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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar: 1) a resposta pulpar de dentes deciduos
humanos apds pulpotomia com diferentes materiais capeadores por meio de analise
clinica, radiografica e histologica; e 2) a expressao da Proteina 1 da Matriz
Dentinaria (DMP-1) na resposta pulpar. Vinte e cinco molares deciduos inferiores de
22 criangas com idade entre 6 e 9 anos foram criteriosamente selecionados. Os
dentes foram randomicamente divididos nos grupos Formocresol de Buckley diluido a
1/5 (Grupo I - FC), Hidroxido de Calcio (Grupo II — HC), Agregado Tridxido Mineral
(Grupo III — MTA), Otosporin® + Hidréxido de Calcio (Grupo IV — OTO+HC) e
Cimento Portland (Grupo V — PC), e tratados pela técnica convencional de
pulpotomia em sessao Unica. As avaliacdes clinicas e radiograficas foram realizadas
até o periodo normal de esfoliacdo. Os dentes foram extraidos e processados para
analise histolégica e imuno-histoquimica. Os resultados clinicos e radiograficos nao
mostraram diferenca estatisticamente significativa nos grupos estudados (p>0,05). A
analise estatistica da avaliacdo histoldgica revelou diferenca estatisticamente
significativa para presenca de barreira dentindria e camada odontoblastica entre o
Grupo I(FC) e os Grupos II(HC), III(MTA), IV(OTO+HC) e V(PC) visto que o Grupo
I(FC) ndo apresentou barreira dentinaria e camada odontoblastica em nenhuma das
laminas observadas. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos estudados quando da avaliagao da calcificagao pulpar. Para o item reabsorcao
interna observou-se diferenca estatisticamente significativa entre o Grupo I(FC),
II(HC) e os Grupos III(MTA), IV(OTO+HC) e V(PC) onde nao se observaram
reabsorcOes internas nas analises histologicas. A analise da expressdao da DMP-1
demonstrou para o Grupo I(FC) imunomarcagao localizada na regiao de calcificagdes
pulpares localizadas nas raizes dos dentes avaliados, ndo havendo camada
odontoblastica nem formacgdo de barreira dentinaria. Os Grupos II(HC), III(MTA),
IV(OTO+HC) e V(PC) apresentaram imunomarcagao na regido de barreira dentinaria
e da camada odontoblastica, evidenciando a biocompatibilidade destes materiais,
bem como a capacidade indutora para secregao de dentina. A analise conjunta dos
resultados obtidos neste trabalho, com o uso de diferentes técnicas, permitiu concluir
que todos os materiais empregados apresentaram indices de sucesso clinico e
radiografico aceitaveis para indicacao clinica. Na analise histoldgica os materiais HC,
MTA e PC apresentaram melhores resultados no reparo pulpar. A expressao da DMP-
1 na resposta pulpar permitiu visualizar a capacidade bioindutora dos materiais HC,
MTA e PC no processo de reparo pulpar e formacao de barreira. A comparagao entre
oS grupos estudados permitiu constatar que o MTA e o PC se mostraram mais
eficientes, proporcionando formacao de barreira dentinaria e respostas do complexo
dentinho-pulpar mais satisfatdrias.

Palavras-chave: Pulpotomia. Dente Deciduo. Agregado Tridxido Mineral.
Formaldeido. Hidroxido de Calcio. Cimento Portland. Imuno-histoquimica.






ABSTRACT

Clinical, radiographic, histological, and immunohistochemistry study on
pulpal response after the use of different pulp capping materials in
pulpotomies of human primary teeth

The aim of this study was to evaluate: 1) the pulpal response of human
primary teeth after pulpotomies with different pulp capping materials through clinical,
radiographic and histological analysis; and 2) the expression of Dentin Matrix Protein
1 (DMP-1) in the pulpal response. Twenty-five primary molars of 22 children aged 6-
9 years-old were criteriously selected. The teeth were randomly divided into the
following groups: Buckley’s Formocresol (diluted 1:5) (Group I - FC), Calcium
Hydroxide - (Group II — CH), Mineral Trioxide Aggregate (Group III — MTA),
Otosporin® + Calcium Hydroxide (Group IV — OTO+CH) and Portland cement (Group
V — PC); and treated by the conventional technique of pulpotomy at a single
appointment. The clinical and radiographic evaluations were performed until the
teeth underwent normal exfoliation. The teeth were extracted and processed for
histological and immunohistochemical analyses. The clinical and radiographic studies
did not show statistically significant difference among the groups studied (p>0.05).
The statistical analysis of the histological evaluation revealed statistically significant
difference relating to the presence of the dentine barrier and odontoblastic layer
between Group I(FC) and Groups II(CH), ITI(MTA), IV(OTO+CH) and V(PC) since the
Group I(FC) did not exhibited dentine barrier and odontoblastic layer in any of the
cuts observed. There was no statistically significant difference among the groups
studied regarding to the evaluation of pulpal calcification. Concerning to internal
resorption, there was a statistically significant difference among Group I(FC), II(CH)
and Groups III(MTA), IV(OTO+CH) and V(PC) where internal resorption was not
seen in the histological analyses. The analysis of the expression DMP-1 demonstrated
for Group I(FC) immunostaining located in the area of pulpal calcifications within the
roots of the teeth evaluated; however, neither odontoblastic layer nor dentine barrier
were seen. The Groups II(CH), III(MTA), IV(OTO+CH) and V(PC) showed
immunostaining in the area of dentine barrier and odontoblastic layer, evidencing the
biocompatibility of these materials, as well as, the capacity for inducing dentine
secretion. The comprehensive analyses of the results obtained in this study with the
use of different techniques enabled to conclude that all materials employed showed
clinical and radiographic success rates acceptable for the clinical indication. In the
histological analysis, CH, MTA and PC materials exhibited the best results for pulpal
repair. The expression of DMP-1 in the pulpal response allowed visualizing the
biological inductive capacity of CH, MTA and PC materials on the process of pulpal
repair and barrier formation. The comparison among the groups studied enable to
find that MTA and PC were more efficient, providing the dentine barrier formation
and more satisfactory responses of the dentino-pulpal complex.

Keywords: Pulpotomy. Deciduous Tooth. Mineral Trioxide Aggregate.
Formaldehyde. Calcium Hydroxide. Portland Cement. Immunohistochemi.
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1 INTRODUCAO

1.1 TERAPIA PULPAR

A pulpotomia é um procedimento conservador de terapia pulpar amplamente
utilizado em Odontopediatria (NADIN et al., 2003; HOLAN; EIDELMAN; FUKS, 2005;
HUTH et al., 2005; PENG et al., 2007; SAKAI et al., 2009). Os progressos recentes
no campo da biologia celular e molecular, assim como o melhor conhecimento a
cerca do desenvolvimento dentario, auxiliaram no surgimento de uma ampla gama
de novos materiais, mais biocompativeis, indicados para pulpotomia de dentes
deciduos (SAKAI et al., 2009).

Esta técnica ganha destaque na clinica de odontopediatria, pois a
manutencao da denticdo decidua é fundamental para o desenvolvimento da ocluséo,
uma vez que os dentes deciduos mantidos em condi¢des funcionais no arco dentario
atée a esfoliagdo fisiologica previnem habitos deletérios e asseguram o
desenvolvimento do crescimento facial normal (CAICEDO et al., 2006; FUKS, 2008;
SUBRAMANIAM et al., 2009; BLANCHARD; BOYNTON, 2010; HUGAR; DESHPANDE,
2010; SEALE; COLL, 2010; GODHI; SOOD; SHARMA, 2011; HUTH et al., 2012).

A pulpotomia é uma terapia pulpar conservadora, que consiste na remogao
total da polpa corondria e protecao do remanescente radicular com material
capeador, comumente preconizada para dentes deciduos vitais assintomaticos ou
com pulpite reversivel quando ocorre exposicdo pulpar, por carie dentaria ou
traumatismo (HANEY, 2007; FUKS, 2008; BLANCHARD; BOYNTON, 2010; ERDEM et
al., 2011; SEALE; COLL, 2010; AAPD, 2012-2013). As técnicas de pulpotomia variam
de acordo com os materiais capeadores pulpares utilizados, os quais provocam no
remanescente pulpar: desvitalizacao, mumificacado ou cauterizacao (formocresol),
preservacao ou minima desvitalizagdo (sulfato férrico), e inducao do reparo ou
regeneracao (hidréxido de calcio e agregado de trioxido mineral) (NEAMATOLLAHI;
TAJIK, 2006; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011;
HAGHGOO; ABBASI, 2012; YAMAN et al., 2012).
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Apesar de ser uma técnica estudada ha muitos anos, a pulpotomia de dentes
deciduos causa muitas controvérsias e discussoes, principalmente pela dificuldade de
diagndstico preciso da condicao pulpar para a obtencao do sucesso no tratamento
(EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001; CASTRO, 2005; CAICEDO et al., 2006; DEERY,
2007; FUKS, 2008; NG; MESSER, 2008; BERGOLI et al., 2010; BLANCHARD;
BOYNTON, 2010; MALEKAFZALI; SHEKARCHI; ASGARY, 2011; YAMAN et al., 2012;
LOURENCO NETO et al.,, 2013). Além do correto diagndstico, outros fatores
comprometem o reparo tecidual pulpar, como a falta de selamento e infiltracao de
bactérias na interface dente-restauracao, a citotoxicidade dos materiais dentarios e a
sensibilidade da técnica operatoria (HOLAN; EIDELMAN; FUKS, 2005; CHACKO;
KURIKOSE, 2006; SONMEZ; DURUTURK, 2008; PAROLIA et al., 2010; OLIVEIRA et
al., 2013).

