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Avaliacdo histoldgica do capeamento pulpar direto com sericina de seda em

ratos: um estudo preliminar

RESUMO

Este estudo analisou a sericina como potencial biomaterial em contato com a polpa dental
comparando histologicamente sua resposta ao capeamento pulpar direto com hidréxido de
calcio. Estes sdo os primeiros dados morfologicos e funcionais procedentes da aplicacdo desta
proteina diretamente sobre a exposi¢cdo da polpa. Foram utilizados 20 primeiros molares
superiores de ratos Wistar machos, com 60 dias de idade entre 200 e 300 gramas, 0s quais
foram divididos em 4 grupos (n=5): G1 e G3, controles, capeados com hidroxido de calcio em
7 e 30 dias, respectivamente; G2 e G4, capeados com sericina em 7 e 30 dias,
respectivamente. Cavidades circulares foram preparadas para exposi¢do pulpar, onde foram
aplicados os materiais capeadores, sendo posteriormente restauradas com cimento de
iondbmero de vidro. Transcorridos os tempos dos grupos, 0s animais foram eutanasiados e 0s
molares foram processados histologicamente para analise em microscopia de luz para avaliar
presenca de necrose no tecido pulpar, infiltracdo de células inflamatérias e formacdo de
dentina terciaria. Aos 7 dias, a necrose e a infiltracdo de células inflamatdrias foram menores
em G1 quando comparado ao G2 (p=0,007 e p=0,008, respectivamente). Aos 30 dias, uma
amostra do G3 induziu formacdo de dentina terciaria e G4 apresentou diminuicdo de
inflamacédo (p=0,041) em relacdo ao G2. Dentro das determinadas condi¢cfes experimentais,
concluiu-se que a sericina nao se mostrou viavel ao tratamento por ndo induzir formacéo de
dentina terciaria, entretanto, seu contato com o tecido pulpar demonstrou melhora na resposta

inflamatoria ao longo do tratamento e proliferacdo de novas células.

Palavras-chave: Sericinas, Capeamento da polpa dentaria, Hidroxido de Calcio, Teste de
Materiais.



Histologic evaluation of direct pulp capping with silk sericin in mice: a

preliminary study

ABSTRACT

This study analyzed sericin as a potential biomaterial in contact with dentin pulp,
histologically comparing its response to direct pulp capping with calcium hydroxide. These
are the first morphological and functional data derived from application of this protein
directly on pulp exposure. 20 maxillary first molars from Wistar male mice were used, with
60 days of age, between 200 and 300 grams, which were divided in 4 groups (n=5): G1 and
G3, controls, capped with calcium hydroxide in 7 and 30 days, respectively; G2 and G4,
capped with sericin in 7 and 30 days, respectively. Circular cavities were prepared for pulp
exposure, where capping materials were applied, being posteriorly restored with glass
ionomer cement. At the end of the groups period, animals were euthanized and molars were
histologically processed for analysis in light microscopy to evaluate presence of necrosis in
pulp tissue, inflammatory cells infiltration and tertiary dentin formation. After 7 days, there
was less necrosis and inflammatory cells infiltration in G1 when compared to G2 (p=0.007
and p=0.008, respectively). After 30 days, a sample of G3 induced tertiary dentin formation
and G4 showed decrease in inflammation (p=0.041) compared to G2. Among the determined
experiment conditions, it was concluded that sericin did not present to be viable to treatment
as it did not induce tertiary dentin formation, although, its contact with pulp tissue has shown

improve in inflammatory response during the treatment and new cells proliferation.

Keywords: Sericins, Dental pulp capping, Calcium Hydroxide, Materials Testing.
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Introducéo

A vitalidade da polpa dental é de grande importancia para os dentes, ndo apenas para
fornecer nutricdo, mas também como sensores biologicos para detectar estimulos externos. A
preservacdo da vitalidade da polpa, quando possivel, deve ser sempre o objetivo essencial do
tratamento restaurador. O capeamento pulpar direto € um método viavel e valido para isolar a
estimulacdo externa e pode trazer um excelente resultado (1,2).

A exposic¢do da polpa vital pode ser causada por céries, fontes mecanicas e trauma. Se
ocorrer exposicdo a polpa antes que a cérie seja completamente removida, é considerada
exposicdo por carie. Se a exposicdo a polpa ocorrer durante a preparacdo de uma cavidade
sem caries, & chamada de mecanica, e geralmente ocorrem devido a falhas na preparacdo dos
dentes. A exposicdo traumatica a polpa pode resultar de uma lesdo durante alguma atividade,
como a pratica esportiva, quando a parte coronal do dente esta fraturada. Diante de uma
exposicdo em polpa vital, o capeamento pulpar direto, pulpotomia ou a pulpectomia podem
ser opgdes de tratamento (3).

