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RESUMO

A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no controle do
fluxo sanguineo e da inflamacdo pulpar bem como o desenvolvimento de
materiais a serem empregados nos procedimentos conservadores em
endodontia, sdo relevantes para a clinica odontologica. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a resposta da polpa dental a protecdo pulpar indireta com
substancias que interferem com a neurotransmissao do NO, como o L-NAME e
o Sildenafil, incorporados em sistema polimérico bioadesivo e termo-sensivel
(gel). Ratos Wistar machos foram submetidos ao preparo cavitario de classe |
na mesial no sulco central dos molares superiores e inferiores (experimento |) e
protec&o pulpar indireta (experimento Il), e o estado pulpar foi avaliado quanto
a presenca de infiltrado inflamatério. A resposta inflamatdria mais intensa foi
observada trés dias ap6s o preparo cavitario. Aparentemente, 0 uso apenas do
gel intensificou a resposta inflamatéria. Efeito dual foi observado com o gel
acrescido de Sildenafil. Enquanto que em baixa concentracdo (0,015%, p/p) o
Sildenafil promoveu um efeito positivo sobre o estado pulpar, em em
concentracdo maior (0,15%, p/p) o mesmo composto induziu resposta
inflamatoria severa e necrose pulpar. Este € um estudo pioneiro que usa um
sistema polimérico bioadesivo e termo-sensivel contendo substancias que
interferem com a neurotransmissdo do NO na protecdo pulpar indireta. Os
resultados obtidos mostram que a concentracdo de NO local pode ser
determinante na resposta pulpar, desde que Sildenafil 0,015% (p/p) promove
diminuicao do processo inflamatorio e melhora do estado pulpar, enquanto que
Sildenafil 0,15% (p/p) resulta em intensa inflamagé&o e necrose. Estudos futuros
para a verificacdo dos efeitos desse gel na polpa dental, bem como dos
provaveis mecanismos moleculares relacionados aos efeitos do Sildenafil na

protecdo pulpar indireta deverao ser realizados.

Palavras-chave: Oxido nitrico, Sildenafil, L-NAME, sistema polimérico

bioadesivo (gel), protecdo pulpar indireta, ratos.



ABSTRACT

Comprehension of molecular mechanisms involved in the control of blood
flow and dental pulp inflammation as well as the introduction of new materials to
be used in the dental pulp conservative procedures are important for the
dentistry clinic. The aim of the present work was to evaluate the dental pulp
state after indirect pulp capping using substances that interfere with nitric oxide
(NO) neurotransmission such as L-NAME and Sildenafil, incorporated to a
polymeric bioadhesive system (gel). Male Wistar rats were submitted to
maxillary and jaw first molars class | cavity preparation (experiment I) followed
by indirect pulp capping (experiment Il), and the pulp state was evaluated
considering the inflammatory infiltrate. The most intense inflammatory response
was observed three days after cavity preparation. Seemingly, the use of the gel
of polymeric intensified the inflammatory response. Dual effect was observed
with gel plus Sildenafil. While in low concentration Sildenafil (0.015% w/w)
promoted a positive effect on the pulp state, in larger concentration (Sildenafil
0.15% wi/w) it caused severe inflammatory response and pulp necrosis. This is
a pioneer study using a polymeric bioadhesive and thermosensitive system
(gel) containing substances that interfering with NO neurotransmission in the
indirect pulp protection. The present results show that the NO concentration
may be determinant in the pulp response, since Sildenafil 0.015% promotes
decrease of the inflammatory process and improve the pulp state, while
Sildenafil 0.15% induces inflammation and necrosis. Future studies on
verification of the effects of the polymeric gel in the dental pulp response, as
well as of the probable molecular mechanisms related to the effects of Sildenafil

in the protection indirect pulp should be conducted.