Continuamente, por meio de estudos clinicos e laboratoriais sdo pesquisados
varios materiais capeadores pulpares para pulpotomia com o intuito de conhecer o
mecanismo de acdo dos medicamentos, a indicacdo para o uso clinico, bem como as
vantagens e desvantagens (DEAN et al., 2002; DOMINGUEZ et al., 2003; NADIN et
al., 2003; RIVERA et al., 2003; PENG et al., 2006; SRINIVASAN; PATCHETT;
WATERHOUSE, 2006; INNES, 2007; DEERY, 2007; AEINEHCHI et al., 2007;
SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; ROBERTS et al., 2008; NG; MESSER, 2008;
MORETTI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008a, 2008b; SAKAI et al., 2009;
BLANCHARD; BOYNTON, 2010; SIMANCAS-PALLARES; DfAZ-CABALLERO; LUNA-
RICARDO, 2010; LIMA et al., 2011; CARDOSO-SILVA et al., 2011; HAGHGOO;
ABBASI, 2012; LOURENCO NETO et al., 2013), entretanto, ainda nao existem
evidéncias suficientes que suportem a superioridade e determine qual o material
mais apropriado (NADIN et al., 2003; CASTRO, 2005; PENG et al., 2006; DEERY,
2007; CANNON et al., 2008; FUKS, 2008; ALACAM et al., 2009; BERGOLI et al.,
2010; ERDEM et al., 2011; LIMA et al., 2011; TATE, 2011; YAMAN et al., 2012;
ANTHONAPPA; KING; MARTENS, 2013; DE COSTER; RAJASEKHARAN; MARTENS,
2013; HUTH et al., 2012; LOURENCO NETO et al.; 2013). O objetivo da Odontologia
baseada em evidéncias é propor um protocolo fundamentado em dados cientificos
que direcionem a decisao clinica para o melhor tratamento (FUKS, 2008; NG;
MESSER, 2008; TATE, 2011; LEE, 2012; ANTHONAPPA; KING; MARTENS, 2013).
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1.2 MATERIAIS CAPEADORES PULPAR

Estudos clinicos e laboratoriais para o desenvolvimento e testes dos
materiais capeadores pulpares para pulpotomia tem sido constantes na literatura,
visando ampliar a gama de conhecimentos sobre o mecanismo de acao destes, assim
como conhecer as vantagens e desvantagens, para correta indicacao e do sucesso
clinico (DEAN et al., 2002; DOMINGUEZ et al., 2003; NADIN et al., 2003; RIVERA et
al., 2003; PENG et al., 2006; MORETTI et al., 2008; INNES, 2007; DEERY, 2007;
AEINEHCHI et al., 2007; SONMEZ et al., 2008; ROBERTS et al., 2008; NG; MESSER;
2008; MORETTI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008a, 2008b; SAKAI et al., 2009;
SIMANCAS-PALLARES; DIAZ-CABALLERO; LUNA-RICARDO, 2010; BLANCHARD,
BOYNTON, 2010; LIMA et al., 2011; CARDOSO-SILVA et al., 2011).

O uso de substancias biocompativeis tem se tornado a maior preocupacao da
odontologia moderna, especialmente quando o material entra em contato direto com
o tecido pulpar (LIMA et al.,, 2011). O material capeador pulpar ideal deve ser
bactericida, incapaz de provocar injuria ao complexo dentinopulpar, promover a
regeneracao e manter as fungdes da polpa, culminando com a formacao de barreira
de tecido mineralizado, ndo interferir no processo fisioldgico de reabsorgao radicular,
apresentar propriedades dimensionais estaveis, ser radiopaco, ser insolivel no meio
bucal, ndo ser reabsorvivel, ser adesivo as estruturas dentarias, apresentar boa
capacidade de vedar as margens cavitarias, mantendo isolado e saudavel o tecido
pulpar remanescente (PARIROKH et al., 2005; PERCINOTO; CASTRO; PINTO, 2006;
CHACKO; KURIKISE, 2006; CANNON et al., 2008; ROBERTS et al., 2008; SHAYEGAN;
PETEIN; ABBEELE, 2008; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; MALEKAFZALI;
SHEKARCHI; ASGARY, 2011; HAGHGOO; ABBASI, 2012). A decisao sobre qual
material deve ser colocado sobre o remanescente pulpar é bastante controversa,

uma vez que os materiais disponiveis nao preenchem todos esses requisitos.
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1.2.1 Formocresol

Nos ultimos 60 anos, o formocresol tem sido o medicamento de escolha para
a realizacdo de pulpotomias de dentes deciduos (HOLLAN; FUKS; KELTZ, 2002;
AGAMY et al., 2004; FUKS, 2002; HUTH et al., 2005; FUKS, 2008; HAGHGOO;
ABBAS, 2012). O uso deste medicamento foi preconizado por Buckley, em 1904,
sendo a formula constituida de 19% de formaldeido e 35% de cresol em glicerina
aquosa. Ultimamente, a solucdao diluida de formocresol na concentracao de 1/5,
proposta por Morawa et al. em 1975, tem sido preferida a solucao concentrada por
mostrar resultados satisfatorios (MORAWA et al., 1975; ABDO et al., 1979; RIVERA
et al., 2003; FUKS; PAPAGIAMOULIS, 2006; HANEY, 2007; FUKS, 2008; BOWEN et
al., 2012; HAGHGOO; ABBASI, 2012; LUCAS LEITE et al., 2012; RUBY et al., 2013;
HAVALE et al., 2013).

Embora muitos estudos demonstrem o alto indice de sucesso clinico e
radiografico das pulpotomias com formocresol em dentes deciduos (MORAWA et al.,
1975; WATERHOUSE; NUNN; WHITWORTH, 2000; STRANGE et al., 2001; DEAN et
al., 2002; MARKOVIC; ZIVOJINOVIC; VUCETIC, 2005; NEAMATOLLAHI; TAJIK, 2006;
GISOURE, 2011; YAMAN et al.,, 2012; HUTH et al.,, 2012; RUBY et al., 2013;
FERNANDEZ et al., in press), o uso desse medicamento tem sido relacionado a
diversos efeitos adversos, como resposta pulpar inflamatoria e necrose, citotoxidade,
potencial mutagéncio e carcinogéncio, distribuicdo sistémica, alteracdo da resposta
imunoldgica, além de disturbios estruturais nos dentes permanentes sucessores e
esfoliacdo precoce do dente deciduo (MYERS et al., 1978; ABDO et al., 1979;
WATERHOUSE et al., 2000; EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001; ZARZAR et al., 2003;
AGAMY et al., 2004; FARSI et al., 2005; HUTH et al., 2005; TUNC et al., 2006; LIU,
2006; NEAMATOLLAHI; TAJIK, 2006; PENG et al., 2006; SRINIVASAN; PATCHETT;
WATERHOUSE, 2006; HANEY, 2007; CANNON et al., 2008; FUKS, 2008; KAHL et al.,
2008; MORETTI et al., 2008; NOOROLLAHIAN, 2008; SONMEZ; SARI; CETINBAS,
2008; TOOMARIAN et al., 2008; WATERHOUSE, 2008; ALACAM et al., 2009;
BLANCHARD; BOYNTON, 2010; SIMANCAS-PALLARES; DIiAZ-CABALLERO; LUNA-
RICARDO, 2010; GISOURE, 2011; BOWEN et al., 2012; LUCAS LEITE et al., 2012;
RUBY et al., 2013).
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Abdo et al. (1979) demonstraram que o formocresol na forma original de
Buckley ou diluido a 1/5, provoca alteracdes pulpares destrutivas e irreversiveis, bem
como alteragdes inflamatdrias nos tecidos periapicais, incluindo foliculos dentarios de
dentes de cdes. Outros estudos tém evidenciado problemas relacionados ao uso do
formocresol como defeito de esmalte no dente sucessor, difusdao sistémica e nos
tecidos adjacentes além do potencial mutagénico e carcinogénico quando utilizado
em testes com animais, induzindo alteracdes no figado e nos rins (SRINIVASAN;
PATCHETT; WATERHOUSE, 2006; FUKS, 2008; KAHL et al., 2008).