Originalmente, a cicatrizacdo da polpa exposta ocorre pela formagdo de uma nova
barreira de dentina sob a exposi¢do, sendo o hidroxido de calcio capaz de realizar esta acdo
em cerca de trés ou quatro semanas. Em contrapartida, sabe-se que o efeito inicial do
hidroxido de calcio sobre a polpa € destrutivo, produzindo lesdes quimicas causadas pelo pH
alcalino (alta concentracdo de ions hidroxila), levando a necrose da polpa (4). Neste sentido, a
busca de substancias biocompativeis que minimizem ou mesmo ndo causem maiores
agressoes teciduais durante o capeamento pulpar representariam um ganho cientifico na area.

Estudos recentes indicam que substancias naturais como a sericina obtida de casulos
do bicho-da-seda tém sido utilizadas como biomateriais no processo de cicatrizagdo tecidual,
tanto na forma pura quanto modificada, e mesmo sua combinagdo com outros materiais, o que
resulta em uma grande variedade de formas de aplicacdo (5-9).

A sericina € uma proteina altamente hidrofilica com peso molecular que varia de 20 a
400 kDa e é composta por 18 aminoacidos, incluindo os essenciais. Os grupos polares
(carboxila, hidroxila e grupos amina) de cadeias laterais de aminoacidos e sua composicao
organica, solubilidade e organizacédo estrutural permitem ligacdes cruzadas, copolimerizacGes
e combinagBes com outros polimeros, que juntos conferem propriedades antioxidante,
hidratante, cicatrizante, antibacteriana e antimicrobiana, antiradiacdo ultravioleta e

antitumoral a sericina (10-12).
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De acordo com Lamboni et al. (6), a incorporagé@o de sericina na reparacdo da pele e
materiais de cicatrizagcdo de feridas causa uma maior adesdo, migracdo e crescimento de
fibroblastos e queratindcitos; ainda, promove aumento na producdo de colageno e
reepitelizacdo em feridas na pele. Em relacdo a sua acdo sobre tecido conjuntivo, como a
polpa dentaria, Xie et al. (7) relataram que o uso da sericina em nervo ciatico de ratos permite
recuperacdo funcional comparédvel & do enxerto de nervo autdlogo, demonstrando funcéo e
morfologia nervosa drasticamente melhoradas.

Observando a potencial aplicacdo da sericina em medicina regenerativa, curativa e
engenharia tecidual (6,7,13-16), esta proteina da seda se apresenta de grande interesse na
odontologia, principalmente em um procedimento como o capeamento pulpar direto, por se
tratar de um contato direto do material com tecido conjuntivo, podendo oferecer uma
alternativa eficaz e valiosa a esta técnica.

Com base nessas consideracdes, é oportuno analisar a sericina como potencial
biomaterial em contato com a polpa dental, comparando histologicamente sua resposta ao
capeamento pulpar direto de ratos com hidroxido de calcio, de maneira que seja possivel
avaliar a presenca de necrose no tecido pulpar, infiltracdo de células inflamatorias e

formacéo de dentina terciaria em dois periodos de tempo: 7 e 30 dias.
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Metodologia

Aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Os procedimentos experimentais deste trabalho estdo de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal (COBEA) e foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana pelo protocolo n° 60/17.

Animais

Foram utilizados 20 primeiros molares superiores de ratos (Rattus norvegicus albinus,
Wistar), machos, com 60 dias de idade e entre 200 e 300 gramas mantidos em ambiente
controlado, ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura ambiente de 21 + 1 °C, 4gua e racdo
pastosa ad libitum. Esses molares foram avaliados histologicamente em dois periodos de
tempo: 7 e 30 dias e distribuidos equitativa e aleatoriamente em 4 (quatro) grupos (n=5),
sendo estes: G1 (controle): Hidroxido de Calcio P.A. em 7 dias; G2: Sericina de seda em 7
dias; G3 (controle): Hidroxido de Calcio P.A. em 30 dias; G4: Sericina de seda em 30 dias
(Tab. 1).

Tabela 1 - Grupos de animais e material utilizado em cada grupo.