Keywords: nitric oxide (NO), Sildenafil, L-NAME, polymeric bioadhesive system

(gel) indirect pulp capping, rats.
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1. INTRODUCAO

A realizacdo do tratamento conservador da polpa dental é uma das
principais atividades do clinico geral. Isto porque, amiude, defronta-se com
pacientes cuja queixa principal se traduz por sintoma doloroso localizado em
algum dente, quase sempre com lesao cariosa, expondo ou nao a polpa dental
(HARGREAVES; GOODS, 2002). Os tratamentos conservadores
compreendem a protecdo pulpar indireta, a protecdo pulpar direta e a
pulpotomia, que tém por objetivo diminuir a agressdo imposta por agentes de
origem quimica, bacteriana, mecéanica ou térmica, bem como preservar a
vitalidade e a funcédo pulpar (RUTHERFORD; FITZGERALD, 1995; TZIAFAS et
al., 2005). Basicamente, duas estratégias tém sido utilizadas no tratamento
conservador da polpa: i) o preparo cavitario para remoc¢do da agressao e
posterior isolamento do complexo dentina-polpa e, i) o capeamento com
materiais que estimulem processos bioldgicos que levem a dentinogénese
(TZIAFAS et al., 2005).

A reacdo inflamatéria pulpar apds agressdo ou preparo cavitario é
caracterizada por altera¢des do fluxo sanguineo, das células do sistema imune
e da reatividade neural (LAW et al., 1999). Evidéncias experimentais indicam
gue o oxido nitrico (NO) participa de todas estas alteracdes, atuando como
mediador da homeostase vascular (BERGREEN; HEYERAAS, 1999; KISPELY!I
et al., 2005), modulador da atividade pré-inflamatéria (FAN et al., 2009) e
sinalizador para diferenciacdo celular e subseqiente formacdo da dentina
reparadora (YASUHARA et al., 2007).

A presenca do NO tem sido detectada em polpas dentais no estado
normal ou inflamado de varias espécies, incluindo roedores e humanos
(KEREZOUDIS et al.,, 1993; LOHINAI et al.,, 1997; MEI et al., 2007).
Recentemente, MEI et al. (2007) demonstraram acentuada liberacdo de NO de
odontoblastos e células pulpares em estagios recentes ap0s preparo cavitario,
mostrando que este mediador participa da diferenciacdo de odontoblastos
durante a dentinogénese. O NO ¢é sintetizado por enzimas denominadas 6xido
nitrico sintases (NOS), que se apresentam em trés isoformas: endotelial
(eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iINOS) (BREDT et al., 1990). A eNOS e

NNOS séo constitutivas e dependentes de calcio para serem ativadas
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(CARMIGNANI et al., 2000), enquanto que a INOS é produzida por macréfagos
estimulados por citocinas (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). O principal
alvo do NO é a guanilato ciclase soltvel (GCs; ARNOLD et al., 1977), que
quando ativada, resulta na sintese do segundo mensageiro GMPc (PALMER et
al., 1987), que por sua vez induz relaxamento do musculo liso, 0 que leva a
vasodilatacdo (MONCADA et al.,1991). Experimentalmente, € possivel interferir
com o sistema NO/NOS através do uso de substancias que podem doar NO,
servir de substrato ou inibir as NOS, como o N-nitro-L-arginina-metil éster (L-
NAME), ou ainda interferir com o metabolismo do GMPc, como o Sildenafil. O
altimo € uma droga vasoativa que tem a capacidade de aumentar os niveis da
GMPc, e consequentemente os efeitos da neurotransmisséo nitrérgica, por ser
inibidor da fosfodiesterase-5 (PDE-5), enzima que metaboliza o GMPc. O
Sildenafil foi inicialmente sintetizado para tratar a hipertensdo arterial e a
angina pectoris, sendo aprovado pela Food and Drug Administration (FDA,
1998) para o tratamento da disfuncdo erétil e tratamento da hipertensdo
pulmonar (RAMANI; PARK, 2010).

Considerando o papel do NO na regulacdo da homeostasia vascular do
dente, a administragéo sistémica (LOHINAI et al., 1995) de N-nitro-L-arginina-
metil éster (L-NAME) diminui significantemente o fluxo sanguineo com
concomitante aumento da resisténcia vascular. Em modelo experimental de
protecdo pulpar indireta, a administracédo local de L-NAME reduziu o diametro
da arteriola pulpar, tanto em condi¢cbes basais, quanto na presenca de
inflamac&o (KISPELY!I et al., 2005), sugerindo importante papel para o NO na
vasodilatacdo aguda induzida pela aplicacdo de materiais capeadores e na
manutencdo do ténus da arteriola pulpar.