Em 2003, Zarzar et al., investigaram a mutagenicidade do formocresol de
Buckley, na concentracdo original, em cultura de linfdcitos obtidos do sangue de
criancas com idades entre 5 e 10 anos com pulpotomia nos molares deciduos
realizada com formocresol. As amostras dos sangues foram coletadas antes da
pulpotomia (grupo controle) e 24 horas apds o tratamento (grupo teste). Os
linfocitos foram analisados quanto a ocorréncia de aberragdes cromossOmicas. Os
resultados nao demonstraram diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos. No entanto, o formocresol de Buckley foi mutagénico para um paciente,
levantando duvidas sobre o seu emprego em pulpotomias de criangas. Os autores
consideraram a importancia de mais investigagdes, principalmente em criangas que
necessitem de mais de uma pulpotomia, na intencao de verificar se um aumento na
quantidade da droga aumentaria também as aberragbes cromossémicas. Em junho
de 2004, a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (International Agency for
Research on Cancer — IARC) classificou o formaldeido (um componente da solucdao
de formocresol de Buckley) como substancia carcinogénica, com suficientes
evidéncias de desenvolvimento de cancer nasofaringeo em humanos (SRINIVASAN;
PATCHETT; WATERHOUSE, 2006).

Lucas Leite et al. (2012), estudaram a genotoxicidade do formocresol, com
uma amostra de 40 pacientes com idades entre 5 a 10 anos. Para o estudo foi
coletado sangue dos pacientes antes da pulpotomia com formocresol e 24 horas
apds o procedimento. Analises citogenéticas foram realizadas seguindo os escores da
International Atomic Energy Agency (IAEA) para aberracdes em culturas de
linfocitos. Foram encontradas aberracbes cromossOmicas nas células do sangue

colhido apds as pulpotomias. Os autores avaliaram estes resultados como
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preocupantes para a saude futura da crianca e recomendaram a realizacao de mais

estudos.

Mesmo diante destas evidéncias cientificas, o formocresol continua sendo
empregado na clinica odontoldgica. Um dos motivos esta relacionado ao seu baixo
custo, entretanto, observa-se em estudos recentes, que utilizam o formocresol como
gold standard, o aparecimento de falhas clinicas em acompanhamentos longitudinais
(ANSARI; RANJPOUR, 2010; GODHI; SOOD; SHARMA, 2011; SUSHYNSKI et al.,
2012; HAGHGOO et al., 2012). Estes achados, somados a uma maior compreensao
da biologia, fisiopatologia e reparacao do tecido pulpar, tornam imprescindivel a
busca por novos materiais que apresentem sucesso clinico e radiografico, com

potencial de reparo para o tecido pulpar, ou seja, materiais mais biocompativeis.

1.2.2 Hidroxido de Calcio

O Hidroxido de Calcio € um material muito utilizado em terapias pulpares,
especialmente de dentes permanentes, e que ganhou espaco dentro da
Odontopediatria. Esse material apresenta-se como um sal cristalino, branco e
suavemente soluvel. Seu emprego em Odontologia se deu devido as boas
propriedades antimicrobianas e pela capacidade de induzir a formagao de tecido
duro, sendo assim um material biocompativel (WITHERSPOON; SMALL; HARRIS,
2006; ACCORINET et al., 2008). Essas propriedades benéficas do hidréxido de calcio
derivam da acao de seus ions provenientes da dissociagdo em ions hidroxila (OH") e
jons calcio (Ca*?), e alta alcalinidade (pH 11) (ACCORINET et al., 2008).

A teoria mais aceita para explicar a capacidade de formacao de barreira de
tecido duro pelo hidroxido de calcio esta relacionada a dissociagdo ibnica, e a
formacao de carbonato de calcio com os ions no organismo, que reduz a
permeabilidade de novos capilares, resultando em menor extravasamento de plasma
e maior captura de calcio da corrente sanguinea, ajudando os tecidos pulpares na

formacao de uma barreira de tecido mineralizado no caso de pulpotomias
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(FOREMAN; BARNES, 1990; CHACKO; KURIKOSE, 2006; WITHERSPOON; SMALL;
HARRIS, 2006).

Este material capeador empregado em diversas pesquisas tem vantagens e
desvantagens bem descritas, sendo que quando do uso em dentes deciduos
apresenta limitada taxa de sucesso (PERCINOTO; CASTRO; PINTO, 2006; TUNC et
al., 2006; ZURN; SEALE, 2008; MORETTI et al., 2008; SONMEZ; DURUTURK, 2010;
TATE, 2011). Porém, Bergoli et al. (2010), realizou uma pesquisa enviando um
questionario adaptado de pesquisas anteriores semelhantes para as 191 faculdade
de odontologia do Brasil cadastradas no MEC, estes deveriam ser respondidos pelos
responsaveis por ministrar o conteddo de terapia pulpar em dentes deciduos, e
continha questdes sobre o material capeador mais empregado nos tratamentos
pulpares de dentes deciduos. Os autores obtiveram resposta de 89 faculdades onde
foram enviados os questionarios, na maioria das respostas foi relatado o uso do
hidroxido de calcio na terapia pulpar de dentes deciduos, o que evidéncia que este

material € muito empregado.

Em vista deste fato, diversos estudos sao realizados visando explicar as
falhas mais comuns que ocorrem no uso do hidréxido de célcio, principalmente nas
pulpotomias de dentes deciduos, além do uso em dentes permanentes
(WITHERSPOON, 2008; TABARSI et al., 2010; MASS; ZILBERMAN, 2011). A falha
mais comumente observada quando se utiliza hidréxido de calcio é a reabsorcao
interna, sendo a explicacdo mais aceita para esta falha, a relagdo com a inflamagao
pulpar e a formagao de uma zona limitada de necrose por coagulagao
(WATERHOUSE; NUNN; WHITWORTH, 2000; ALCURE, 2001; MORETTI et al., 2008;
SONMEZ; DURUTURK, 2008; SONMEZ; DURUTURK, 2010; TATE, 2011; LIU; ZHOU;
QIN, 2011; TRAIRATVORAKUL; KOOTHIRATRAKARN, 2012; HUTH et al., 2012;
LOURENCO NETO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).
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1.2.3 Agregado Trioxido Mineral (MTA)

O MTA é um pd que pode ser branco ou cinza, composto por particulas
hidrofilicas finas de silicato tricalcio, aluminato tricalcico, dxido tricalcico e dxido de
silicato que endurece na presenca de umidade. Este material também contem
pequenas quantidades de outros dxidos minerais que modificam suas propriedades
fisicas e quimicas, além da adicao de éxido de bismuto para que o agregado se torne
radiopaco (TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999; SHAWARTZ et al., 1999; ESTRELA et al.,
2000).

Apesar de ser considerado um material relativamente recente, a utilizacdao do
MTA, tem sido constantemente descrita por apresentar propriedades fisicas e
quimicas satisfatorias, além de ser biologicamente compativel (MORETTI et al., 2008;
ERDEM et al., 2011; SUSHYNSKI et al., 2012; ANTHONAPPA; KING; MARTENS, 2013;
LOURENCO NETO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013). Estudos in vivo e in vitro tem
demonstrado que o MTA previne a microinfiltracdao, pois apresenta uma boa
capacidade seladora, é biocompativel e bactericida (pH 12,5), e promove
regeneracdo tecidual quando em contato com a polpa dentaria ou tecidos
perirradiculares (MORETTI et al., 2008; HAGHGOO; ABBAS, 2010; CARDOSO-SILVA
et al., 2011; PARIROKH; TORABINEJAD, 2010; OBDAS et al., 2012;). Devido estas
propriedades este vem sendo o material de escolha em diversos procedimentos

envolvendo o 6rgdo pulpar.