Grupos Materiais Dentes Eutanésia
Gl  Hidroxido de Célcio (controle) 5 7 dias
G2  Sericina de seda 5 7 dias
G3  Hidroxido Calcio (controle) 5 30 dias
G4  Sericina de seda 5 30 dias

Preparo da Sericina

A proteina sericina foi extraida de casulos do bicho-da-seda (Bombyx mori), obtidos
da empresa sericicola BRATAC Silk do Brasil® (Londrina, Paran4, Brasil). Os casulos foram
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cortados em pedacos pequenos (cerca de 1 cm?) e o equivalente a 6 g de casulo picado foi
imerso em 100 mL de &gua destilada num Erlenmeyer de 500 mL. A solu¢éo foi autoclavada,
(autoclave CS 30 — Prismatec) a 120 °C e pressdo de 1 kgf/cm?, por 60 minutos. O extrato
bruto obtido foi filtrado, em peneira com 18 malhas, para separacdo/remocao da fibroina,
onde se obteve um hidrolisado de sericina. Este protocolo foi baseado nos estudos de
Gimenes et al. (17) que utilizam a agua, sem qualquer aditivo quimico, para a extracdo da
sericina. O hidrolisado de sericina foi congelado e liofilizado (Liofilizador LT 1000, Terroni

Equipamentos Ltda®), por aproximadamente 54 horas, sendo obtida a sericina em po,

armazenada em temperatura ambiente até sua utilizagdo (Fig. 1).

—

Figura 1 — Fotografia da sericina em pé sobre placa de vidro e aplicador de MTA Angelus de
0,6 mm de diametro.

Capeamento pulpar direto

Os animais foram pesados anteriormente e anestesiados com uma combinacdo de
quetamina 10% 0,1 mL/100 g de peso (Dopalen injetavel®, Ceva Satide Animal, Paulinia, SP,
Brasil) e xilazina 2% 0,05 mL/100 g de peso (Anasedan injetavel®, Ceva Salde Animal,

Paulinia, SP, Brasil), por meio de uma injecdo intraperitoneal e posicionados em mesa
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operatéria apropriada (18), a qual permite a manutencdo da abertura bucal dos animais,

facilitando o acesso aos dentes da regido da maxila (Fig. 2).
oy T l‘q

Figura 2 — Fotografia da mesa operatoria para imobilizacdo e manutencédo da abertura bucal
do animal.

Nos primeiros molares superiores foram preparadas cavidades circulares na face
oclusal sobre a fossa central mesial dos dentes, com auxilio de motor endodéntico VDW
Silver (VDW®, Munique, Alemanha) a 400 RPM com fresa diamantada ¥4 (KG Sorensen Ind
& Com®, Alphaville, Sdo Paulo, Brasil) sob irrigagdo de soro fisioldgico até obter
sangramento, a hemorragia pulpar foi controlada e a cavidade seca com cones de papel
absorventes esterilizados [adaptado de Shinkai et al. 2017 (19)]. Os materiais foram aplicados
utilizando dispositivo metalico Aplicador de MTA Angelus de 0,6 mm de didmetro
(Angelus®, Londrina, PR, Brasil) e as cavidades foram seladas por cimento de iondmero de
vidro Ketac Molar Easymix (3M ESPE®, Sao Paulo-SP, Brasil) (Fig. 3).



21

Figura 3 — Imagens da sequéncia do procedimento. A: Preparo da cavidade do primeiro
molar superior; B: Controle da hemorragia com cone de papel; C: Insercdo do material com
aplicador de MTA Angelus; D: Selamento com Ketac molar Easymix.

Obtencéo das amostras

Os animais foram eutanasiados com 7 e 30 dias apds capeamento pulpar e esta foi
realizada por sobredose dos mesmos anestésicos utilizados no procedimento operatorio,
porém em concentracOes diferentes (dose quatro vezes maior por animal). As maxilas foram
removidas e devidamente nominadas, acondicionadas em recipientes de vidro e fixadas em

solucéo de formol a 10% durante 48 horas e posteriormente em alcool 70% durante 15 dias.

Processamento Histolégico

As hemimaxilas foram descalcificadas com é&cido tricloroacético (TCA) 5% em
temperatura ambiente por 20 dias. As pecas foram avaliadas para verificar o grau de
descalcificacdo esperado, com renovacdo da solucdo de TCA a cada 5 dias. Apos a
descalcificagcdo, as pegas foram lavadas em agua corrente e submetidas ao processamento
histologico automatico (Processador automatico de tecidos, Leica Microsystems TP1020°,

Nussloch, Alemanha). A seguir, foi realizada a inclusdo das pecas e obtencdo de blocos de
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parafina (Parafina Purificada, Vetec Quimica Fina®, RJ, Brasil). Estes blocos foram cortados
em microtomo semiautomatico (Hestion®, ERM3000, Daintree Scientific, St. Helens,
Australia) para obtencdo de seccBes de 5 um de espessura. Os cortes foram selecionados de
acordo com a regido de exposicdo e montados em laminas histoldgicas coradas pela técnica

histoquimica de Hematoxilina e Eosina.