Embora os processos biolégicos relacionados a preservacdo da polpa
dental tenham sido sistematicamente investigados, existem ainda controvérsias
guanto aos mecanismos pelos quais 0s materiais utilizados no capeamento
pulpar induzem o reparo tecidual (TZIAFAS, 2005). H4& décadas, o tratamento
de escolha para a realizacdo do capeamento pulpar tem sido o hidréxido de
calcio (CaOH2; FARHAD; MOHAMMADI; IRAN, 2005). Por apresentar pH
fortemente alcalino, o CaOH2 provoca o desenvolvimento de um processo
inflamatorio local, que resulta no recrutamento de células que proliferam e se
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diferenciam em odontoblastos, os quais contribuirdo para a formacdo de uma
matriz extracelular mineralizada rica em dentina reparadora (GOLDBERG et al.,
2008). No entanto, o capeamento pulpar com CaOH: apresenta limitacdes,
como a fraca adesdo a dentina, a baixa capacidade para selar o sitio exposto
e, pouca durabilidade (para revisao ver KIBA et al., 2010). Além disto, a dentina
reparadora induzida pelo CaOHz ndo €& homogénea, podendo mostrar-se
permeavel e susceptivel a colonizacdo bacteriana (GOLDBERG et al., 2008).
Estes aspectos clinicos tém levado a busca por novos materiais e estratégicas
terapéuticas que promovam o reparo tecidual (DAMMASCHKE et al., 2010).

Recentemente, um sistema polimérico binario para liberacdo de
farmacos, contendo poloxamer 407 (P407) e Carbopol® 934P (C934P), foi
desenvolvido e suas caracteristicas fisicas e fisico-quimicas estudadas. Esse
sistema apresentou importantes caracteristicas de bioadesdo e de termo-
sensibilidade, tornando-se mais viscoso com 0 aumento da temperatura, sendo
utilizado para a liberacdo de farmaco no interior da bolsa periodontal
(BRUSCHI et al., 2007).

A compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos no controle do
fluxo sanguineo e inflamacédo pulpar bem como a introducdo de materiais a
serem empregados nos procedimentos conservadores da polpa dental, sé&o
relevantes para a clinica odontolégica. Desta forma, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a resposta da polpa dental apds protecdo pulpar indireta
com substancias que interferem com a neurotransmissdo do NO como o L-
NAME e o Sildenafil, incorporados em um sistema polimérico binéario

bioadesivo e termo-sensivel.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) albinos da linhagem Wistar,
machos (300-340 g), provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Maringa. Por um periodo prévio de 72h e durante os testes, todos

0s animais foram mantidos em gaiolas plasticas em ambiente com ciclo de luz
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claro/escuro (12h) e temperatura controlada (22°£1°C). Os animais receberam
comida e 4gua ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica e Experimentagdo em Animais da Universidade Estadual de Maringa
(CEEA, parecer n°. 034/2007).

2.2 Farmacos

1. Sildenafil 0,015% p.p e 0,15% p.p (Citrato de Sildenafila, China, 2007).
2. NC-—nitro-L-arginine methyl ester 10 mol/L (L-NAME; Sigma, USA).
3. Hidroxido de célcio P.A. (CaOHz; Biodinamica, Brasil).

Uma solucdo saturada em pasta de CaOHz e soro fisiologico estéril foi
manipulada para insercéo direta da mesma na cavidade do preparo, conforme
uso rotineiro. Sildenafil e L-NAME foram incorporados em um sistema
polimérico binério formado por P407 e C934P. C934P foi disperso em agua
destilada, sob agitacdo mecanica. Em seguida, foi incorporado o P407 e
deixado na geladeira em repouso por 12h. Apds esse periodo, o gel foi
submetido a agitacdo mecanica por 10 min e ajustou-se o pH para 7,0 com
trietanolamina. Apds 12 horas, houve a incorporacao de Sildenafil (0,015% ou
0,15%, p/p) ou de L-NAME (10 mol/L). A concentracdo do L-NAME utilizada
foi baseada no trabalho de Kispélyi et al. (2005).