O MTA tem a capacidade de manter a vitalidade do remanescente pulpar,
permitindo que o0 mesmo continue a apresentar fungoes fisioldgicas normais, além de
capacidade bioindutora, estimulando a liberagdao de citocinas dos odontoblastos e
osteoblastos induzindo a formagdo de uma barreira de tecido duro, e também nao
apresenta nenhum efeito colateral no que diz respeito ao desenvolvimento do germe
do dente permanente sucessor (HOLAN; EIDELMAN; FUKS, 2005; CAICEDO et al.,
2006; SUBRAMANIAM et al., 2009; ANSARI; RANJPOUR, 2010; GODHI; SOOD;
SHARMA, 2011; CARDOSO-SILVA et al., 2011)

O emprego do MTA em pulpotomias de dentes deciduos tem se mostrado

uma técnica bastante promissora, com diversos estudos utilizando este material,
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somado a longos periodos de controle clinico e radiografico. E mais recentemente,
devido a grande quantidade de estudos com diferentes periodos de
acompanhamentos surgem revisdes sistematicas na literatura sobre o assunto,
visando esclarecer e melhor classificar estes estudos, reforcando com isso, a
indicacao segura deste material (PENG et al., 2006; CAICEDO et al., 2006; MAROTO
et al., 2006; SRINIVASAN; PATCHETT; WATERHOUSE, 2006; NG; MESSER, 2008;
MORETTI et al., 2008; NOOROLLAHIAN, 2008; ZEALAND et al., 2010; HAGHOO;
ABBASI, 2010; SIMANCAS-PALLARES; DfAZ-CABALLERO; LUNA-RICARDO, 2010;
CARDOSO-SILVA et al., 2011; ERDEM et al., 2011; GODHI; SOOD; SHARMA, 2011;
LIU; ZHOU; QIN, 2011; SRINIVASAN; TAYANTHI, 2011; MALEKAFZALI; SHEKARCHI;
ASGARY, 2011; ODBAS et al., 2012; SUSHYNSKI et al., 2012; ANTHONAPPA; KING;
MARTENS, 2013; LOURENCO NETO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

1.2.4 Otosporin

Um dos problemas que sempre preocupou aqueles que se dedicam ao
estudo do tratamento conservador da polpa dental, diz respeito a indagagdes sobre a
existéncia de uma possivel relagdo entre o grau de inflamacao e o tipo de tratamento
e medicamento a ser ministrado (HOLLAND, 1971; AYDOS et al., 1985; SOUZA
HOLLAND e SOUZA, 1995).

Na endodontia de dentes permanentes o uso de um “curativo de demora”
empregando uma associacao de corticosterdide e antibidtico € uma técnica ja
bastante consagrada na literatura e apresenta grande eficacia. O mesmo pode ser
aplicado para a técnica da pulpotomia, mais especificamente na técnica mediata,
realizada em duas sessoes, onde essa associacdo medicamentosa € utilizada de 48 a
72 horas de forma tdpica.

Porém alguns autores ja sugerem o uso desse tipo de medicacao tdpica por
5 a 10 minutos nos casos de pulpotomia, funcionando como uma medicacao anti-
inflamatdria de reforco, atenuando a intensidade da reacao inflamatdria provocada

devido a evolucao da lesdao de carie e também pelo ato cirlrgico, reduzindo o
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aumento da pressao pulpar interna, o que poderia vir a prejudicar o reparo da polpa
remanescente, pois a mesma se encontra contida por paredes inextensiveis
(ESTRELA, 2004; LEONARDO, UTRILLA; SILVA, 1996; HOLLAND et al., 1998).

A reacao inflamatdria é tida como um fenémeno necessario para o completo
e normal desenvolvimento do processo de reparacao. O que se espera da terapia
com uso de corticosterdides é minimizar a reagao inflamatdria inicial de modo que a
mesma nao atinja niveis excessivos, capazes de provocar danos teciduais mais
severos. Pois existe uma relagdo entre a intensidade da reagdo inflamatdria e o
resultado do tratamento, por haver uma menor possibilidade da polpa de se
recuperar completamente deste processo inflamatdrio. Soma-se a isso o fato de que
exames histoldgicos mostraram que, na maioria dos casos, a inflamacao localiza-se

na polpa coronaria, permanecendo a polpa radicular normal ou pouco comprometida.

Os corticdides mais empregados em Endodontia s3ao a hidrocortisona, a
prednisolona e a dexametasona, sendo que a associacao destes com outros
medicamentos e alguns produtos comerciais tem sido sugeridos na terapia
endoddntica. Entre eles o Otosporin® (Farmoquimica S/A) proposto por Holland em
1975, que consiste na associacdo da hidrocortisona com os antibidticos sulfato de
polimixina B e sulfato de neomicina, em veiculo aquoso, tem sido bastante
empregado (PERCINOTO, CASTRO; PINTO, 2006).

1.2.5 Cimento Portland

O Cimento Portland, material amplamente utilizado na Engenharia Civil,
apresenta constituintes basicos similares aos do MTA, sendo o silicato tricalcio,
silicato dicalcio, aluminato tricalcio, ferro aluminato, tetracalcio e sulfato de cdlcio
hidratado (FUNTEAS et al., 2003; CAMILLERI et al., 2005; SONG et al., 2006). Tal
fato despertou grande interesse dos pesquisadores sobre este material, e hoje esta

sendo amplamente estudado.

Varios autores comparam o MTA com o cimento Portland e analisaram as
similaridades existentes entre ambos (ESTRELA et al., 2000; HOLLAND et al., 2001;



1 Introdugio 31

DUARTE, 2005; ISLAM, 2006; BORTOLUZZI, 2006; MIN, 2007; SHAYEGAN; PETEIN;
ABBEELE, 2008). Estes autores verificaram que o cimento Portland apresenta
caracteristicas macroscépicas, microscdpicas, radiograficas, comportamento
bioldgico, composicdo, acdo antimicrobiana e o pH semelhante ao MTA, com a
diferenca que este ndao apresenta Oxido de bismuto, material que confere
radiopacidade ao MTA (ESTRELA et al., 2000; HOLLAND et al., 2001; DUARTE et al.,
2005; ISLAM et al., 2006; BORTOLUZZI et al., 2006; MIN et al., 2007; SHAYEGAN;
PETEIN; ABBEELE, 2008;).

O Cimento Portland tem sido pesquisado extensivamente como um substituto
ao MTA, principalmente devido ao seu baixo custo (ESTRELA et al., 2000; MENEZES
et al., 2004; CAMILLERI et al., 2005; SAKAI et al., 2009; FORNETTI et al., 2009;
LOURENCO NETO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013). Testes de toxicidade, de
propriedades fisico-quimicas, estudos /n vivo e in vitro tem sido realizados com este
material promissor, confirmando que o cimento Portland assim como o MTA, também
permite a neoformacao de tecido mineralizado e a manutencao da vitalidade do
remanescente pulpar (ESTRELA et al., 2000; HOLLAND et al., 2001; SAIDON et al.,
2003; MENEZES et al., 2004; DUARTE et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005; MIN et al.,
2007; STEFFEN et al., 2009; DUARTE et al., 2009; SHAHI et al., 2010; DUARTE et
al., 2012; LEE et al., 2012).

Em pulpotomias de dentes deciduos o cimento Portland esta sendo
empregado com indices de sucesso clinico e radiografico semelhantes aos
apresentados pelo MTA. (SAKAI et al., 2009; CONTI et al., 2009; FORNETTI et al.,
2009; LOURENCO NETO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; FERREIRA et al., no
prelo). Esses dados encorajam-—avaliacOes a longo prazo afim de se confirmar a
aplicabilidade clinica do cimento Portland na Odontologia.

Pela literatura pesquisada até o momento, poucos trabalhos foram
publicados avaliando o efeito clinico e radiografico de diferentes materiais para
pulpotomias de dentes deciduos humanos, analisando conjuntamente as alteracdes
histoldgicas destes dentes. Os estudos histologicos de polpas dentdrias de dentes

humanos normalmente avaliam dentes permanentes higidos com extracao indicada
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(TUNC et al., 2006; CHACKO; KURIKOSE, 2006; SAWICKI et al., 2008; PAROLIA et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013).

1.3 PROTEINA 1 DA MATRIZ DENTINARIA (DMP-1)

Proteinas nao colagenas tém sido relacionadas a regulacdo dos cristais
inorganicos sobre a matriz do osso, da dentina e esmalte, dentre as quais se destaca
a proteina da matriz dentinaria (DMP-1), originalmente encontrada nos dentes e
ossos. Trata-se de uma fosfoproteina acida relacionada a processos de bio-
mineralizagao (MASSA et al., 2005; ALMUSHAYT et al.,, 2006; TURNER, 2007;
GOLDBERG et al., 2008; ISHIMATSU et al., 2009; BENIASH et al., 2011).

A expressaio da DMP-1 é notada tanto no tecido pulpar quanto nos
prolongamentos dos odontoblastos. Esta relacionada com a regulacdo da
diferenciacao dos odontoblastos, a formacao do sistema tubular da dentina e a
mineralizagao (LING et al., 2005; ALMUSHAYT et al., 2006; LU et al., 2007; AGUIAR;
ARANA-CHAVEZ, 2010; FANG et al., 2010; SUZUKI et al., 2012).