Analise Histologica

As andlises histologicas foram realizadas por dois observadores previamente treinados,
de forma cega, utilizando aumento de 40x, 100x e 400x (Microscopio Optico Leica
Microsystems® ICC50HD, Nussloch, Alemanha) e sistema de captura de imagens (Las Ez —
Leica® versdo 2.10, 2012). Foi realizada analise descritiva das Iaminas e analisados os
seguintes parametros: presenca de necrose no tecido pulpar, infiltragdo de células
inflamatorias e formacgdo de dentina terciaria, os quais foram classificados por escores e

encontram-se descritos nas tabelas 2, 3 e 4 [adaptado de Suzuki et al. (20)].

Tabela 2 - Escores utilizados para presenca de necrose do tecido pulpar.

Escores Necrose do tecido pulpar
0 Auséncia de necrose;
1 Presenca de necrose no terco coronario da polpa;
2 Presenca de necrose no terco coronario e médio;
3 Presenca de necrose em toda a polpa.

Tabela 3 - Escores utilizados para infiltracdo de células inflamatérias.

Escores Infiltracdo de células inflamatdrias
0 Auséncia ou presenca ocasional de células inflamatorias na polpa (nenhum);
1 Inflamacdo leve aguda/cronica (leve);
2 Reacdes inflamatorias como microabscessos ou infiltrados de leucocitos

polimorfonucleares, histidcitos e linfocitos envolvendo a polpa coronéria até
metade da polpa radicular (moderada);
3 Reacdo inflamatoria envolvendo a totalidade do tecido pulpar (grave);

4 Impossivel avaliacdo das células inflamatorias por degeneracao necrotica.
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Tabela 4 - Escores utilizados para formac&o de dentina terciéria.

Escores Formacao de dentina terciaria
0 Formacao completa de ponte de dentina (completo);
1 Formacdo de ponte de dentina parcial/incompleta que se estende a mais de

metade do local de exposicao, mas ndo fecha completamente a regido da
exposicdo (parcial);

2 Formagé&o de ponte de dentina inicial estendendo-se n&o mais do que metade
do local de exposicdo (inicial);

3 Sem formagao de ponte de dentina (nenhum).

Anélise Estatistica

Para a avaliacdo das varidveis deste estudo, todos os escores foram expressos como
mediana * desvio interquartilico. As comparacdes histolégicas e o célculo da amostra foram
baseadas no estudo de Shinkai et al. 2017 (19) e realizadas através do programa BioStat 5.3
(Instituto Mamiraua, Belém, Pard, Brasil), sendo utilizados os testes de Kruskal-Wallis e pds-
teste de Dunn, com nivel de significancia de 95%. Além disso, foi utilizado o menor nimero

possivel de animais por grupo, por protecdo animal.
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Resultados

Avaliacéo do sétimo dia

Em resposta ao hidréxido de célcio ao sétimo dia (G1) foi possivel observar que a
porcdo superficial da camada odontoblastica e células adjacentes da polpa coronéria
encontravam-se ausentes em decorréncia do trauma mecéanico no ato da exposicao pulpar.
Além disso, notou-se necrose no tecido pulpar no terco cervical da polpa em 80% das
amostras e infiltrado inflamatdrio agudo moderado envolvendo a polpa coronaria até metade
da polpa radicular, representado por areas de exsudacdo neutrofilica. Abaixo, o tecido pulpar
apresentou celularidade moderada com fibroblastos, tecido de granulacdo e hiperemia na
maioria das amostras analisadas (Fig. 4A).

J& a resposta pulpar a sericina em 7 dias (G2) demonstrou degenera¢do por necrose
envolvendo toda a polpa coronaria e radicular em 80% dos casos, impossibilitando a anélise
morfologica qualitativa de outros parametros (Fig. 4B). Como pode ser observado nas tabelas
5 e 6 respectivamente, o0 G1 apresentou melhor escore na comparacdo com G2, quanto ao
grau de necrose no tecido pulpar (p=0,007) e quanto a presenca de infiltracdo de células
inflamatorias (p=0,008). Em relacdo a formagdo de dentina terciaria aos 7 dias, ndo houve
formagéo de barreira de dentina em todos os casos, independente do material utilizado, sem

diferenca estatistica entre 0s grupos para esse critério (p>0,05).