2.3 Procedimento Experimental

Os animais foram anestesiados com uma injec¢do intraperitonial
contendo a mistura de 1 mL/kg de cloridrato de xilazina (Rompun®, Bayer S.A,
Sao Paulo, Brasil) e cloridrato de ketamina (Dopalen®, Sespo Industria e
Comeércio Ltda, S&o Paulo, Brasil). Apos a certificacdo da anestesia, o animal
era colocado em um aparato de madeira, em decubito dorsal com a boca
mantida aberta, com o auxilio de presilhas metalicas, para realizagdo do
preparo cavitario (Figura 1). Para o capeamento pulpar indireto, foi preparada
uma cavidade do tipo | na face mesial da superficie oclusal dos primeiros-
molares superiores e inferiores, sem exposi¢cao pulpar, com o0 uso de um

14



contra-angulo de alta rotacao trabalhando em aproximadamente 120.000 rpm
(DECUP et al., 2000). Para este procedimento, foram utilizadas brocas
esféricas diamantadas de haste longa de numero 1011. As cavidades
preparadas foram secas com bolinhas de algodao estéreis e preenchidas com
o CaOHz, ou, com uma gota do gel ou gel incorporado com os farmacos,
obtida de uma seringa de 3 mL. Apos a geleificacdo do material, que ocorreu
em cerca de 30-40s, as cavidades foram restauradas temporariamente com

cimento de iondmero de vidro (CIV; Vidrion R®, SS White, Brasil).

Figura 1. Fotografia do animal anestesiado colocado no aparato
de madeira em decubito dorsal, com a boca aberta para a
realizacdo do preparo cavitario.

2.3.1. Experimento | — Decurso Temporal das Alteracdes da Polpa Dental
Treze animais foram selecionados e aleatoriamente divididos em trés
grupos experimentais, de acordo com o tempo de morte ap0s preparo cavitario,

sendo respectivamente, um, trés e sete dias.

2.3.2 Experimento Il — Protecao Pulpar Indireta

15



Para a avaliagéo da protecao pulpar indireta, cinco animais receberam o
preparo cavitario, conforme descrito acima. Apds secagem, 0 mesmo era

preenchido com os diferentes tratamentos:

- CaOH2

- Gel de polimero

- Gel de polimero + sildenafil 0.015% (p/p)
- Gel de polimero + sildenafil 0.15% (p/p)
- L-NAME 10 mol/L

Os tratamentos foram realizados em forma de rodizio nos primeiros-
molares superiores e inferiores, direitos e esquerdos, sucessivamente,
permitindo que todas as combina¢cdes com os diferentes farmacos fossem
efetuadas em todos os primeiros-molares. Neste experimento, 0s animais

foram mortos 3 dias apOs o capeamento pulpar indireto.

2.4 Andlise Histoldgica

Os animais foram anestesiados com overdose de Tiopental
(Thiopentax®, Cristalia, SP, Brasil) e perfundidos transcardiacamente com 100
mL de solucdo salina 0,9%, seguida de 100 mL de solugédo fixadora de
paraformaldeido tamponado a 4% (PFA 4%), com o auxilio de uma bomba
peristaltica (Milan®, BP-601, Brasil). Em seguida, os animais foram
decapitados e dissecados para remoc¢do em bloco dos componentes epiteliais
e musculares circundantes a maxila e mandibula. As maxilas e mandibulas
foram mantidas em PFA 4%, overnight. Os espécimes foram entao
desmineralizados, através da utilizacdo de uma solucdo de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA 10%) em tampédo fosfato (pH=7,0), por
aproximadamente 14 dias (LAW et al., 1999). O ponto de desmineralizagao foi
verificado diariamente utilizando—se uma agulha hipodérmica, sendo que esta
era pressionada contra a estrutura dentaria, até que a mesma penetrasse no
dente com uma leve resisténcia. ApO0s a obtencdo do ponto de

16



desmineralizacédo, as pecas foram lavadas em agua corrente por um periodo
de 4h para remocéo do agente desmineralizador. A estrutura dental foi entdo
submetida a desidratacdo em uma série gradual de etanol, diafanizadas em
xilol e emblocadas em parafina (56°C). As pecas descansaram por um
periodo de 24h, sendo entdo desbastadas para retirada do excesso de parafina
e posteriormente hidratadas por trés dias. Cortes longitudinais semi-seriados
foram obtidos com o auxilio de um micrétomo (LEICA RM224, Alemanha).
Foram confeccionadas laminas em quintuplicatas contendo 5 sec¢des com
espessura de 7um cada. SecclOes adjacentes foram processadas para
hematoxilina-eosina (HE), coloragéo de Azan e Picrosirius hematoxilina.

