortes histolégicos (Hematoxilina-Eosina) que mostram as
caracteristicas histomorfoldgicas de odontoblastos, células subodontoblasticas e fibroblastos pulpares de 2 grupos:
6-29 anos (a, ¢, e) e 50-80 anos (b, d, f). (Magnificacdo 315x). Adaptado de Daud et al. (2014).

Fibroblastos

Outras alterac6es pulpares que ocorrem com o envelhecimento sdo: a diminuicdo de colagénio,
levando ao aparecimento de feixes fibroticos; degeneracdo de axonios mielinizados e ndo-
mielinizados, que, com o aumento de dentina esclerética e dentina reparadora, explica a
reducdo da sensibilidade ao longo da vida; aparecimento de &reas irregulares de calcificacdo
distrofica, especialmente no centro pulpar (Nanci, 2012).
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Com o envelhecimento, ha uma reducdo progressiva na espessura da camada odontoblastica,
principalmente pela reducdo do tamanho das células (Couve, Osorio, & Schmachtenberg,
2012). Consequentemente, como afirmou Murray et al., em (2002), “o envelhecimento afecta
as actividades fisiologicas e funcionais dos odontoblastos, resultando numa menor capacidade

de responder as agressoes e redu¢ao da aposi¢ao e mineralizagao de dentina”.

1.4.2.2 Consequéncias da lesdo de carie no complexo pulpo-dentinério

A cérie é a doenga mais prevalente da cavidade oral. Desta forma, é fundamental percebermos
as repercussdes das lesdes de carie no complexo pulpo-dentinario, desde a fase inicial de lesdo

de esmalte até a invasdo dos tecidos vitais pulpares.

Em 1965, Brannstrom & Lind mostraram que “as rea¢fes inflamatorias na polpa comecam

quando o0 processo carioso ainda esta no esmalte”.

Jaem 1998, Bjgrndal & Thylstrup afirmaram que “as actividades metabdlicas do biofilme oral
séo espelhadas ao longo da interface polpa-dentina numa fase muito precoce da formacéo da

lesdo”.

Tal como qualquer tecido do nosso organismo, o complexo pulpo-dentinario evidencia um
comportamento defensivo perante situacdes de stress e agressdo. A principal forma de defesa
da dentina € a esclerose tubular pelos odontoblastos (Magloire, Bouvier, & Joffre, 1992). A
medida que a leséo de cérie progride, os odontoblastos vdo depositando minerais nos tabulos
dentinarios como resposta de defesa e, conforme Fejerskov & Kidd (2008), “esta obliteracdo
tubular pelos minerais, reduz ou bloqueia o fluido dentinario e, ainda, reduz a

hipersensibilidade a estimulos como o frio ou o jato de ar”.

Na polpa observam-se, em lesdes de carie activa, proliferacbes celulares na regido
subodontoblastica e ja foram encontradas células dendriticas em fases precoces (Fejerskov &
Kidd 2008).

Em lesdes de cérie de progressdo lenta, segundo Fejerskov & Kidd (2008), “a obliteragao
tubular é continua, ndo apenas pelo crescimento de dentina peritubular mas também como

resultado da re-precipitacdo dos sais minerais dentro dos tdbulos”.

Em lesGes de progressao rapida, a resposta de defesa dentinaria passa pela producdo de dentina
terciaria (reacional ou reparadora). Se os odontoblastos primarios conseguirem suportar a

agressdo produzem dentina reacional. Se os estimulos forem muito agressivos, 0s
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odontoblastos originais sdo destruidos e substituidos pelas odontoblast like-cells que produzem
dentina reparadora (Smith et al., 1995). A qualidade da dentina terciaria esta relacionada com

a actividade da lesdo, activa ou inactiva.

Com a progresséo da lesdo de cérie ao longo da dentina, pode haver odontalgia e pulpite, aguda
ou cronica (Fejerskov & Kidd, 2008; Hargreaves & Cohen, 2011).

Na pulpite aguda predominam os leucécitos polimorfonucleares. Ja as reac@es pulpares a lesées
de cérie profundas exibem exsudados inflamatorios cronicos com linfocitos, macrofagos e
plasmacitos, e formagao de dentina terciaria. A infiltracdo celular subjacente as lesdes de cérie
variam com a intensidade, e os leucécitos podem infiltrar a camada odontoblastica e a area
subodontobléastica, onde podem destruir os odontoblastos Fejerskov & Kidd (2008). Segundo
Magloire et. al (1992) esta destruicdo de odontoblastos forma uma “matriz especifica de restos
de odontoblastos e de tecidos, rica em moléculas activas, que estimulam as células pulpares a
elaborar uma camada tipo cartilagem (com colagénio tipo Il e XI), seguida da formacao de
dentina atubular pelas odontoblast-like cells”. Os mesmos autores afirmam que “a resposta dos

odontoblastos ¢ idéntica a resposta de células dsseas a uma agressao”.