A possivel interacdo da DMP-1 com o calcio e fosfato, se deve a presenca de
serinas fosforiladas, que permitem que a proteina DMP-1 inicie o processo de
nucleacao e regulacao dos cristais de hidroxiapatita, que se organizam na presenca
da mesma, sendo assim a DMP-1 é expressa no inicio do processo de mineralizacao,
0 que indica o seu papel regulador neste processo (HE et al., 2003; NARAYANAN et
al., 2003; MASSA et al., 2005; BENIAH et al., 2011).

A DMP-1 é identificada em odontoblastos durante o desenvolvimento e
maturagdo do 6rgao dentdrio, e a supressao desta resultou em alguns estudos no
aparecimento de tecidos hipomineralizados. Em casos de estimulos mais agressivos,
por exemplo, ao tecido pulpar, a DMP-1 atua na diferenciacao das células do tecido
pulpar em odontoblasto-like, visando uma maior secrecao de serinas e a posterior
formacdao de uma barreira de tecido mineralizado, a chamada dentina tercidria
(ALMUSHAYT et al., 2006; ISHIMATSU et al.,, 2009; MARTINEZ, 2009; AGUIAR;
ARANA-CHAVEZ, 2010; BENIASH et al., 2011; SUZUKI et al., 2012).
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Os mecanismos por meio dos quais os tecidos dentarios humanos sofrem a
mineralizagdo ainda ndo estdo completamente esclarecidos. Porém a expressao de
determinadas proteinas, como a DMP-1, parece estar diretamente ligada a esse

processo.

A procura por solucdes e materiais ideais para qualquer area de
conhecimento dentro da odontologia deve ser direcionada para o conhecimento e
indicacdo de medicamentos biocompativeis, visando a ocorréncia do processo de
reparo e proporcionando regeneracao natural e bioldgica da polpa (CHACKO;
KURIKOSE, 2006; MORETTI et al., 2008; SAKALI et al., 2009; SUBRAMANIAM et al.,
2009; GODHI; SOOD; SHARMA, 2011). O recente progresso no campo cientifico
celular e molecular proporcionou um melhor entendimento sobre as alteragdes e o
comportamento do tecido pulpar durante o processo de reparo tecidual, permitindo
avaliar biologicamente as diferentes estratégias de terapia pulpar (LOURENCO NETO
et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

Atualmente estdo disponiveis diversos trabalhos clinicos e laboratoriais,
utilizando as mais variadas metodologias para testar e demonstrar a eficacia dos
materiais utilizados na pulpotomia de dentes deciduos, porém justifica-se continuar a
pesquisar neste campo uma vez que ainda nao existe um material ideal (PEREIRA et
al., 2004; LIMA et al., 2011).

Esta pesquisa foi desenvolvida com a finalidade de contribuir para um melhor
entendimento do processo de reparo bioldgico da polpa, assim como comprovar a
biocompatibilidade dos materiais disponiveis e empregados na pulpotomia de dentes

deciduos.
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2 PROPOSICAO

O presente trabalho teve como objetivos:

1) Avaliar a resposta pulpar de dentes deciduos humanos apds pulpotomia
com diferentes materiais capeadores por meio de anadlise clinica,

radiografica e histopatoldgica.

2) Avaliar a expressao da Proteina 1 da Matriz Dentinaria (DMP-1) na

resposta pulpar.






e ﬁ 1S pfE——

3 MATERIAL E METODOS






3 Material e Métodos 41

3 MATERIAL E METODOS

3.1 COMITE DE ETICA

Seguindo os principios éticos e juridicos, a realizagdo deste trabalho foi
avaliada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos da Faculdade de
Odontologia de Bauru — Universidade de Sao Paulo (FOB-USP), protocolo 121/2009
(Anexo A).

3.2 SELECAO DA AMOSTRA E DETERMINAGCAO DOS GRUPOS

A amostra para este estudo foi composta de 22 criangas entre 6 e 9 anos de
idade, de ambos os sexos, totalizando 25 dentes divididos s tratados segundo o

grupo designado a cada um (Anexo B).

A selecdo da amostra foi realizada pela analise clinica e radiogréfica dos

dentes de acordo com os seguintes critérios de inclusao:

Primeiros ou segundos molares deciduos inferiores comprometidos por

carie profunda;
e Auséncia de fistula ou abscesso;

e Auséncia radiografica de reabsorcao interna e externa de mais de 2/3

da raiz;
e Auséncia de lesdo na regiao da furca e no periapice;

Possibilidade restauradora.

Os critérios de exclusao foram:
e Presenca de patologias sistémicas;

e Historia de reacao alérgica ao latex do isolamento absoluto;
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e Historia de reacdo alérgica ao anestésico local ou aos materiais usados

na pulpotomia.
e Auséncia de hemostasia em tempo adequado (5 minutos) apds

curetagem e irrigacao da polpa coronaria.

Os procedimentos clinicos e radiograficos foram realizados por um operador
previamente treinado e calibrado. Todos os procedimentos foram executados na
clinica de Odontopediatria da FOB-USP.

Os dentes foram randomicamente divididos por sistema computadorizado

(Programa Microsoft Excel) entre os grupos:
v" GI — Pulpotomia com Formocresol de Buckley diluido a 1/5 (n=5)
v" GII - Pulpotomia com Hidréxido de Célcio (n=5)
v GIII — Pulpotomia com MTA (n=5)
v" GIV - Pulpotomia com Otosporin® + Hidréxido de Calcio (n=5)
v" GV - Pulpotomia com cimento Portland (n=5)

O responsavel legal das criancas selecionadas foi orientado a ler e assinar o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo C).

3.3 PROCEDIMENTO CLINICOS

Todo o instrumental utilizado nos procedimentos operatorios foi esterilizado
em autoclave, bem como as compressas de gaze e bolinhas de algodao. Os passos
da técnica clinica incluiram: anestesia tdpica, anestesia local do nervo alveolar
inferior com Articaina’ a 4% com Epinefrina 1:100.000. Apds realizagdo do
isolamento absoluto, a lesdo de carie foi removida com auxilio de curetas de

dentina®. A abertura corondria, bem como a remoggo do teto da cdmara pulpar, foi

! Articaine 100 — DFL Industria e Comércio S.A., Rio de Janeiro, RJ — Brasil
2 S White artigos dentérios Ltda, Juiz de Fora, MG — Brasil
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realizada com ponta diamantada esférica® (1014-1015) em alta rotacdo sob irrigagdo,
sendo que a remocao da polpa coronaria foi realizada manualmente com curetas de

dentina® estéreis adequadas para a pulpotomia.

Apds a remocao do teto da camara pulpar e exame clinico direto, o tecido
pulpar foi considerado macroscopicamente vital quando apresentava resisténcia ao
corte, coloracao vermelho-vivo e hemorragia suave que cessava entre 2 e 5 minutos
apds a remocao da polpa coronaria. Em seguida, foram realizadas irrigagoes
constantes com soro fisioldgico, secagem com bolinha de algodao estéril,
hemostasia, aplicacao do material capeador e do medicamento, de acordo com o

grupo indicado.

Para o Grupo I - Formocresol (FC), uma bolinha de algoddo estéril
umedecida com Formocresol de Buckley diluido a 1/5°, tomando-se cuidado da
remocao do excesso do material com uma gaze, foi depositada na camara pulpar,
levemente pressionada na entrada dos condutos radiculares, e entdo mantida por 5
minutos. Decorrido o tempo determinado, a bolinha de algodao foi removida para a
observacdo da fixacdo do remanescente pulpar. Na auséncia de sinal de
sangramento, uma base de o6xido de zinco® e eugenol’ (presa lenta), com

aproximadamente 1 milimetro (mm) de espessura foi acomodada na camara pulpar.

No Grupo II - Hidroxido de Calcio (HC), com auxilio de um porta amalgama
estéri, o p6 do hidroxido de calcio® foi depositado, delicadamente, sobre o
remanescente pulpar numa espessura de aproximadamente 1 mm, de modo que

cobrisse toda a embocadura da polpa radicular.