Os cortes provenientes do processamento histotécnico foram
qualitativamente analisados, para diagndstico do estado pulpar quanto aos
sinais ou critérios morfolégicos que denotassem presenca de infiltrado
inflamatério agudo e/ou crénico de acordo com os parametros descritos no
Quadro 1, os quais foram baseados no trabalho de Six et al. (2002). As
coloracbes de Picrosirius hematoxicilina e Azan, tiveram por objetivo dar
contraste aos componentes do tecido conjuntivo que apresentassem fibras
colagenas existentes e fibras coldgenas novas, respectivamente (VIER-
PELISSER et al., 2007). Na coloragdo Picrosirius hematoxicilina, as moléculas
deste corante ligam-se as fibras colagenas, num arranjo paralelo, corando as
fibras coldgenas de vermelho (JUNQUEIRA et al. 1979). Na coloracdo de
Azan, as fibras coldgenas apresentam-se coradas de azul, com nucleo azulado
e citoplasma amarelo ou cinza (Gray, 1954).

Para as coloragcbes HE e Azan, as secc¢cOes foram analisadas em
microscopio de luz binocular (Olympus CBA-213, MicroNal, Sdo Paulo, Brasil).
Para a coloragdo Picrosirius hematoxilina, as sec¢des foram analisadas em
microscoépio de luz polarizada (Olympus BX 50, Japéo), dada a refracdo dupla

resultante do arranjo entre o corante e as fibras colagenas.
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Quadro 1. Critérios morfologicos do infiltrado inflamatorio utilizados para

avaliar o estado pulpar. Baseado de Six et. al., (2002).

Camada de Odontoblastos Organizada

Desorganizada

Tipo de infiltrado inflamatdrio Polimorfonucleares (PMN)

Mononucleares (MN)

Intensidade do infiltrado inflamatorio Leve
Moderado

Severo

Vasos sanguineos Ingurgitado

N&o-ingurgitado

Necrose Presente
Ausente

3. RESULTADOS

No experimento | os dentes dos ratos foram restaurados
temporariamente com CIV apds preparo cavitario e o estado da polpa dental foi
avaliado em diferentes tempos apos a restauracdo. Nos grupos 1 e 7 dias apds
0 preparo cavitario, observou-se a manutencdo da integridade da camada de
odontoblastos, a qual se apresentou de forma organizada, presenca de vasos
sanguineos ingurgitados, e infiltrado inflamatoério leve com predominancia de
células PMN (Tabela 1; Figura 2). Para os animais mortos 3 dias apds o
preparo cavitario, o infiltrado inflamatério foi moderado. Caracteristicamente, o
infiltrado inflamatério apresentou-se mais intenso quanto mais préximo do
preparo cavitario e a camada de odontoblastos, desorganizada, conforme
apresentado na Figura 2. Nao se observou a presenca de abscesso ou necrose

em nenhum dos grupos experimentais, ou seja, 1, 3 ou 7 dias apds o preparo.
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Tabela 1. Preparo cavitario seguido de restauracdo com CIV. Os animais foram
sacrificados 1, 3, e 7 dias ap0s o0 preparo cavitario.

1 dia 3 dias 7 dias
Camada de Organizada | Organizada/Desorganizada | Organizada
Odontoblastos
Vasos Sanguineos
Presenca Presente Presente Presente
Ingurgitamento Ingurgitados Ingurgitados Ingurgitados
Infiltrado
Inflamatério
Tipo PMN PMN PMN
Intensidade Leve Moderado Leve
Necrose Ausente Ausente Ausente

No experimento Il os dentes dos animais foram preenchidos com
CaOHz, gel de polimero e gel de polimero acrescido de Sildenafil ou L-NAME,
e, em seguida restaurados com CIV. Todos os animais foram sacrificados trés
dias apbés o capeamento pulpar indireto. O CaOHz é a droga considerada
controle positivo pelo amplo e rotineiro uso na endodontia (SIQUEIRA; LOPES,
1999). No tratamento com CaOH: houve a manutencdo da camada de
odontoblastos, com infiltrado inflamatorio leve, presenca de células PMN e
vasos sangulineos ingurgitados (Tabela 2, Figura 3). Resultados semelhantes
foram observados nos dentes preenchidos com gel de polimero + Sildenafil
0.015%. Para os dentes preenchidos com gel de polimero os resultados em
relacdo a camada de odontoblastos, foram heterogéneos, esta ora se
apresentando de forma organizada, ora de forma desorganizada; oS vasos
sanguineos mostraram-se ingurgitados, e o infiltrado inflamatério foi de
intensidade moderada a severa, sendo a Ultima coincidente nas sec¢fes que
apresentaram a camada de odontoblastos desorganizada (Tabela 2; Figura 3).
Com este tratamento necrose pulpar foi detectada.
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Tabela 2: Preparo cavitario seguido de capeamento pulpar indireto com CaOHz, gel de
polimero, Sildenafil 0.015%, Sildenafil 0.15% e L-NAME 10* mol/L. Os animais foram
sacrificados 3 dias ap0s o capeamento pulpar indireto e restaurados temporariamente com