Se 0 processo de cérie continua, a polpa pode, eventualmente, degenerar. A inflamagdo, como
resposta tecidular é o principal mecanismo de defesa contra trauma, agentes noxicos e eventos
imunoldgicos. A inflamacéo s6 € destrutiva para a polpa em casos avangados, onde 0 edema é
acompanhado por compressao dos vasos. O aumento da presséo dos fluidos tecidulares dentro
da polpa pode resultar em odontalgia e necrose (Fejerskov & Kidd, 2008).
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1.4.2.3 O efeito da preparacéo cavitaria no complexo pulpo-dentinario

Ohshima (1990) estudou o impacto da preparacdo cavitaria sobre os odontoblastos e capilares

pulpares, em molares de ratos Wistar (Fig. 9). O autor constatou que:

e Imediatamente apds a preparacdo cavitaria, os odontoblastos ficaram danificados e
foram separados da pré-dentina por um exsudado inflamatdrio rico em fragmentos de
odontoblastos destruidos. Verificou-se que houve aspiracdo de ndcleos odontoblasticos
para o interior dos tubulos dentinarios. A rede capilar subodontoblastica deslocou-se no
sentido da polpa, consequéncia da pressao exercida pelo exsudado;

e Ao fim de 6 horas, os odontoblastos diminuiram em nimero e comecgaram a evidenciar
figuras picnoticas;

e Um dia ap0s a preparacdo cavitaria, a quantidade de fragmentos celulares diminuiram
e identificaram-se células inflamatdrias (leucécitos polimorfonucleares e macré6fagos)
na camada odontobléastica degenerada. Em redor dos capilares, encontravam-se muitas
células com uma alta relacdo Nucleo/Citoplasma e nucléolos proeminentes. Os nucleos
no interior dos tdbulos dentinarios ainda eram identificaveis;

e Ao fim de 3 dias, o exsudado e os fragmentos celulares praticamente desapareceram.
Comecaram a alinhar-se novas células odontoblasticas de aspeto fusiforme e com
capacidade formadora, criando uma nova camada odontoblastica;

e Aos 5 dias, os capilares ja ndo se encontravam rodeados por elementos celulares. Os
odontoblastos recém-formados aumentaram em altura e comegaram a produzir dentina
reparadora. Verificou-se a existéncia de dois tipos de odontoblastos: células escuras
(com um complexo de Golgi bem-desenvolvido e um grande nimero de Reticulos
Endoplasmaticos Rugosos) e células claras (com poucos organelos);

e Aos 10 dias, ja se formou uma grande quantidade de dentina reparadora, distinguivel
da dentina primaria pelo arranjo tubular irregular. Os odontoblastos diminuiram em
altura;

e Aos 20-30 dias, os odontoblastos diminuiram em tamanho e em numero de organelos,
quando comparados com os dos 10 dias pds-preparacdo. Os capilares estabeleceram-se
na camada subodontoblastica a uma curta distancia dos odontoblastos, semelhante ao
que se observou nos dentes controlo. A camada odontoblastica era manifestamente
diferente em espessura, organizacéo e tipo celular da camada observada nos dentes

controlo.
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6 Horas apos i e .
Dente Controlo Preparo Cav?&rio 24 Horas ap6s Preparo Cavitario (1dia)

Figura 9 — Resposta e alteracdes ultraestruturais da camada odontobldstica e capilares subodontoblésticos apds a
preparacdo cavitaria de molares de rato. D — Dentina; PD — Pré-dentina; OB — odontoblastos; RD — Dentina
Reparadora; SSC — odontoblastos recém-formados fusiformes. Adaptado de Ohshima (1990).

Assim, ap0s preparacdo cavitaria, a resposta dos odontoblastos é a fragmentacdo, degeneracao
celular e aspiracdo dos nucleos para o interior dos tObulos dentinarios, bem como o

deslocamento do remanescente da camada odontoblastica, em direcdo pulpar, por pressdo do
exsudado inflamatorio.

Murray et al (2000) estudaram o efeito da preparacdo cavitaria em odontoblastos humanos.

Comprovaram que “o nimero de odontoblastos pode ser preservado apds preparacdo cavitaria
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¢ procedimento restaurador” (Murray et al., 2000). Contrariamente ao estudo de Ohshima, a
extracdo dos dentes ocorreu entre os 28-163 dias, impossibilitando a observacao da resposta
dos odontoblastos nos primeiros dias. No entanto, é possivel observar, na figura 6, a
reorganizacao celular da nova camada odontobléstica como resposta & preparagéo cavitaria e a
formacdo de dentina reparadora. Nesta, sdo evidentes as diferencas entre uma camada
odontoblastica pseudo-estratificada em palicada tipica e uma camada odontoblastica singular

de odontoblastos recém-formados menos organizada e de aspeto fusiforme, corroborando os

resultados de Ohshima.

Figura 10 — Odontoblastos associados a &reas de dentinogénese reacional e areas de dentina adjacente. Paciente do
sexo feminino; 14 anos de idade; extracdo efetuada 57 dias apos restauracdo da cavidade. D — Dentina; PD — Pré-
dentina; OB — camada odontoblastica na sua forma nativa; OB’ — camada odontoblastica singular, sem padrdo em
palicada, menos organizada e com células de aspeto fusiforme; RD — Dentina Reparadora. Adaptado de Murray et al.
(2000).

Apesar dos efeitos nefastos que a preparagdo cavitaria produz no complexo pulpo-dentinério,
havera sempre formas de tentar de minimiza-los: refrigeracdo continua durante a
instrumentacao, corte intermitente, brocas novas, pressao ligeira. No entanto, existem escassos
estudos que abordem este tema.
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1.4.2.4 O efeito das técnicas de adesdo no complexo pulpo-dentinario

Salles Scheffel et al. (2015) compararam os efeitos pos-operatorios (48 horas) do “ethanol-wet
bonding”, nos tecidos pulpares, com os efeitos do “water-wet bonding” (Fig.11). Em todos os
dentes do grupo ethanol-wet bonding e em 83,33% dos dentes do grupo water-wet bonding
apresentaram um ligeiro infiltrado inflamatorio celular (com leucécitos polimorfonucleares e
mononucleares), desorganizacdo/disrupcdo da camada odontoblastica, polpa central normal e

sem formacéo de dentina reacional.