Avaliacao do trigésimo dia

Aos 30 dias observou-se presenca de necrose predominantemente no terco coronario,
médio e apical do tecido pulpar para o grupo com hidroxido de célcio (G3). Em relacdo a
sericina (G4), a presenca de necrose foi observada principalmente no terco coronario e médio
da polpa. Subjacente a necrose, para ambos os grupos, foi observado infiltrado inflamatério
crébnico moderado e, em alguns casos, extenso, caracterizado predominantemente por
leucocitos mononucleares, como linfocitos e macréfagos. Em relacdo a formacgéo de dentina
terciaria, em apenas uma amostra do G3, foi possivel verificar capacidade de formacédo de
barreira de dentina atubular, parcial, por mais da metade do local da exposicéo (Fig. 4C e 5),
enquanto o G4 ndo apresentou formacdo de qualquer barreira de dentina terciéria (Fig. 4D).
Na comparacdo entre os grupos ndo houve diferenca estatisticamente significante para os trés

critérios de avaliagdo (p>0,05).
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Comparacdo entre 7 e 30 dias

Quanto a ocorréncia de necrose pulpar nos grupos submetidos ao tratamento por
hidréxido de célcio (G1 e G3), foi possivel observar que o tempo de permanéncia do produto
foi fator agravante quanto a sua extensdo (p=0,010), visto que em 30 dias a area pulpar
envolvida por necrose mostrou-se maior (Tab. 5). J& quanto a infiltracdo de células
inflamatdrias nos mesmos grupos, houve também maior grau de inflamacdo (p=0,012) apoés
30 dias (Tab. 6). Quanto a formacdo de dentina terciaria, o hidroxido de célcio induziu a
formagcdo de barreira de dentina em 20% das amostras em 30 dias, porém, a comparagéo entre
0s tempos dos materiais ndo demonstraram diferenca estatistica entre os grupos (Tab. 7). A
sericina teve diminuicdo nos niveis de inflamacdo ap6s 30 dias de tratamento (p=0,041),
entretanto, ndo apresentou histologicamente indicios de formacdo de material mineralizado. A
sericina ndo demonstrou diferenga estatisticamente significante entre 7 e 30 dias em relacéo a

necrose no tecido pulpar e formacao de dentina terciaria (p>0,05).

Tabela 5 — Andlise estatistica da presenca de necrose no tecido pulpar para 0s materiais
avaliados (mediana £ desvio interquartilico).

Material/Tempo 7 dias 30 dias
Hidroxido de Calcio 1+0.0 Aa 3+1.0Ab
Sericina 3+0.0Ba 2+1.0 Aa

Letras maiUsculas diferentes na mesma coluna significam diferencas estatisticamente significantes, p<0,05.
Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticamente significantes, p<0,05.

Tabela 6 - Andlise estatistica da infiltracdo de células inflamatérias para os materiais
avaliados (mediana * desvio interquartilico).

Material/Tempo 7 dias 30 dias
Hidroxido de Célcio 2+0.0 Aa 4+1.0Ab
Sericina 4+0.0Bb 2+1.0Aa

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna significam diferengas estatisticamente significantes, p<0,05.
Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticamente significantes, p<0,05.
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Tabela 7 - Andlise estatistica da formacdo de dentina tercidria para os materiais avaliados
(mediana * desvio interquartilico).

Material/Tempo 7 dias 30 dias
Hidroxido de Calcio 3+0.0 Aa 3+0.0 Aa
Sericina 3+0.0 Aa 3+0.0 Aa

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna significam diferencas estatisticamente significantes, p<0,05.
Letras minusculas diferentes na mesma linha significam diferencas estatisticamente significantes, p<0,05.

Figura 4 - Fotomicrografias representativas dos grupos estudados. A, G1: Observa-se necrose superficial
do terco coronario da polpa radicular (seta) enquanto no restante da polpa radicular é possivel observar
hiperemia e um grau leve de inflamacéo, predominantemente crénico (asterisco); B, G2: Nota-se que a
totalidade da polpa radicular esta necrética (seta bidirecional), impossibilitando a avaliagdo de outros
parametros propostos para a condicdo pulpar; C, G3: Observa-se a formacdo de dentina tercidria
descontinua no tergo coronario da polpa radicular (asterisco); D, G4: Evidencia-se necrose superficial do
tergo coronario da polpa radicular (seta) e auséncia de formacdo de material mineralizado enquanto no
restante é possivel observar desorganizacdo completa da polpa radicular (asterisco); (HE, 100x).



Figura 5 — Fotomicrografia representativa da formagdo de dentina terciaria parcial por mais da
metade do local da exposicdo em G3 (HE, 400x).
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Discussao

A expectativa do potencial uso da sericina como biomaterial em odontologia, seja
como complemento ou mesmo como uma nova alternativa no capeamento pulpar direto,
baseia-se na observacédo dos resultados da aplicacdo deste biomaterial em outros tecidos, onde
mostrou-se bastante promissora (5-9,12). Considerando que ainda ndo ha estudos utilizando
esta proteina para tal finalidade, estes sdo os primeiros dados morfologicos e funcionais
procedentes da aplicacdo da sericina diretamente sobre polpa dental exposta.