CIV.
CaOH:2 Gel de Sildenafil Sildenafil L-NAME
Polimero 0.015% 0.15% 104 mol/L
Camada de
Odontoblastos
Organizada Organizada | Organizada Organizada Organizada
Desorganizada Desorganizada Desorganizada
Vasos
Sanguineos
Presenca Presente Presente Presente Presente Presente
Ingurgitamento | Ingurgitado | Ingurgitado Ingurgitado | Ingurgitado Ingurgitado
Infiltrado
Inflamatério
Tipo PMN PMN PMN PMN PMN
Intensidade Leve Moderado (25%) | Leve Severo Moderado
Severo (50%)
Necrose Ausente Presente Ausente Presente Ausente

A maior alteracdo da polpa dental observada

no experimento Il foi

aquela resultante do preenchimento com gel de polimero + Sildenafil 0.15%.
Observou-se camada de odontoblastos desorganizada com vasos sanguineos
ingurgitados, infiltrado inflamatério severo e predominancia de células PMN.
Necrose e abcesso foram observados em todos os dentes avaliados (Tabela 2;
Figura 3). A aplicagdo do L-NAME, aparentemente ndo alterou o aspecto da
polpa quando comparados aqueles tratados com CaOH2, com excecdo do
infiltrado inflamatério que mostrou-se de intensidade moderada.

Como salientado, as coloragBes Picrosirius hematoxicilina e Azan, foram
realizadas para avaliar a presenca de fibras colagenas. Em rela¢do a coloracao
Picrosirius hematoxilina, observou-se que o capeamento pulpar indireto com
gel de polimero, CaOHz, Sildenafil 0.015% e L-NAME 10 mol/L n&o alterou a

distribuicdo ou o aspecto das fibras colagenas nas seccdes analisadas. Com a
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protecdo pulpar com Sildenafil 0.15%, a observacdo de fibras colagenas ficou

comprometida, provavelmente devido a presenca de necrose tecidual.

4. DISCUSSAO

Primeiros molares de ratos tém sido utilizados como modelo para o estudo
experimental do preparo cavitario, desde que as respostas histologicas e
fisiolégicas sdo muito semelhantes aquelas observadas no dente humano
(DAMMASCHKE, 2010). A producéo de NO na polpa dental pode resultar da
atividade das NOS presentes no endotélio e odontoblastos (MEI et al., 2007),
os ultimos podendo indiretamente levar a alteracdes no fluxo sanguineo local
em resposta a protecgdo pulpar indireta (KISPELY!I et al., 2005). Neste estudo,
foi realizado preparo cavitario in vivo em primeiros-molares de ratos, seguido
de protecédo pulpar indireta para se comparar os efeitos do CaOH2 com gel de
polimero acrescido de farmacos que interferem com a neurotransmissao
nitrérgica, como o Sildenafil e o L-NAME. A resposta inflamatdria mais intensa
foi observada apds trés dias de preparo cavitario. Aparentemente, o uso do gel
de polimero intensificou a resposta inflamatéria. Efeito dual foi observado com
o gel acrescido de Sildenafil; enquanto em baixa concentracdo o Sildenafil
(0.015%) promoveu um efeito positivo sobre o estado pulpar, em concentracao
maior (0,15%) o Sildenafil promoveu o aparecimento de resposta inflamatéria
severa e necrose pulpar.

E bem estabelecido que o preparo cavitario pode gerar estimulos
mecanicos e térmicos com intensidade suficiente para agredir a polpa dental e
os tecidos circundantes, através da liberacdo de enzimas e outras substancias
imunorreativas, o que leva ao desenvolvimento de um processo inflamatério
local que visa restabelecer a integridade pulpar (HAUG et al., 2001). De acordo
com D'SOUZA et al. (1995), o preparo cavitario, através da exposicao dos
tubulos dentinarios, provoca uma alteracdo na continuidade da camada de
odontoblastos a qual inicia-se 6h apds o procedimento e completa-se
aproximadamente no quarto dia apés a agressdo, com o restabelecimento da
homeostasia local. Os presentes resultados estdo de acordo com D'SOUZA et

al. (1995), desde que trés dias apds o preparo cavitario observou-se infiltrado
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inflamatorio moderado, com camada de odontoblastos desorganizada. Sete
dias apés o preparo, no entanto, o padrdo histolégico apresentou-se
reorganizado, com infiltrado inflamatorio leve.