Diversos estudos mostraram que, quanto mais profundo for o procedimento restaurador, e
portanto mais perto do complexo pulpo-dentindrio, maior a probabilidade de haver
repercussdes ao nivel do complexo pulpo-dentinario (Pashley, 1996; Perdigdo, 2010; Perdigéo,
Reis, & Loguercio, 2013)

Figura 11 — Imagens de Microscopia Optica de alta magnificacdo da resposta pulpar 48 horas apds ethanol-wet
bonding (& esquerda) e water-wet bonding (& direita). Observa-se disrup¢do da camada odontoblastica, infiltrado
inflamatdrio e nenhuma deposicdo de dentina reaccional. Adaptado de Salles Scheffel et al. (2015).

1.4.2.5 O desgaste dentério e o complexo pulpo-dentinario

Como afirma Cavacas et al. (2015) “o ruido industrial é um fator importante na patogénese do

desgaste dentario”, tal como a atricao e a abfracg¢ao.

Num estudo experimental sobre o efeito do ruido industrial sobre a dentina circumpulpar por
F.E.S.E.M. (Field Emission Scanning Electron Microscopy), Cavacas et al. (2013) relataram
nos animais submetidos ao ruido “a presenca de uma estrutura em forma de banda entre a

dentina e a polpa, compativel com dentina terciaria” (Fig. 12). As fibras de colagénio ficaram
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aprisionadas pela matriz mineralizada recém-formada. Esta banda era mais carbonatada que a
dentina e a organizacdo da malha de colagénio era mais espacada e desorganizada que nos

animais de controlo.

Cavacas et al. (2013) inferiram que “o ruido industrial constitui um forte estimulo capaz de
danificar os odontoblastos, promovendo a formacdo de dentina terciaria reparadora”.
Estabeleceram também que, “este processo envelhece precocemente o dente, tanto pelo
impacto direto do ruido pela vibragdo das estruturas, como pelo aumento do stress que acelera
0 desgaste dentario”.

Em 2015, Cavacas et al. observaram que a area média de perda de cuspide de molares, em
animais submetidos ao ruido, era significativamente diferente da perda dos animais de controlo.
Ao fim de 7 meses, no grupo controlo a perda foi de 17,3% e no grupo exposto foi de 46,5 %.
Singularmente, entre 0 4° € 0 7° més, os autores constataram “uma diminui¢do da dentinogénese
reacional com o aumento da dentina terciaria depositada”, que pode ser explicada “pela
distancia entre os odontoblastos, responsaveis pela producéo de dentina terciaria, e os tabulos
dentinarios, limitando a estimulacdo subsequente dos odontoblastos e causando a atenuacéo da
dentinogénese reacional, bem como, uma adaptacdo do organismo as condi¢des causadoras de

stress.

—t

39P2Q 5.0kV 13.0mm x2.50k SE(M)

Figura 12 — Micrografia por F.E.S.E.M. do teto da cdmara pulpar de um animal exposto ao ruido. Entre a dentina e
a polpa, observa-se uma banda densa (circulo). Adaptado de Cavacas et al. (2013).
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Il.  Objectivos e Hipoteses
Este trabalho tem por objectivo:

P Auvaliar histomorfologicamente se o dente, suplementado com soro de cultura celular e
incubado em estufa controlada, é um método de cultura organico in situ de

odontoblastos viavel.

As hipoteses de estudo sdo:

e Hipotese nula (Ho): ndo encontramos semelhangas histomorfologicas da polpa dos
grupos de cultura com DMEM (+1, +4 e +7 dias) com o grupo de controlo positivo

e Hipotese alternativa (H1): encontramos semelhancas histomorfoldgicas da polpa dos
grupos de cultura com DMEM (+1, +4 e +7 dias) com o grupo de controlo positivo.
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I11.  Material e Métodos
Critérios
Para o presente estudo, todos os dentes utilizados foram obtidos na Clinica Universitéaria Egas
Moniz, decorrentes dos tratamentos regulares dos pacientes, seguindo as normas do Banco de

Dentes Humanos da Clinica Universitaria. Cada participante foi informado e assinou o

respetivo consentimento.
Foram utilizados 30 dentes molares.

Como critérios de inclusdo, optou-se por se selecionar terceiros molares superiores e inferiores

higidos com indicacdo para extracdo em pacientes entre os 18 e 25 anos de idade.

Contrariamente, como critérios de exclusdo definiram-se terceiros molares superiores e
inferiores ndo-higidos: isto é, com lesdo de cérie activa ou inactiva; com presenca de
restauracdes (provisorias ou definitivas); que tenham sofrido forcas ortoddnticas; com lesbes
dos tecidos duros dentarios (atricdo, abrasdo, erosdo ou abfraccdo); com presenca de lesdo
periapical ou lateral presente nas radiografias complementares e/ou sintomatologia
concomitante (periodontite apical aguda, periodontite apical crénica, abcesso, granuloma ou
quisto); decorrentes de lesdo periodontal; consequentes de situacdes inflamatdrias pulpares ou

qualquer tipo de fratura.