No Grupo III — Agregado Tridxido Mineral (MTA), os passos iniciais foram
iguais diferindo na base capeadora de MTA (Branco - Angelus®®) que foi preparado
em placa de vidro estéril, seguindo as normas do fabricante (1 medida de p6 para 1

gota de agua destilada). A mistura foi espatulada durante 30 segundos e inserida

3 KG Sorensen, SP, Brasil

* SS White artigos dentarios Ltda, Juiz de Fora, MG — Brasil

> Biodindmica quimica e farmacéutica Ltda, Ibipord, PR — Brasil
® Todontosul, Porto Alegre, RS — Brasil

7 Biodindmica quimica e farmacéutica Ltda, Ibipord, PR — Brasil
8 Biodindmica quimica e farmacéutica Ltda, Ibipord, PR — Brasil
° Angelus
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sobre o remanescente pulpar com o auxilio de uma espatula de insercio n2 1%

estéril, adaptando o material com uma bolinha de algodado estéril umedecida em

agua destilada.

No Grupo IV - Otosporin® + Hidréxido de Calcio (OTO+HC), uma bolinha de
algoddo estéril umedecida em Otosporin®!, cujo excesso foi removido com gaze, foi
depositada na camara pulpar, levemente pressionada na entrada dos condutos
radiculares, e entao mantida por 5 minutos. Decorrido o tempo determinado, a
bolinha foi removida e em seguida com auxilio de um porta amalgama estéril, o po

do hidroxido de calcio, foi depositado delicadamente como no Grupo II.

No Grupo V - cimento Portland (PC), o PC!? foi preparado em uma placa de
vidro estéril, dispensando 01 porcdo de pé (1 medida do KIT do MTA — Angelus®®)
para 01 gota de agua destilada. A mistura foi espatulada durante 30 segundos,
sendo inserida sobre o remanescente pulpar com o auxilio de uma espatula de

110

insercdo n° estéril, adaptando o material com uma bolinha de algodao estéril

umedecida em agua destilada.

Para todos os grupos, uma base de Oxido de zinco e eugenol (presa rapida -
IRM® Dentisply)®®, com aproximadamente 2 mm de espessura, foi adaptada na
camara coronaria, e em seguida executada a restauragao definitiva com cimento de
iondmero de vidro modificado por resina - Vitremer® (3M/ESPE)!*. Apds a realizagdo
da pulpotomia, uma radiografia periapical foi realizada (pds-operatorio imediato) e o

paciente dispensado.

3.4 ANALISE CLINICA E RADIOGRAFICA

Os dentes pulpotomizados foram avaliados clinica e radiograficamente para
analise da resposta pulpar (MORETTI et al., 2008; SAKAI et al., 2009; FORNETTI et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013) e também visando acompanhar o estagio de

1055 White

1 Farmoquimica S/A, Rio de Janeiro, RJ - Brasil

12 Votorantim Cimentos, Brasil

13 Dentisply IndUstria e Comércio Ltda, Petrpolis, RJ — Brasil
43M ESPE AG Dental Products, Saint Paul, MN - USP
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desenvolvimento do dente permanente sucessor, para correta indicacao da exodontia
para a analise histoldgica dos dentes (MARQUES, 2013).

Todos os cuidados quanto aos riscos relacionados as tomadas radiograficas
foram criteriosamente controlados por meio do uso de avental e protetor de tiredide
revestidos por borracha plumbifera, posicionadores infantis para execugao da técnica
e filme radiografico ultrarrapido, possibilitando um baixo tempo de exposicdo as
radiacoes. As radiografias foram obtidas de forma padronizada, com o uso de
posicionadores para técnica radiografica periapical, do tipo Han-Shin, com distancia
foco/filme de aproximadamente 20 cm em aparelho de raios X odontolégico com
70kV e 10mA, com tempo de exposicao de 0,5 segundos. Foram utilizados filmes
insight de sensibilidade E-F da marca Kodak'®, tamanho n°® 1. A revelacdo das
radiografias foi realizada utilizando-se processamento manual pelo método
temperatura/tempo em solugdes da marca Exsil MX*® (Slipa Chem — Fotoquimica)
seguida de lavagem intermediaria em tanque com agua corrente por 20 segundos,
fixacdo por 10 minutos, lavagem final em tanque com agua corrente por 10 minutos
e posterior secagem das radiografias em meio ambiente, permitindo assim que a

imagem final fosse obtida com controle de qualidade da imagem.

Durante esse periodo de acompanhamento clinico e radiografico dos dentes,
foi considerado sucesso clinico dentes com auséncia de dor, mobilidade, sensibilidade
a percussao abscesso/fistula, odor fétido e alteracdo de cor. O sucesso radiografico
foi considerado quando da auséncia de reabsorcdo radicular interna,
comprometimento de furca, areas inter-radiculares radiollcidas e lesdo periapical. E
nos casos onde foram observadas presenca de calcificagao pulpar e formacao de

barreira dentinaria, estes também foram considerados sucesso.

Todos os dados coletados durante os exames clinico e radiografico foram
anotados em uma ficha de avaliacdo previamente elaborada para posterior analise
dos resultados (Anexo D). Durante todo o periodo deste estudo, dois avaliadores

previamente treinados e calibrados realizaram as avaliagoes.

15 Kodak IP-01 Insight Infantil
16 Fotoquimica
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3.5 ANALISE MORFOLOGICA

Os dentes deciduos foram submetidos a exodontia e preparados para analise
histoldgica, ou seja, quando o sucessor permanente apresentava-se entre os estagios
8 ou 9 de Nolla.

Previamente a realizacao das exodontias um termo de doacdo dos dentes foi
assinado pelos pais ou responsaveis pela crianca (Anexo E). Todos os materiais
necessarios e utilizados nas exodontias foram esterilizados em autoclave. Os
procedimentos foram realizados com anestesia tdpica, anestesia local do nervo
alveolar inferior com Articaina’ a 4% com Epinefrina 1:100.000., sindesmotomia,

luxagao, remogao do dente e sutura.

Imediatamente apds a exodontia, sem permitir a desidratagdo, os dentes
foram limpos com uma gaze estérii embebida em soro fisioldgico, removendo
resquicios de ligamento periodontal e sangue e em seguida fixados em solugao de
formol tamponado a 10% e mantidos por 24 horas em frascos individuais e

identificados.

Completado o periodo de 24 horas para fixacdo, iniciou-se o processo de
desmineralizagdo em solucao de acido etileno diamino tetracético (EDTA) a 4%, o
qual foi trocado a cada 5 dias, por um periodo aproximado de 45 a 60 dias. Durante
este periodo foram realizadas radiografias dos dentes para verificar o estagio de
desmineralizagdo dos mesmos. Nao houve necessidade de apicectomia por se tratar

de dentes deciduos que se encontravam em processo de rizdlise.

Realizada a desmineralizacao, os dentes foram lavados em agua corrente por
24 horas, e em seguida desidratados pela passagem sucessiva em alcoois e incluidos
em parafina. A seguir os blocos foram desgastados em micrétomo (Leica RM 2165)
até que se atingisse a regiao ideal para obtencdo de cortes da camara pulpar e dos
canais radiculares. Em seguida, cortes seriados, seguindo a sequéncia de um corte
para analise morfoldgica em laminas de hematoxicilina e eosina (HE) e 3 cortes para

as analises utilizando a técnica da imunohistoquimica, isto repetido em triplicata, de

! Articaine 100 — DFL Industria e Comércio S.A., Rio de Janeiro, RJ — Brasil
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5 um de espessura foram processados para obtencdo das laminas a serem
analisadas. Na sequéncia o material cortado foi distendido em banho maria e colhido
em laminas, que foram levadas a uma estufa a 60°C, e em seguida apds resfriarem
uma sequencia de banhos em alcoois em diferentes concentracdes para

desparafinizagao.

As laminas desparafinizadas foram imersas em hematoxilina de Harris e
lavadas em agua corrente para remover o excesso do corante. Apds a remogao do
excesso de agua, os cortes foram imersos em eosina por cinco minutos,
desidratados, clarificados, e as laminas montadas para leitura em microscdpio optico
(Olympus CH-2).

Os dados coletados durante a anadlise das laminas histoldgicas, por meio de
microscopia Optica, foram anotados em uma ficha de avaliacdo previamente
elaborada para posterior analise dos resultados (Anexo F). Esta avaliagdo foi

realizada por dois avaliadores previamente treinados e calibrados.

O complexo dentino-pulpar foi analisado morfologicamente. Os parémetros

utilizados para analise foram (Tabela 1-4):

Tabela 1 - Critérios atribuidos para presenca de Barreira de Tecido mineralizado

Escores Barreira de tecido mineralizado
0 Ausente
1 Presente

Tabela 2 - Critérios atribuidos para presenca de Camada odontoblastica

Escores Camada odontoblastica

0 Ausente

1 Presente
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Tabela 3 - Critérios atribuidos para presenca de Calcificagao pulpar

Escores Calcificacao pulpar
0 Ausente
1 Presente

Tabela 4 - Critérios atribuidos para presenca de Reabsorgao interna

Escores Reabsorgao interna
0 Ausente
1 Presente

3.6 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA PARA DMP-1

Utilizando os mesmos blocos de onde foram retirados os cortes para a
confeccao das laminas de Hematoxicilina e Eosina (HE), novos cortes de 5 um foram

obtidos para realizacdo da reacao de imuno-histoquimica para DMP-1.