Sistemas hidrogéis podem promover a interacdo das cadeias poliméricas
com a estrutura dental utilizando o principio da bioadesdo, prolongando o
tempo de retencdo da formulagédo dentro do preparo (JONES et al., 2000;
2009). O intimo contato entre a forma farmacéutica e o tecido de absorcdo
pode resultar em alta concentracdo de farmaco em uma area localizada
(AHUJA et al., 1997). Em estudos prévios, o sistema polimérico binario formado
por P407 e C934P, apresentou alta capacidade de carregamento de farmaco,
boa biodesé&o, sabor agradavel, além de possibilitar a liberacdo de farmaco por
um tempo prolongado (JONES et al., 2009). No presente trabalho, esse
sistema produziu reacdo inflamatéria mais severa se comparada aquela
observada nos dentes submetidos apenas ao preparo cavitario. Este resultado
foi inesperado, desde que, acredita-se ser o gel desprovido de atividade
biolégica. E possivel entretanto, que a presenca de trietanolamina no sistema
polimérico (P407, C934P e trietanolamina), possa ter induzido a acéo irritante
observada. Considerando a inércia dos polimeros e a pequena quantidade de
trietanolamina utilizada (apenas para corrigir o pH) (JONES et al., 2009),
estudos devem ser realizados para avaliar a influéncia desses compostos na
acao irritante observada.

Nos tratamentos conservadores da polpa, o CaOHz é reconhecido por
preservar a vitalidade pulpar, agindo através de variados mecanismos como:
atividade antimicrobiana, capacidade de dissolver tecidos, inibicdo da
reabsorcdo dental e inducdo de reparo por formacéo de tecido duro (HU et al.,
1998; SIQUEIRA; LOPES, 1999; TZIAFAS et al., 2005). Além disso, o CaOH:
regula a liberacdo de fatores enddgenos envolvidos no processo de reparo e
neutraliza os acidos produzidos na resposta inflamatoria, induzindo a cura e
regeneracao tecidual (HU et al.,, 1998). No presente trabalho, o capeamento
pulpar com CaOH2 mostrou efeitos positivos sobre a vitalidade pulpar; a
camada de odontoblastos apresentou-se organizada e o infiltrado inflamatorio
foi de intensidade leve, confirmando a indicacao clinica deste procedimento.
Curiosamente, o capeamento pulpar com Sildenafil resultou em efeitos
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opostos, dependendo da concentracdo utilizada. O grupo tratado com o
Sildenafil 0.015% foi qualitativamente semelhante ao grupo que recebeu
CaOH2, onde observou-se um efeito positivo sobre a vitalidade pulpar,
enguanto que, uma severa resposta inflamatoria e necrose foram observadas
com o uso de Sildenafil 0.15%. A razdo pela qual a concentracdo maior de
Sildenafil causou aumento do processo inflamatério é desconhecida. E
possivel que a acdo positiva do Sildenafil sobre o processo inflamatério,
envolva sua acao vasodilatadora. Talvez, com o aumento excessivo do fluxo
sanguineo induzido pelo Sildenafil, uma quantidade maior de mediadores da
inflamacé&o, tenha atingido o local do reparo, exacerbando 0 processo
inflamatoério e levando a necrose tecidual. Neste sentido, papel dual para o
sistema NO sobre o processo inflamatorio tem sido proposto (SILVA et al.,
2008). E esperado que o NO liberado pelas NOS constitutivas, em baixa
concentracdo, exerca um efeito antiinflamatério através da inibicdo da migracéo
de leucdcitos e acdo antiagregante plaquetaria. Ja em altas concentragcfes, ou
quando liberado macicamente pelas iINOSs, o NO intensifica 0 processo
inflamatorio (DI NARDO DI MAIO et al., 2004).