Protocolo Experimental

Cada dente, imediatamente apds extracdo, foi lavado correntemente com agua, condicionado
com alcool etilico a 98% e solucdo desinfectante (Foam Unisepta®). No caso de haver tecidos

moles agregados, foram removidos com uma cureta cirurgica.

Para possibilitar a entrada do soro de cultura nos tecidos pulpares, optou-se por efetuar um
corte horizontal no dente e exibir o complexo pulpo dentinério apicalmente (Tjaderhane, Salo,

Larjava, Larmas, & Overall, 1998).

Para padronizacdo, todos os cortes foram executados ao nivel da juncdo amelocementéria, com
0 auxilio de uma turbina e de broca de odontosseccdo cirargica Zekrya FG (Maillefer-
Dentsply®). O corte foi efetuado com irrigacdo continua para prevenir o calor friccional da

polpa e a consequente morte dos odontoblastos e alterac6es pulpares (P E Murray et al., 2000).

41



O Dente Como Método Organico De Cultura In Situ De Odontoblastos: Avaliacdo Histomorfologica

Por motivos de seguranca, enquanto a peca era seccionada, fixou-se a coroa com um boticéo

cirurgico n°.0104-2 (ASA Dental®). O remanescente apical foi dispensado.

Prontamente, a peca foi colocada num tubo de recolha de dentes do Banco de Dentes Humanos

da Clinica Universitaria, e seguiu para o procedimento.

Os 30 dentes, ap0s a preparacdo descrita, foram aleatoriamente divididos em 6 grupos

principais:

e Grupo 0 (controlo positivo): 5 dentes;

e Grupo SF (soro fisiologico) (controlo negativo): 5 dentes;
e Grupo SM (sem meio) (controlo negativo): 5 dentes;

e Grupo +1 dia (com soro DMEM): 5 dentes;

e Grupo +4 dias (com coro DMEM): 5 dentes;

e Grupo +7 dias (com soro DMEM): 5 dentes.

Relativamente ao Grupo 0 (controlo positivo), os dentes foram colocados em tubos Falcon®

50ml com Formaldeido (3,7-4,0% tamponado em pH 7 e estabilizado com metanol, Panreac®).

Em relacdo ao Grupo SF (controlo negativo), os dentes foram colocados numa estufa universal
(Memmert®) a 37°C, em tubos Falcon® 50ml (Fig. 13), com Soro Fisiolégico, durante 11 dias.
N&o houve renovacdo do soro fisioldgico. As pecas foram controladas diariamente para

observacao de alteraces.

Analogamente, os dentes do Grupo SM (controlo negativo) foram colocados numa estufa
universal (Memmert®) a 37°C, em tubos Falcon® 50ml, sem meio, durante 3 dias. Os dentes

foram controlados diariamente.

Relativamente ao Grupo +1 dia, os dentes foram colocados em estufa universal (Memmen®) a
37°C, numa placa de 24 pocos (Fig. 14 e 15), (VWR®, 734-2325) com soro DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium, Life Technologies®) suplementado (Tabela 2), durante 1 dia.

Em relacdo ao Grupo +4 dias, os dentes foram colocados em estufa universal (Memmert®) a
37°C, na placa de 24 pocos (VWR®, 734-2325), com soro DMEM suplementado, durante 4

dias. O soro DMEM foi trocado no intervalo de 2 dias.

Em relacdo ao Grupo +7 dias, os dentes foram colocados em estufa universal (Memmert®) a
37°C, na placa de 24 pocos (VWR®, 734-2325), com soro DMEM suplementado, durante 7
dias. O soro DMEM foi trocado a cada 2 dias.
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Tabela 2 — Constituintes e Suplementos do soro DMEM (1000 ml)

Constituintes Concentracéo
Glucose 4500 mg/L
L-Glutamina 4 mM/L
Piruvato de Sédio 25 mM/L
Suplementos Concentracéo
Soro Bovino Fetal (FBS) 100 mL/L
Meio Essencial Minimo (MEM) (Sigma-Aldrich®) 1 ml/L
Penicilina/Estreptomicina 1 pg/Img /L
Fungizona 2,5 mg/ml /L

Apds o tempo estipulado, todas as pecas foram fixadas em Formaldeido (3,7-4,0% tamponado

em pH 7 e estabilizado com metanol, Panreac®) nos respetivos tubos Falcon® 50ml.

Em seguida, ap6s fixacdo em formol, todos os grupos seguiram para o procedimento de
descalcificagéo.

Protocolo de Descalcificacéo

No proprio recipiente, os dentes foram imersos em Acido Tricloroacético (5%) durante 45 dias
(Sanjai et al., 2012). O Acido Tricloroacético foi trocado a cada 7 dias.

Inicialmente, o controlo da descalcificacdo das pecas foi clinico. Apds observacéo e palpacéo,
devido ao atraso na descalcificacdo, optou-se por colocar as pecas com o descalcificante numa
estufa a 45°C, para acelerar a descalcificacdo (Sanjai et al., 2012). Entretanto, controlou-se a

descalcificagédo radiograficamente quando as pecas apresentaram alguma evolucéo.

Devido a maior espessura de esmalte oclusal (Fig. 16), a descalcificacdo nesta zona foi mais
demorada. Optou-se por emergir apenas a porcdo coronaria que apresentava esmalte em Biodec
R (Bio-Optica ® — &cido cloridrico, acido férmico, agua destilada) durante 10 dias. A por¢édo
apical (camara pulpar exposta) foi coberta com uma gaze embebida em formol. Apds este

periodo as pecas foram lavadas em agua corrente e repousaram 24 horas em formol.