Os cortes obtidos apos serem distendidos em banho-maria foram colhidos
em ldminas’ com carga e colocados na estufa a 60°C por 12 horas para o inicio da
desparafinizacdo e adesdao na lamina. Em seguida, as laminas foram acomodadas
em cubas com ranhuras e passaram por dois banhos de xilol de 10 minutos cada, um
banho de alcool 70% de 5 minutos e um banho final de dgua destilada de 5 minutos
para a desparafinizacao. Em seguida, para a hidratacao dos cortes, foram realizados
dois banhos de dlcool absoluto de 5 minutos cada. Por ultimo, as laminas foram
lavadas e mantidas em dois banhos de TBS (Solucao Tris Salina Tamponada,
pH=7,6) por 5 minutos. Terminado este processo, as laminas foram transferidas para
as bandejas, onde os cortes foram delimitados com caneta hidrofébica e em seguida
realizados os passos da reacao de imuno-histoquimica para o anticorpo primario

DMP-1, conforme descrito a seguir.

17 StarFrost® White - Sakura
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Para a recuperacao dos epitopos, os cortes foram submetidos a digestdo
enzimatica por meio da utilizacdo da Proteinase K!8, que foi gotejada sobre as
laminas e deixadas em repouso por 25 minutos, sendo que em seguida foram
realizadas duas lavagens de 3 minutos com TBS. O passo seguinte foi o bloqueio da
peroxidase enddgena, para o qual o Bloqueador de Peroxidase®® foi gotejado sobre
os cortes e estas mantidas em repouso por 10 minutos, seguido de duas lavagens de
3 minutos com TBS. Ao final das lavagens, procedeu-se o bloqueio da proteina sérica
utilizando leite em p6 Molico®*® em solucdo a 7%, sendo as laminas colocadas em
cubas de coopler com ranhuras e imersas na solugao por 15 minutos, finalizando os
processos de recuperacao antigénica, bloqueio da peroxidase enddgena e de ligacdes

protéicas inespecificas.

O anticorpo primario policlonal anti-DMP-1! humana (produzido em coelho)
foi devidamente diluido em TBS na proporcao de 1:150 seguindo-se a sugestao do
fabricante, confirmada apds padronizacdo da reagdo, bem como o tipo de tecido
utilizado (tecido duro descalcificado). O anticorpo foi gotejado sobre os cortes e as
laminas mantidas em camara uUmida, por 30 minutos em temperatura ambiente.
Novamente foram realizadas duas lavagens de 3 minutos com TBS.

P®8 'um método

Em seguida, foi utilizado o sistema de deteccao Advance HR
altamente sensivel e especifico para anticorpos primarios de coelho e camundongo,
que ja continha o anticorpo secundario especifico ideal para a reacao a ser realizada.
Nesta etapa foi utilizado inicialmente o reagente ADVANCE® HRP Link (anticorpo
secundario) sobre os cortes, permanecendo em incubacdao por 30 minutos em
temperatura ambiente, seguido de duas lavagens de 3 minutos com TBS. Os cortes
foram posteriormente incubados com o reagente ADVANCE HRP® Enzyme, que
contém anticorpos polimerizados com a enzima peroxidase, por 30 minutos em
temperatura ambiente. Apos duas novas de lavagens 3 minutos com TBS e remocao
do excesso de liquido, foi gotejada a solucdo do cromdgeno DAB!®, mantida por

aproximadamente 3 minutos, checando visualmente a mudanga de cor dos cortes.

18 Dako North America, Inc, Carpinteria, CA - EUA
19 EasyPath — EP — 12-20522, S30 Paulo, SP - Brasil
20 Nestlé Brasil LTDA

21Sigma, HPA037465

18 Dako North America, Inc, Carpinteria, CA - EUA
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Ao final, as laminas foram lavadas com agua destilada e contra-coradas por
hematoxilina de Harris a 5% por 1 minuto. Na sequéncia, as laminas foram lavadas
em agua destilada e depois transferidas para as cubas de Coopler com ranhura e
passadas rapidamente por 3 vezes em alcool etilico absoluto e 3 vezes em xilol.
Posteriormente realizou-se a montagem das laminas e colagem das laminulas com

resina sintética Entellan®?.

As condicoes da reacao de imuno-histoquimica para DMP-1 foram
padronizadas utilizando-se como tecido controle positivo a lesao odontogénica
benigna odontoma composto, e como controle negativo da reacao foi realizada a

incubagdo de um dos cortes com TBS, sem adi¢do do anticorpo primario.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Apds a coleta, os dados das analises radiograficas foram devidamente
analisados, tabulados e submetidos ao Teste Qui-quadrado para comparagao dos
resultados entre os grupos estudados, seguido do Teste Mcnemar para comparagao
entre os periodos. Durante todo periodo do estudo, 2 avaliadores previamente
treinados e calibrados (nivel de concordancia de 95,45%) foram responsaveis pelas
avaliacOes e coletas de dados. Foi adotado nivel de significancia de 5% para que as

diferencas fossem consideradas estatisticamente significativas.

Para a andlise histoldgica, 2 avaliadores previamente treinados e calibrados
(nivel de concordancia de 94,74%) foram responsaveis pelas avaliagdes e coletas de
dados. Os dados obtidos foram analisados, tabulados e submetidos aos testes
Kruskal Wallis, seguido do Teste Dunn, para as variaveis semi-quantitativas e o teste
Qui-quadrado, seguido do Teste de Comparagbes de proporcoes, para as variaveis
qualitativas. Foi adotado nivel de significancia de 5% para que as diferencas fossem

consideradas estatisticamente significativas.

As laminas de imuno-histoquimica para o anticorpo DMP-1, tiveram o

complexo dentino-pulpar analisado morfologicamente, de forma descritiva em

22 Merck S/A, Cotia, SP - Brasil
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microscopia Optica, visando comparar com os dados observados nas analises
histoldgicas de HE e comprovar a qualidade das barreiras dentindrias observadas,

bem como a migracao e/ou diferenciacao das células da polpa visando o reparo.
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4 RESULTADOS

A amostra foi composta por 25 molares deciduos de 22 criancas (8 meninos
e 14 meninas). A idade dos pacientes variou de 6 a 9 anos com média de 7 anos e 8
meses. Durante o periodo de avaliacao, aos 3 meses, 1 crianca desistiu de participar

do acompanhamento.

4.1 AVALIACAO CLINICA

O acompanhamento do comportamento clinico dos materiais utilizados no
estudo foi realizado durante as consultas trimestrais periddicas de
acompanhamentos dos dentes pulpotomizados, onde observou-se auséncia de
falhas clinicas para todos os grupos estudados. Nenhum dente apresentou
sintomatologia dolorosa espontanea ou a percussao, sinal de mobilidade, fistula,
inflamacdo ou edema dos tecidos gengivais ao redor dos mesmos, garantindo 100% de

sucesso clinico para todos os grupos estudados.

4.2 AVALIACAO RADIOGRAFICA

Os dentes pulpotomizados foram acompanhados radiograficamente
trimestralmente até o periodo da indicacdo de exodontia, para analisar o
comportamento radiografico dos materiais estudados. Foi considerada a presenca ou
auséncia de falhas caracterizadas como reabsor¢des internas, reabsorgbes externas
patoldgicas, radiolucidez na area de furca e destruicdo do osso inter-radicular e
lesdes periapicais. Presenca de barreira dentindria e calcificagbes pulpares foram

itens avaliados nas radiografias e considerados sucesso radiografico.

Para o Grupo I (FC), um paciente ndo compareceu ao controle radiografico
de 3 meses, os demais apresentaram 100% de sucesso para todos o itens avaliados.
Na avaliacgdo de 6 meses, dois dentes nao foram avaliados devido ao nao

comparecimento do paciente, e um dente apresentou reabsorcao interna, os demais
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apresentaram 100% de sucesso. Nos demais periodos de avaliacdo todos os dentes

do grupo apresentaram 100% de sucesso até o momento da extragao.

No Grupo II (HC), um paciente ndo compareceu ao controle radiografico de 3
meses e 2 dentes apresentaram reabsorcao interna. Nenhum dente apresentou barreira
dentinaria neste periodo de avaliacdo. Aos 6 meses um dente nado foi avaliado devido
auséncia do paciente. Os dentes que apresentaram reabsorcdo interna continuaram
em acompanhamento até o momento da exodontia. E os demais dentes apresentaram

100% de sucesso em todos os periodos de avaliagao até o momento da exodontia.