Os resultados obtidos com o L-NAME foram semelhantes aos obtidos com o
gel de polimero, com manutencdo da camada de odontoblastos organizada e
presenca de um infiltrado inflamatério moderado. Esperava-se que, devido as
propriedades farmacolégicas do L-NAME, houvesse um aumento da resposta
da resposta inflamatéria. O L-NAME é reconhecido por causar significante
diminuicdo do fluxo sangiiineo pulpar (KISPELYI et al., 2005), o que,
associado a ja pequena circulacdo sanguinea presente na polpa poderia
prejudicar ainda mais a capacidade da resposta pulpar. No entanto, resultados
experimentais mostram que a administracdo isolada de L-NAME intra-artéria
lingual em gatos, falha em alterar o fluxo sanguineo pulpar. Porém uma
alteracdo significativa somente foi observada quando o L-NAME foi
administrado juntamente com outros vasodilatadores, como a substancia P
(HSU et al., 2003).

Quando avaliada a presenca de fibras colagenas, ndo se observou
diferenca qualitativa em relacdo aos dentes preenchidos com gel de polimero,
CaOHz, Sildenafil 0.015% ou L-NAME. Com o Sildenafil 0.15% né&o foi possivel
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avaliar as fibras colagenas, por causa do intenso infiltrado inflamatoério, e o
estado de necrose apresentado. Quando intensa reagdo inflamatoria ocorre, as
enzimas liberadas hidrolisam as fibras colagenas presentes na polpa, as quais
perdem suas formas originais. Por isso, nos dentes tratados com Sildenafil
0.15% a presenca e distin¢ao das fibras colagenas ficaram comprometidas.
Este é um estudo pioneiro que usa o sistema gel de polimero acrescido de
substancias que interferem com a neurotransmisséo do NO na prote¢&o pulpar
indireta. Os resultados obtidos mostram que a concentracdo de NO local pode
ser determinante na resposta pulpar, desde que Sildenafil 0.015% promova
diminuicdo do processo inflamatério e melhora do estado pulpar, enquanto que
Sildenafil 0.15% resulta em intensa inflamacéao e necrose. Estudos futuros para
a verificacdo dos efeitos do gel de polimero na polpa dental, bem como dos
provaveis mecanismos moleculares relacionados aos efeitos do Sildenafil na

protecdo pulpar indireta deverao ser conduzidos.
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Figura 2. Fotomicrografias ilustrativas de polpas dentais coradas por
hematoxilina eosina, de primeiros molares de ratos, 1, 3 ou 7 dias apds preparo
cavitario. Observa-se infiltrado inflamatério (lI) moderado e camada de
odontoblastos (Od) desorganizada 3 dias apds o preparo cavitario. Preparo
cavitario (»); Dentina (D); Polpa (P) e vaso sanguineo (VS).
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Figura 3. Fotomicrografias ilustrativas de polpas dentais de primeiros molares
de ratos, 3 dias apés preparo cavitario e protecao pulpar indireta com hidroxido
de calcio (CaOHz2), gel de polimero e gel de polimero acrescido de Sildenafil ou
N-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME) 10* mol/L. Observe infiltrado
inflamatorio intenso e presencca de abscesso (Ab) e necrose (N) nos dentes
preenchidos com gel de polimero e Sildenafil 0,15%, respectivamente.
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PICROSIRIUS HEMATOXILINA

CaOH,

Gel de
polimero
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0,015%
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L-NAME
10 mol/L

}1 & 77/ ' - R
Figura 4. Fotomicrografias ilustrativas de polpas dentais de primeiros molares
de ratos, 3 dias apés preparo cavitario e protecdo pulpar indireta. As setas
indicam fibras colagenas (F) em arranjo paralelo, em vermelho (coloracdo
Picrosirius hematoxilina) ou novas fibras coldgenas coradas em azul (coloracao
Azan). Observe que a necrose impede a verificacdo das fibras de colageno em

dentes capeados com Sildenafil 0.15%.
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5. CONCLUSAO

O processo inflamatério mais intenso foi observado apés 3 dias do
preparo cavitario. O Sildenafil 0.015% e CaOH2 mostraram efeitos semelhantes
sobre o capeamento pulpar indireto, reduzindo o processo inflamatério quando
comparado ao gel de polimero. O Sildenafil 0.15% provocou intensa reacao
inflamatoria com necrose pulpar. O L-NAME provocou processo inflamatorio
moderado comparado ao CaOH.. N&o foram observadas alteracdes
significativas em relacdo a presenca de fibras coldgenas em resposta aos

diferentes tratamentos.
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