Neste estudo, o tratamento da exposicao pulpar com sericina liofilizada na forma pura
evidenciou sua capacidade pré-inflamatoria na resposta inicial, como observado na tabela 6,
além de demonstrar ser mais agressivo ao tecido pulpar aos 7 dias de tratamento quando
comparada ao hidroxido de célcio (Tab. 5). Em contrapartida, a resposta inflamatoria
diminuiu ap6s 30 dias, fato que pode ser comparado ao estudo de Aramwit et al. (12) que
investigaram que o processo de cicatrizagdo de feridas apresentou melhora de tratamento apds
0 uso da sericina, demonstrando que os mediadores inflamatérios TNF-a ¢ IL-1p, quando foi
realizado o experimento com a sericina, se mostraram significativamente menores.

A resposta inicial agressiva pode se dar ao fato que, no presente estudo, o material
restaurador foi aplicado na dentina sem qualquer tratamento na superficie dental, desta forma,
sua ligacao ficou restrita a resisténcia coesiva da smear layer que nao foi removida, limitando,
assim, o contato necessario para adesdo entre o material restaurador (ionébmero de vidro) e o
tecido dentinario. Esta adesdo ndo ideal, aliada a porosidade do material capeador, pode ter
contribuido para um aumento na extensdo e intensidade de necrose e inflamagé&o,
respectivamente.

Além da adesdo, um importante fator que deve ser observado neste estudo € a propria
utilizacdo do cimento de ionémero de vidro como material restaurador sobre o capeamento,
fazendo-se questionar se ele pode ter influenciado no indice de inflamagéo intensa nos grupos.
Esse material restaurador possui propriedades &cidas e causticas (21) e, devido as cavidades
serem de um tamanho minimamente invasivo, torna-se impossivel a aplicacdo de uma base
seladora. Assim, o cimento de iondmero de vidro pode ter causado uma injuria adicional para
a polpa causando uma resposta inflamatoria exacerbada.

Durante muitos anos, a importancia da inflamagdo na cicatrizagdo pulpar foi
subestimada, sendo considerada apenas como um efeito indesejavel. Entretanto, existem
evidéncias de que a inflamacgdo é um pré-requisito para cicatrizagdo de tecidos e regeneracao

da polpa. Células imunocompetentes (mondcitos, macréfagos e células tronco) séo recrutadas
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e deslizam ao longo da raiz e migram para a coroa. Devido a alta alcalinidade do agente
capeador, a mineralizagdo € iniciada e torna-se mais espessa, enquanto pProcessos
inflamatdrios induzem proliferacdo de células de polpa, apresentando celulas de maior
numero e tamanho (22).

Corroborando com o estudo de Aramwit et al. (5) e Ersel et al. (8), onde a sericina
acelerou a regeneragdo de tecidos cutdneos e favoreceu a proliferacdo de novas células, seu
contato com a polpa dental neste estudo, apesar de néo ter sido capaz de induzir a formacéo
de dentina terciaria e ndo sugerir interagdo com os odontoblastos, apresentou menor grau de
infiltracdo de células inflamatdrias apds 30 dias de tratamento quando comparado a sua
resposta inicial, demonstrando melhora durante o tratamento e indicando uma resposta
reparadora (Tab. 6). Por ndo ter formado dentina terciaria, a sericina liofilizada aplicada de
forma pura ndo demonstrou interacdo direta com odontoblastos, porém sugere-se que se for
associada a algum material que induza formacgdo de tecido duro mineralizado, ela pode
contribuir na melhora da resposta inflamatdria.

Apesar do seu potencial, a sericina pura forma filamentos frageis e torna-se dificil usa-
las como um biomaterial em engenharia de tecidos (23). Por essa razdo, diferentes estratégias
tém sido aplicadas para aumentar as propriedades fisicas da sericina (6). Além disso, 0
tamanho da cavidade realizada no dente do animal, bem como a extensdo da exposicdo da
polpa, limita a eficiéncia da insercédo e assentamento do material na regido desejada.

Em relacdo ao hidroxido de calcio, seu efeito no capeamento pulpar é considerado o
resultado da lesdo quimica causada pela liberacdo dos ions hidroxila. Inicialmente, o
hidréxido de célcio aplicado a polpa exposta causa o desenvolvimento de uma necrose
superficial e causa ligeira irritacdo devido ao seu pH alcalino, estimulando a polpa a se
defender e realizar reparacdo do tecido para formar uma ponte de dentina reparadora através
da diferenciacéo celular, secrecdo de matriz extracelular e posterior mineralizacdo (24).