Em seguida, os dentes foram cortados longitudinalmente no seu maior eixo e colocados em
Acido Tricloroacético durante mais alguns dias. Por fim, permaneceram em formol até ao

procedimento de parafinizacao.
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Microscopia Optica

As pecas foram incluidas pelo método de parafinizacdo, cortadas no sentido longitudinal em

micrétomo e coradas com a coloragdo de Hematoxilina e Eosina (HE).

Os cortes foram observados em microscéopio optico Leica® DMLB, e fotografado com Leica®
DFC290 HD utilizando o software L.A.S. (Leica Application Suite).

Andlise Estatistica

A anélise estatistica descritiva foi efetuada com o software SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences), versao 22 para Windows®.

Figura 13 — Amostras em formol (10%) num Falcon® 50ml.

Figura 14 — Placa de 24 pocos, com algumas amostras submergidas em soro DMEM.
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Figura 15 — Dente colocado num dos pogos da placa, submergido em soro DMEM.

Figura 16 — Dente durante o processo de descalcificacdo. Observamos que durante a descalcificacdo, a
quantidade de esmalte oclusal é ainda considerdvel. Nas faces axiais j& observamos dentina, tendo em
consideragéo a menor espessura de esmalte nessa zona.
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IV. Resultados
1. Caracterizacédo da amostra
1.1 Posicéo na arcada

Neste estudo, foram utilizados 30 terceiros molares. Como se pode observar na tabela 3, a
maioria dos dentes eram terceiros molares superiores (73,3 %, n = 22), enquanto que 0S

restantes eram terceiros molares inferiores (26,7%, n= 8).

Tabela 3 - Posicéo na arcada dos dentes utilizados no estudo

Frequéncia  Percentagem (%)

Superior 22 73,3
Inferior 8 26,7
Total 30 100,0

1.2 Quanto ao género

No presente estudo, a maioria das pecas dentarias provinham de individuos do sexo feminino

(73,3 %, n = 22), enquanto que os restantes eram do sexo masculino (26,7%, n = 8) (Tabela 4).

Tabela 4 — Género do paciente

Frequéncia  Percentagem (%)

Masculino 8 26,7
Feminino 22 73,3
Total 30 100,0

1.3 Quanto a rizogénese

Neste estudo, a maioria dos dentes apresentavam rizogénese completa (86,7 %, n = 26), e 0s

restantes tinham rizogénese incompleta (13,3%, n = 4) (Tabela 5).

Tabela 5 — Rizogénese das pecas dentarias

Frequéncia  Percentagem (%)

Rizogénese completa 26 86,7
Rizogénese incompleta 4 13,3
Total 30 100,0
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2. Analise Histomorfoldgica
2.1 Testes-piloto de descalcificacdo

Efetuaram-se testes-piloto de descalcificacdo onde se testou acido nitrico (5%), &cido
tricloroacético (5%) e EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) (5%) em dentes fixados
imediatamente apds extracdo. Na figura 17 podemos observar que, em comparacao com a
descalcificacdo com o acido tricloroacético (Fig. 17B), o dente descalcificado em acido nitrico
(Fig. 17A) apresenta uma pré-dentina menos densa, uma camada odontoblastica singular e

atipica, e uma menor densidade celular.

Figura 17 — Fotomicrografias de cortes transversais de dentes descalcificados em &cido nitrico (A)
(magnificacdo 400x, coloragdo HE) e em &cido tricloroacético (B) (magnificacéo 400x, coloragdo HE).
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2.2 Grupos
2.2.1 Grupo 0 (Controlo Positivo)

A figura 18 representa os tecidos pulpo-dentinarios de um dente do grupo 0, numa regido
proxima do corno pulpar. Podemos observar a dentina secundaria circumpulpar, pré-dentina
homogénea, uma camada odontoblastica pseudo-estratificada em palicada, com uma
morfologia celular em “forma de pera” e fusiformes, condizente com a regido. Observam-se

também vesiculas de matriz ao longo da camada odontobléstica.

Figura 18 — Fotomicrografia Optica de corte transversal de dente do grupo 0 (Magnificacdo 400x; Coloragdo HE).
Constata-se a presenca de Dentina (D), Pré-dentina (Pd), Camada odontobléstica (Odb), vesiculas de matriz (V).
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2.2.2 Grupo SF (Controlo Negativo)

A figura 20 representa os tecidos pulpo-dentinarios de um dente do grupo SF.
Macroscopicamente, antes e apds o tempo estipulado em estufa, podemos observar uma
alteracdo na regido de um dos cornos pulpares (Fig. 19). Microscopicamente, podemos
observar a dentina circumpulpar. No entanto, ha o colapso generalizado e astenia do tecido
pulpar, principalmente na regido do corno (Fig. 20), compativel com as observacdes
macroscopicas. Nas zonas onde persiste o contacto com a camada odontobléastica observa-se
lise celular. E de destacar a auséncia de pré-dentina.

Figura 19 — Macrofotografia de um dente do grupo SF antes (A) e ap6s 11 dias em estufa
controlada. Observa-se o colapso (setas) de um dos cornos pulpares ap6s o tempo em estufa.

