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Resumo

Introducéo

A estrutura dentaria é alvo de bactérias intra-orais que iniciam 0 processo carioso
através da desmineralizacdo do esmalte dentario. Os microorganismos atingem o complexo
dentino-pulpar e liberam seus subprodutos chegando até a polpa, estimulando o0s
odontoblastos a desenvolverem respostas imune/inflamatérias a estes estimulos (1). As
células imunes estdo presentes tanto em polpa sadia quanto inflamada, e podem contribuir no
processo de resolucdo da inflamacéo pulpar (5, 6, 7, 8). O complexo dentino-pulpar reconhece
antigenos bacterianos através de imunoglobulinas presentes no fluido dentinario, de
odontoblastos, neuropeptideos inflamatorios, células dendriticas, “natural killers”, células T,
citocinas e quimiocinas (4). O ligante do receptor NFkB (RANKL) e as citocinas pro-
inflamatorias possuem papel importante na osteoclastogénese de doencas periodontais (9,11).
Numa desordem de homeostase tecidual os linfocitos T ativados produzem RANKL, levando
a inducdo da osteoclastogénese (10). A reabsorcdo dentéria interna permanece como um
mistério na Endodontia, onde autores preconizam trauma prévio (12, 13, 14, 15) ou sendo
decorrente de resposta inflamatoria cronica. Como os odontoblastos séo as primeiras células
em contato com produtos bacterianos (1, 2, 3), sugere-se que 0s mesmos tém papel importante
na expressao de sinais bioquimicos, capazes de desencadear uma resposta protetora por parte
dos tecidos pulpares, através de citocinas e outros produtos celulares. Nao ha relatos sobre os
efeitos destes componentes diretamente sobre a expressdo e modulagdo destes mecanismos
que levam a ativacdo e diferenciacdo de odontoblastos (16). O presente projeto busca

compreender melhor os mecanismos de ativacdo de processos de reabsor¢do da dentina
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mediados por células odontoblasticas, caracterizando o papel das mesmas na modulacdo
reabsortiva.
Metodologia

A amostra contempla um total de 18 ratos Wistar machos serdo utilizados: 6 controles
(solucdo salina estéril), e 12 experimentais (6 recebendo lipopolissacarideo bacteriano e 6
recebendo &cido lipoteicdico). Os procedimentos experimentais serdo realizados sob anestesia
com mistura de quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), administrada por via
intraperitoneal. Apds anestesia, serdo realizados preparos cavitarios pelo mesmo operador
para exposi¢do pulpar na face oclusal do primeiro molar inferior esquerdo com broca carbide
esférica ¥4 a 1.500 rpm em motor elétrico de baixa rotacdo sob irrigacdo (BLM 600, Driller,
Sdo Paulo, SP, Brasil). Os preparos terdo como referéncia de profundidade para a exposicao
pulpar a parte ativa da broca (uma vez e meia). Durante o procedimento, sera feita irrigacdo
com soro fisioldgico e aspiracdo com a finalidade de remover raspas dentinarias produzidas e
evitar aquecimento excessivo da polpa. O LPS e LTAC serdo aplicados com pellet, ambos na
concentracdo de 1 mg/ml, diluidos em solucdo salina estéril, diretamente nas cavidades, que
serdo seladas com amalgama de prata. Ao final dos procedimentos, 0s animais passarao por
um periodo de recuperacdo no laboratorio (24 h), onde serdo observados em relagdo a
qualquer alteracdo comportamental antes de retornarem ao vivario. Ap6s 72 horas 0s animais
serdo submetidos a eutanasia, atraves de inducdo por anestesia profunda com isoflurano e as
mandibulas serdo removidas e fixadas em formalina tamponada 4% por 48 horas. As pecas
serdo a seguir descalcificadas em EDTA 15% pH 7.5 por 30 dias e processadas para inclusao
em parafina. Secgdes seriadas de 5 um serdo cortadas e montadas em laminas sialinizadas;
apos desparafinizacdo as mesmas serdo submetidas a bloqueio de peroxidase enddgena (H,0,)
e incubadas com soro normal para reduzir o background. A seguir, as ldminas serdo incubadas
com anticorpos primarios para deteccdo de RANK, RANKL, CCL5 e CCR5 (Santa Criz
Biotecnology, Santa Cruz, CA, USA) por 12 horas a 4°C e ap06s a remoc¢édo do excedente de
anticorpos ndo ligados, as sec¢Oes serdo incubadas com anticorpos secundarios conjugados
com biotina. Ap6s nova lavagem com tampdo para remocao de anticorpos secundarios nao
ligados, as sec¢des serdo incubadas com streptavidina conjugada com peroxidase e a seguir
com substrato colorimetrico diaminobenzidina (DAB). As laminas serdo contra-coradas com
hematoxilina e analisadas sob microscopia de luz para estudo quantitativo da presenca de
células inflamatérias na regido do conjuntivo gengival em microcampos num total de 1 mm?

sob aregido da perfuracdo. Além disso, serdo rastreadas células positivas para os marcadores
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de interesse em toda a extensdo da polpa. A presenca de lacunas de reabsorcdo presentes na
dentina adjacente a polpa serdo também quantificadas, bem a como a presenca de células
multinucleadas. As imagens serdo capturadas e analisadas através de software apropriado
(ImagePro® 8, Media Cybernetics). Os resultados obtidos serdo analisados por meio de
estatistica descritiva das variaveis e serdo apresentados sob a forma de tabelas e graficos. Os
dados referentes ao nimero de células positivas para cada marcador e nimero de lacunas de
reabsorcéo serdo analisados pelo teste paramétrico ANOVA (one-way), seguido de Post-hoc
Bonferroni ou ndo-paramétrico Kruskal-Wallis seguido de Post-hoc de Dunn, a depender dos
resultados da andlise de distribuicdo gerada pelo teste de Shapiro-Wilke. Os dados serdo
analisados através de software (GraphPad 5 for Mac Stat Pack) e diferencas consideradas
significantes se P<0.05.
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