O hidroxido de célcio € um material que possui uma longa histéria de uso clinico,
sendo o padrdo ouro para esta finalidade durante muitos anos, sendo, ainda, amplamente
utilizado para a cobertura direta da polpa exposta (20).

Neste estudo, o capeamento pulpar direto realizado com hidroxido de calcio
apresentou aumento consideravel na incidéncia de necrose e inflamacdo pulpar ap6s 30 dias
de tratamento quando comparados a resposta inicial, em 7 dias, além de mostrar capacidade
de formacdo de dentina tercidria. Este resultado mostrou-se similar ao estudo descrito por
Tran et al. (25), que observaram uma camada necrética persistente em todos o0s grupos

testados com hidroxido de calcio na proximidade do local de exposicdo e capacidade de



30

formagéo de barreira mineralizada de dentina sob o material capeador por vezes incompleta e
predominantemente porosa.

A formacdo de dentina terciaria diante do capeamento pulpar com hidréxido de calcio
apos 30 dias foi observada em apenas 20% das amostras. Essa taxa pode ndo ter sido mais
expressiva devido ao longo tempo de acdo do hidroxido de célcio sobre a polpa, além do
nimero reduzido de amostras, jA que se trata de um material consolidado na prética
odontoldgica. Ainda assim, este resultado demonstra capacidade de reparo sob acdo do
hidroxido de calcio, como ja observado em diversos estudos de natureza similar (20,21,24).

De acordo com os resultados obtidos foi possivel concluir que a sericina aplicada de
forma pura ndo se mostrou viavel ao tratamento pelo fato de ndo induzir formacéo de dentina
terciaria. Entretanto, seu contato com o tecido pulpar demonstrou melhora na resposta
inflamatdria ao longo do tratamento e proliferacdo de novas células. Quando comparada ao
hidréxido de célcio, a resposta inicial da sericina ao tratamento apresentou maior grau de
necrose e infiltragdo de células inflamatorias, diminuindo ap6s 30 dias. Dessa maneira, devido
as caracteristicas promissoras da sericina, mais pesquisas devem ser realizadas, associando-a
com outros biomateriais semelhantes, ou com materiais ja comercializados para o capeamento

pulpar.
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Form and preparation of manuscripts

THE FOLLOWING GUIDELINES MUST BE FOLLOWED
CAREFULLY.

General

e o The authors must submit the manuscript in
Word and in PDF, comprising the title page, text,
tables, figure captions and figures (photographs,
micrographs, radiographs, schematic drawings,
graphs, computer-generated images, etc).

e o The manuscript must be typed in Times New Roman
12 font, with 1.5 spacing, 2.5-cm margins at each
side. DO NOT USE bold letters, watermarks or other
resources to make the text visually attractive.

e Pages should be numbered consecutively, starting with
the summary.

e Full-length manuscripts are assembled in the following
sections:

1) Title Page

2) Summary and Key Words

3) Introduction; Material and Methods; Results;
Discussion

4) Summary in Portuguese (an item necessary for
Latin American Indexing Services that will be provided
for non-Brazilian authors by the Journal)

5) Acknowledgements (if any)

6) References

7) Tables

8) Figure captions

9) Figures

e All titles of sections (Introduction, Material and
Methods, etc) must be capitalized in regular font type
(not bold).
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e Results and Discussion MUST NOT be joined in a
single section.

e Short Communications and Case Reports should be
divided into appropriate sections.

e Products, equipments and materials: the trade name
must be followed by the manufacturer's name, city,
state and country, within parentheses upon first
mention. For further mentions, only the
manufacturer's name is required.

e All abbreviations must be explained at first mention.

Title page

e The first page must contain the title of the manuscript,
a short title (maximum of 40 characters, to be used as
a running head), author(s) name(s) (no more than 6)
and their Department(s), School(s) and/or University
(s). DO NOT INCLUDEthe author's titles (DDS, MSc,
PhD, etc.) or position (Professor, Graduate student,
etc.).

e Provide the name and complete address of the
corresponding author (inform email, telephone and fax
numbers).

e The title page must be uploaded at the website as a
separate file (not included in the body of the
manuscript).

Manuscript

e The first page of the manuscript must contain: title of
the manuscript, short tile with no more than 40
characters, and NO authors' names or identification.

Summary

o The second page should contain a summary of
no more than 250 words, stating the aims,
methods, results, and any conclusions drawn
from the study. Do not use topics and
paragraphs and do not cite references in the
Summary.

o A list of key words (no more than 5) should be
included below the summary in lowercase
letters, separated by commas.

Introduction

o Summarize the purpose of the study, giving
only pertinent references. Do not review
existing literature extensively. State clearly the
working hypothesis.