Figura 20 — (A) Fotomicrografia dptica de corte transversal de dente do grupo SF (Magnificacdo 100x; Coloracdo HE). (B)
Fotomicrografia 6ptica da ampliagdo da regido rectangular em A (Magnificagdo 400x; Coloracdo HE) de uma regido pulpar
colapsada. D- Dentina.
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2.2.3 Grupo SM (Controlo Negativo)

A figura 22 representa os tecidos pulpo-dentinarios de um dente do grupo SM.
Macroscopicamente, é evidente o colapso do tecido pulpar (Fig. 21). Microscopicamente,
podemos observar dentina circumpulpar, auséncia de tecido pulpar, e na regido do teto pulpar
observa-se o colapso e 0 empurramento do contetido pulpar no sentido da dentina (Fig. 22). E

evidente a acumulacéo de tecido celular nesta regido e a presenca de vestigios nucleares. Nao
se observa camada odontoblastica nem pré-dentina.

Figura 21 — Macrofotografia de dente do grupo SM antes de ser colocado em estufa
controlada (A) e apés 3 dias (B). Observa-se o colapso que o tecido pulpar sofreu (B).

Figura 22 — (A) Fotomicrografia dptica de corte transversal de dente do grupo SM (Magnificagdo 100x; Coloracéo

HE). (B) Fotomicrografia dptica da ampliagdo da regido rectangular em A (Magnificacdo 400x; Coloracdo HE),
onde se observa o colapso e a compressao pulpar no sentido da dentina. D- Dentina.
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2.2.4 Grupo +1 dia

A figura 23 exibe os tecidos pulpo-dentinarios de um dente do grupo +1 dia. Na regido mais
cervical denota-se uma camada odontoblastica pseudo-estratificada mais densa que na restante
regido pulpar e uma camada de pré-dentina mais espessa. A medida que se progride até ao
corno pulpar, a camada odontoblastica torna-se singular € menos densa e as células
odontoblasticas estdo parcialmente despegadas da pré-dentina, permitindo a visualizacdo dos

prolongamentos odontoblasticos. Podemos observar junto ao corno pulpar uma regido de

disrupcao da camada odontobléstica.
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Figura 23 — (A) Fotomicrografia Optica de corte transversal de dente do grupo +1 dia (Magnificagdo 40Xx;
Coloragéo HE). (B) Fotomicrografia optica de regido cervical do mesmo dente (Magnificacdo 400x; Coloracéo
HE), com Dentina (D), Pré-dentina (Pd) e camada odontobléastica (Odb). (C) Fotomicrografia Optica de regido
do corno pulpar do mesmo dente (Magnificacdo 400x; Coloracdo HE), com Dentina (D), Pré-dentina menos
espessa (Pd’) e camada odontoblastica menos densa e com prolongamentos odontoblasticos visiveis (Odb’).

52



Resultados

2.2.5 Grupo +4 dias

A figura 24 representa os tecidos pulpo-dentinarios de um dente do grupo +4 dias. Observa-se
a dentina circumpulpar. O tecido pulpar evidencia uma arquitetura aparentemente normal. Por
um lado, observamos numa das regides uma camada odontoblastica com sinais de apoptose e
lise celular, atipica e afastada da dentina secundaria, com auséncia de pré-dentina (Fig. 24 B).
Por outro lado, observamos uma zona com uma camada odontoblastica afastada de uma regido

que a separa da dentina, podendo corresponder a resquicios de pré-dentina.

v 7 ! e SR P A
Figura 24 — (A) Fotomicrografia Optica de corte transversal de dente do grupo +4 dias (Magnificacdo 100x;
Coloracdo HE). (B) Fotomicrografia éptica mesmo dente (Magnificacdo 400x; Colora¢do HE), com Dentina
(D), e camada odontoblastica alterada com sinais de lise celular (*). (C) Fotomicrografia dptica de regido mais
coronal do mesmo dente (Magnificacdo 400x; Coloracdo HE), e observa-se vestigios de pré-dentina (Pd’)
bastante heterogénea.
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2.2.6 Grupo +7 dias

A figura 25 representa os tecidos pulpo-dentinarios de um dente do grupo +7 dias. O tecido
pulpar evidencia uma arquitetura aparentemente normal. Observamos dentina circumpulpar,
pré-dentina e uma camada odontoblastica pseudo-estratificada espessa, de morfologia
fusiforme, semelhante a observada no controlo positivo (Fig. 18) e +1 dia (Fig. 23). Podemos
observar também uma orientacdo diferente dos tubulos dentinarios, no sentido longitudinal
(Fig. 21B)

Figura 25 — (A) Fotomicrografia dptica de corte transversal de dente do grupo +7 dias (Magnificacdo 100x;
Coloracao HE). (B) Fotomicrografia 6ptica mesmo dente (Magnificacdo 400x; Coloragdo HE), de uma regido
de thbulos dentinarios com uma orientagdo diferente. (C) Fotomicrografia 6ptica de regido mais cervical do
mesmo dente (Magnificacdo 400x; Coloragdo HE) com dentina secundaria (D), pré-dentina (Pd) e camada
odontobléstica (Odb).
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V. Discussao

As células humanas primarias recriam as circunstancias fisiologicas das condigdes in vivo e

produzem dados mais relevantes dos sistemas vivos.