Material and Methods

o Material and methods should be presented in



sufficient detail to allow confirmation of the
observations. Indicate the statistical
methods used, if applicable.

Results

o

o

Present the results in a logical sequence in the
text, tables and figures, emphasizing the
important information.

Do not repeat in the text data contained in the
tables and illustrations. The important
observations should be emphasized.

Do not repeat the same data in tables and
figures.

Describe the statistical data in this section.

Discussion

o

Summarize the findings without repeating in
detail the data given in the Results section.
Relate your observations to other relevant
studies and point out the implications of the
findings and their limitations. Cite pertinent
studies.

Present your conclusions at the end of the
Discussion, indicating how your study is
pertinent and/or its clinical implications.
Presentation of the conclusions in topics should
be avoided.

Summary in Portuguese (for Brazilian authors

only)

o

The Summary in Portuguese should

be IDENTICAL to the English version
(Summary). DO NOT INCLUDE title and key
words in Portuguese.
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References

o

References must follow the Journal's style.
Authors should refer to a current issue of the
BDJ for guidance on reference citation and
presentation of the reference list.

References must be numbered consecutively in
the text in order of citation, within parentheses,
without space between numbers: (1), (3,5,8),
(10-15). DO NOT USE superscript numbers.
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o For papers with two authors, cite both authors
in the text, as follows: Ex: "According to
Santos and Silva (1)...". If there are more than
3 authors, cite only the first author and add "et
al.". Ex: "Pécora et al. (2) reported that..."

o All authors of each paper should be included in
the Reference List unless there are 7 or more.
In this case, the first 6 authors should be given,
followed by "et al.".

o The reference list must be typed at the end of
the manuscript in numerical sequence. No
more than 25 references may be cited.

o Citation of abstracts and books, as well as
articles published in non-indexed journals
should be avoided, unless absolutely
necessary. Do not cite references in
Portuguese.

o Abbreviations of journal titles should conform
to those used in Dental Index. The style and
punctuation of references must follow the
format illustrated below:

Journal articles

1. Lea SC, Landini G, Walmsley AD. A novel method
for the evaluation of powered toothbrush oscillation
characteristics. Am J Dent 2004;17:307-309.

Book

2. Shafer WG, Hine MK, Levy BM. A Textbook of Oral
Pathology. 4th ed. Philadelphia: WB Saunders; 1983.
Chapter in a Book

3. Walton RE, Rotstein I. Bleaching discolored teeth:
internal and external. In: Principles and Practice of
Endodontics. Walton RE (Editor). 2nd ed. Philadelphia:
WB Saunders; 1996. p 385-400.

Tables

o Each table with its title must be typed after the
text. Tables should be numbered with Arabic
numerals. DO NOT USE vertical lines, bold
letters and capital letters (except the initials).

o The corresponding title should appear at the
top of each table.

o Tables must contain all necessary information
and be understandable without allusions to the
text.

Figures

o BDJ WILL NOT ACCEPT FIGURES
EMBEDDED IN FILES ORIGINATED IN
TEXT-EDITING SOFTWARE (WORD OR
SIMILAR) OR FIGURES ORIGINATED IN
POWER POINT.

o The digital files of the images should be
generated in Photoshop, Corel or any other
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image-editing software and saved in the CD-
ROM. Image files should have TIFF extension
and 300 dpi minimum resolution. Only BLACK &
WHITE figures are accepted. Save the figures in
the CD-ROM.

o Lettering and identifying marks must be clear
and sharp, and the critical areas of x-rays and
photomicrographs must be demarcated and/or
isolated.

o Separate parts of composite figures must be
labeled with capital letters (A, B, C, etc). Single
figures and composite figures must have
minimum width of 8 cm and 16 cm,
respectively.

o Figure captions should be humbered with Arabic
numerals and typed on a separate page, after
the lists of references or after the tables (if

any)

Submission of manuscripts
CHECKLIST FOR AUTHORS PRIOR TO SUBMISSION
1. Submission letter;
2. Title page.
3. Manuscript file (text, tables, figure captions).
4. In the manuscript, observe:
- identification of authors only on the title page.
- text typed in Times New Roman 12 font, with 1.5 spacing, 2.5-cm

margins at each side.
- tables, figure captions and figures at the end of the manuscript.

5. Digital files of figures, black & white, saved in TIFF format with
minimum resolution of 300 dpi.

There are no fees for submission and evaluation of articles.

The Technical Review Fee ranges from R$450,00 to R$ 550,00 Reais
Brasileiros (for Brazilian authors) or U$200 to 300 American dollars (for
foreign authors) and will be charged to the corresponding author, even if
only minor corrections to the manuscript are needed.