O estudo de celulas in vitro fornece um metodo de estudo num ambiente controlado. No
entanto, como afirmam Ratner, Hoffman, Schoen, & Lemons (2012) “os sistemas in vitro ndo
conseguem recriar a complexidade da biologia in vivo”, “tém a dificuldade de recriar a
tridimensionalidade ambiental e a sinalizagdo temporal e espacial”. Assim, torna-se dificil

concluir com certeza as respostas celulares observadas em inimeros estudos in vitro.

Atualmente, enfrentamos a mesma dificuldade quando tentamos estudar as respostas pulpares
e, mais concretamente, a dinamica dos odontoblastos. Estas células, como ja descrito
anteriormente, sdo um caso muito peculiar porque estdo envolvidas por tecidos mineralizados

(esmalte, dentina e cemento) e que dificultam o seu acesso e observacéo.

Em relacéo a este estudo, o método testado € um método de cultura in situ ex vivo, isto €, é um
método de cultura de células e tecidos primarios no seu meio natural (o dente) e fora do
organismo que, com a aplicacdo de um soro de cultura celular, possa manter as suas

caracteristicas histomorfoldgicas num intervalo de tempo.

Analise da metodologia empregue

Inicialmente, pretendiamos usar primeiros pré-molares para o estudo (Salles Scheffel et al.,
2015) mas, devido a escassez, optdmos por terceiros molares (Couve, Osorio, &
Schmachtenberg, 2014; Gronthos et al., 2002; Sabatini et al., 2014; Tjaderhane et al., 1998)
porque sao os dentes higidos exodonciados com mais frequéncia na Clinica Universitaria Egas

Moniz, por motivos ortodonticos.

Uma vantagem da utilizacdo de terceiros molares é o facto de a polpa ser 2 a 3 vezes maior que
a polpa dos pré-molares (Kumar, 2011). Contrariamente, uma limitacdo é a grande
variabilidade anatémica pulpar dos sisos. Este aspeto revelou-se importante porque, em alguns
dentes, o teto da cdmara pulpar coincidiu com o nivel da jungcdo amelocementéria, diminuindo
a area pulpar disponivel. Pelo que, para obtermos uma maior area de polpa, recomendamos que

o corte horizontal seja efetuado abaixo da juncdo amelocementaria.
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Para que os tecidos pulpares continuassem a ser nutridos, ap0os a extracdo, foi indispensavel
efetuar um corte longitudinal ao nivel da juncdo amelocementaria, para expor o tecido pulpar
(Tjaderhane et al., 1998; Tjaderhane et al., 2001; Daud et al., 2014; Ricucci, Loghin, Lin,
Spangberg, & Tay, 2014). A coroa ficou virada para baixo, expondo a polpa e facilitando o
contacto com o meio de cultura e com o formol. Assim, sendo a polpa um tecido altamente
permeavel e os odontoblastos ricos em juncbes especializadas (tabela 1), testimos se a
utilizacdo de um soro de cultura seria capaz de manter a hidratacdo e difundir nutrientes pelos
tecidos. Também devemos considerar o efeito da gravidade como um fator relevante na difusdo

do soro.

O meio de cultura utilizado foi o DMEM, pela sua alta concentracdo de glucose e L-Glutamina.
Para além disso, na tentativa de impedir a contaminacéo bacteriana e fungica durante a cultura

em estufa, suplementamos o soro com penicilina/estreptomicina e fungizona.

Opostamente, pretendeu-se sujeitar os dentes a condi¢des extremas e observar essas alteraces
histomorfolégicas. Por um lado, colocdmos em soro fisiologico, que apesar de isotonico, ndo
tem nutrientes nem aminoacidos e, em segundo, sem qualquer meio para observar a reacao

pulpo-dentinaria num meio de extrema secura.

Relativamente a estufa utilizada, a unica limitacdo apresentada prende-se com o facto de nao
ser com CO; controlado. Por outro lado, para minimizar a contaminacao durante a manipulacao
dos soros, antes e depois da abertura da estufa, efectuou-se esterilizagdo com alcool a 70% e

utilizou-se materiais descartaveis.

Os cortes foram realizados com instrumentos rotatorios manuais. Os nossos resultados
histologicos estdo em conformidade com alguns autores (Murray et al., 2000; Emeth, Rman,
& Artingie, 2006), isto é, o corte exercido (com minima pressao, utilizando brocas novas e com
irrigacdo constante) minimizou os efeitos ao nivel da polpa, afectando apenas algumas zonas
proximas do corte. Na maioria dos casos, a arquitetura pulpar pareceu manter-se totalmente

intacta.

Durante o corte dos dentes experienciamos alguns obstaculos no corte longitudinal, pois houve
a permanéncia de remanescentes de esmalte, sobretudo em oclusal. Consequentemente, a
dureza destes remanescentes pode resultar em ressaltos durante o corte manual, tornando estas
superficies irregulares para o processamento em micrétomo. Assim, durante a observacéo de
algumas laminas constatou-se que existiam diferencas na orientacdo dos tabulos dentinarios e

dos tecidos pulpares, resultado da irregularidade da peca histoldgica (Figura 21B). Assim, para
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obtermos um corte mais preciso e facilitado, recomendamos a utilizacdo de instrumentos

mecanicos de corte.

A descalcificacdo de 0sso e dentes € um passo essencial no processamento de tecidos. Como
afirma Sanjai et al. (2012), “a velocidade de descalcificacdo e o efeito dos agentes
descalcificantes nos tecidos e suas caracteristicas de coloracdo” sdo dois parametros

fundamentais para a escolha do descalcificante.

Tendo em consideragdo este aspeto, tornou-se essencial definir o descalcificante que
apresentava uma velocidade de descalcificacdo rapida e que mantivesse a integridade dos
tecidos pulpares. Por este motivo, consumamos testes-piloto de descalcificacdo com pecas
dentarias, que foram colocadas em Acido Nitrico (5%) e EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético) (5%). Em relacdo a descalcificacdo em acido nitrico, o processo de
descalcificagdo foi rapido, no entanto a preservacdo da integridade dos tecidos pulpares nao
preencheu os requisitos (Figura 13). Relativamente a descalcificacdo com EDTA, o processo
foi muito lento, mesmo com tentativas de aceleracdo com ultrassons (Sanjai et al. 2012), pelo

que ndo se dispunha do tempo necessario para que a descalcificacdo com EDTA findasse.

Desta forma, optdmos por efetuar a descalcificagdo com &cido tricloroacético (5%) que,

segundo Sanjai et al. (2012), apresenta:

e Maior velocidade de descalcificacdo em relacdo ao EDTA e menor velocidade que o
acido nitrico;

e Maior capacidade de preservacao dos tecidos pulpares que o &cido nitrico e menor que
0 EDTA.

Procedemos a descalcificagdo durante 45 dias, com troca semanal da solucéo (Sanjai et al.,
2012). Contudo, ap6s os 45 dias recomendados, todos 0s dentes apresentavam uma grande
espessura de esmalte oclusal, que impediu a descalcificacdo desta zona. Na tentativa de
ultrapassar este problema, colocdmos os dentes na mesma solucdo em estufa a 45°C. Mesmo
assim, a descalcificagdo em oclusal ndo finalizou. Pesquisdmos na literatura alternativas para

ultrapassar este problema, mas ndo encontramos bibliografia sobre esta matéria.

Desenvolvemos um método alternativo para remover o esmalte oclusal. Emergimos cada dente
em Biodec, até onde apresentava esmalte. Durante 10 dias, controldmos a descalcifica¢do, com
limpezas diarias dos remanescentes calcicos. Apds esse tempo, os dentes foram colocados
novamente em acido tricloroacético para uniformizar a descalcificagdo. Constatamos que este

método acelerou a descalcificagdo das pecas sem comprometer a viabilidade dos tecidos moles.
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Assim, 0s nossos resultados de descalcificacdo levam-nos a discordar dos tempos propostos
por Sanjai et al. (2012). Em estudos futuros, é fundamental iniciarmos o procedimento de
descalcificagdo pela remocdo de esmalte com um descalcificador rapido, protegendo a polpa
durante esse procedimento e, de seguida, finalizarmos com um descalcificador lento, para

obtermos uma uniformizacdo do processo.

Analise histomorfoldgica

Segundo Linde e Goldberg (1993) “a pré-dentina € uma caracteristica constante em dentes
saudaveis”. Quando observamos a presenga de pré-dentina, estamos perante uma camada
odontoblastica funcional subjacente, ja que é a responsavel pela sua producdo (Linde &
Lundgren, 1995; Goldberg, Kulkarni, Young, & Boskey, 2012).

Nos dentes do grupo O (controlo positivo) era expectavel a presenca de pré-dentina,
caracteristica que se observou, estando em concordancia com os estudos de Linde e Goldberg
(1993).

Contrariamente, nos grupos de controlo negativo (SF e SM) ndo se observou a presenca de pré-
dentina, facto compreensivel e expectavel, em nossa opinido, ja que os dentes foram sujeitos a

condicdes propicias a causar a astenia e colapso dos tecidos pulpares.

Relativamente aos grupos de cultura com soro DMEM em estufa (+1, +4 e +7 dias), verificou-
se a presenca de pré-dentina, acompanhado de caracteristicas celulares e morfoldgicas
condizentes com uma polpa aparentemente normal ou com minimas alteragbes, quando
comparada com o grupo de controlo positivo. Assim, relativamente a hipotese do soro utilizado
ter capacidade para suportar os tecidos pulpares in situ ex vivo em estufa, é plausivel inferir
que o contacto com a polpa permitiu, aparentemente, a conservacao de uma histomorfologia

semelhante a do grupo de controlo positivo.

No entanto, apesar dos resultados promissores, é fundamental uma otimizacdo dos
procedimentos de corte e da técnica de descalcificagdo de forma a podermos uniformizar os

resultados histoldgicos.
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VI. Conclusdes

O dente, suplementado com soro de cultura celular e incubado em estufa controlada, pode ser

um método organico promissor de cultura in situ de odontoblastos.

Assim, rejeitamos a hipdtese nula ja que ndo encontramos diferencas histomorfoldgicas da
polpa dos grupos de cultura com DMEM (+1, +4 e +7 dias) em compara¢ao com o grupo de

controlo positivo.

Concluimos também que é necessaria uma otimizacdo do corte e do procedimento de
descalcificagdo para se obter uma homogeneizacdo dos resultados histologicos em estudos

futuros.

Perspectivas futuras
No futuro pretendemos:

P Optimizar o procedimento de corte;
P Optimizar o processo de descalcificacao;
P Estudar e caracterizar o tecido pulpar para melhorarmos a suplementacdo do soro de

cultura celular.
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VIIl.  Anexos

7 an e de Caparica, 29 de janeiro de 2015

Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “O dente como método organico de
situ de odontoblastos: avaliagao histomorfologica”, foi aprovado por unanimidade.
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