Para o Grupo III (MTA) todos os dentes avaliados apresentaram 100% de
sucesso, alguns dentes do grupo apresentaram formacdao de barreira dentinaria

visiveis nos exames radiograficos ao longo dos acompanhamentos.

No Grupo IV (OTO+HC), aos 3 meses um paciente nao compareceu ao
controle radiografico e 2 dentes apresentaram formacao de barreira dentinaria. Na
avaliacao de 6 meses, todos os dentes foram avaliados, 1 dente apresentou calcificacao
pulpar e 4 dentes apresentaram formacao de barreira dentindria. Nos demais periodos de

acompanhamento nenhum dos dentes apresentou falhas ou novos achados radiograficos.

Para o Grupo V (PC) observou-se a formacao de barreira dentinaria em 1
dente aos 3 meses de acompanhamento radiografico. Para os demais itens avaliados

todos os dentes apresentaram 100% de sucesso durante os periodos de avaliacao.

4.3 AVALIACRO MICROSCOPICA DOS CORTES HISTOLOGICOS CORADOS PELA
HEMATOXILINA-EOSINA (HE)

O Grupo I (FC) apresentou presenca de tecido conjuntivo frouxo, com
guantidade normal de vasos sanguineos e infiltrado inflamatério moderado a severo,
na maioria dos casos avaliados. A observacao de reabsorcao interna proxima as
areas de contato do material capeador com o tecido pulpar foi comum. Em todos os
casos observados nao houve a formacao de barreira de tecido mineralizado, camada
odontoblastica e tecido de granulacao. Os remanescentes radiculares de 2 dentes

apresentaram calcificacao pulpar (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 - Grupo I (FC): A- Tecido conjuntivo frouxo com infiltrado inflamatorio
moderado (ii) e reabsor¢do interna (RI); B- Tecido conjuntivo frouxo
com infiltrado inflamatério moderado (ii), reabsorcao interna (RI) e
presenca de camada de necrose superficial (NS) (aumento de 10x)
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filtrado inflamatdrio

leve (ii); presenca de camada de necrose superficial (NS), reabsorcao

Tecido conjuntivo frouxo com in
interna (RI) e calcificagdo pulpar (CP) (aumento de 10x)

Figura 2 - Grupo I (FC)
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O Grupo II (HC) revelou presenca de infiltrado inflamatdrio variado, de
ausente a severo, conforme quantidade e concentracao de células mononucleares
observadas no tecido conjuntivo, caracterizado por fibras densas com quantidade
normal de vasos sanguineos. Em todos os casos houve formacdo de barreira de
tecido mineralizado sobre camada odontoblastica desorganizada. Calcificacao pulpar
e reabsorcao interna ocorreram em alguns dentes. Um dos casos apresentou, na
regiao que recebeu o material, a presenca de tecido de granulacao e, sobre este,
células gigantes multinucleadas englobando o material remanescente (Figura 3).
Apds a confeccdo das laminas observou-se que, neste grupo, 2 dentes nao

apresentaram area radicular remanescente suficiente para analise histologica.
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Figura 3 - Grupo II (HC): A- Formagdo de barreira de tecido mineralizado (BD)
(aumento de 10x); B- Tecido conjuntivo frouxo e auséncia de infiltrado
inflamatdrio (TC); presenca de camada odontoblastica (CO) (aumento
de 40x)
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O Grupo III (MTA) apresentou auséncia de inflamacdo pulpar, com
quantidade normal de vasos. O tecido conjuntivo apresentou fibras colagenas densas
na maioria dos casos, presenca de calcificacao pulpar em alguns casos. Presenca de
barreira de tecido mineralizado, sobre camada odontoblastica organizada na maioria
dos casos e auséncia de reabsorcao interna em todos os dentes analisados (Figura
4).
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Figura 4 - Grupo III (MTA): A- Formagdo de barreira de tecido
mineralizado (BD) (aumento de 10x); B- Tecido conjuntivo
denso e auséncia de infiltrado inflamatorio (TC); presenca de
camada odontoblastica (CO) (aumento de 40x)
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O Grupo IV (OTO+HC) revelou auséncia de infiltrado inflamatdrio, com
tecido conjuntivo em alguns dentes frouxo e em outros denso, e quantidade normal
de vasos sanguineos. Formacao de barreira de tecido mineralizado sobre camada
odontoblastica desorganizada, com excecdo de um dos casos que apresentou
camada odontoblastica organizada. Presenca de calcificacdo pulpar em todos os
dentes analisados, variando entre o terco médio e inferior do canal. Auséncia de

reabsorcao interna (Figura 5).
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Figura 5 - Grupo IV (OTO+HC): A- Formagao de barreira de tecido mineralizado
(BD) (aumento de 10x); B- Tecido conjuntivo denso e auséncia de
infiltrado inflamatorio (TC); presenga de camada odontoblastica (CO)

(aumento de 40x)
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O Grupo V (PC) apresentou infiltrado inflamatdrio leve na maioria dos casos
analisados, com tecido conjuntivo frouxo e grande quantidade de vasos sanguineos.
Formacgdo de barreira de tecido mineralizada constante, com camada odontoblastica
dispersa ao longo da barreira, porém organizada. Auséncia de reabsorcao interna e
presenca de calcificacao pulpar em todos os casos analisados (Figura 6).

Apos a confeccdo das laminas observou-se que, neste grupo, 2 dentes nao

apresentaram area radicular remanescente suficiente para analise histoldgica.
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Figura 6 - Grupo V (PC): A- Formacao de barreira de tecido mineralizado (BD)
(aumento de 10x); B- Tecido conjuntivo denso e auséncia de infiltrado
inflamatério (TC); presenca de camada odontoblastica (CO) (aumento
de 40x)
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Para os grupos III (MTA) e IV (OTO+HC) apds a confecgdo das laminas
observou-se que um dente ndo apresentou area radicular remanescente suficiente

para analise histoldgica.

De acordo com o sistema de escores previamente estabelecidos, os dentes

avaliados receberam uma pontuacao e foram submetidos a analise estatistica.

A analise estatistica dos resultados revelou, na comparacao entre os grupos,
que houve diferenca estatisticamente significativa para formacao de barreira de
tecido mineralizado entre o Grupo I (FC) e os demais grupos estudados, onde o
Grupo I (FC) nao apresentou a formagao de barreira e para os demais grupos foi

observada a formagdo de barreira mineralizada nas avaliagdes histoldgicas.

Para camada odontoblastica houve diferenca estatisticamente significante
entre o Grupo I (FC) e os demais grupos estudados. No Grupo I (FC) nao foi possivel
observar camada odontoblastica em nenhuma das laminas estudadas, e para os
demais grupos observou-se camada odontoblastica, variando entre organizada para
os Grupos III (MTA) e V (PC) e desorganizada nos Grupos II (HC) e IV (OTO+HC).
Houve diferenca estatisticamente significativa para reabsorcao interna entre os
grupos I (FC) e III (MTA), IV (OTO+HC), V (PC), de forma que o Grupo I (FC)
apresentou maior indice de reabsorcao interna. O Grupo II (HC) também apresentou
diferenca estatisticamente significativa quando comparado com os Grupos III (MTA),
IV (OTO+HC), V (PC), sendo que este apresentou maior indice de reabsorcdo

interna.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos para calcificacao pulpar
(p>0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Andlise estatistica em relagdo as alteragdes histoldgicas entre os grupos estudados

FC HC MTA HC+0TO PC p
Barreira de
tecido o* 18 18 18 18 0,00079*
mineralizado
Camada 0 28 1,758 1,758 1,758 0,01333*
odontoblastica ! ! ! !
i o4 o066t oS 1 14 >0,05
ﬁ:l::: ree 0,8 0,66" 0 0° 0° 0,01585*

*Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
Grupos com letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (sentido horizontal da linha)

4.4 AVALIACAO MICROSCOPICA DOS CORTES HISTOLOGICOS MARCADOS PELA

IMUNO-HISTOQUIMICA

A andlise da expressao da proteina DMP-1 para a formacdao de barreira

dentinaria, revelou variacdbes morfoldgicas significativas com relacao as regides e

tecidos marcados pela imuno-histoquimica.

Para o Grupo I (FC), como nao houve formacao de barreira neste grupo, foi

observada imunomarcacao restrita a dentina remanescentes na maioria dos casos do

grupo. Eventualmente, quando se observou a presenca de material calcificado nas

paredes laterais do canal radicular, pode-se notar a imunomarcacdao de células

contidas nessa matriz calcificada, bem como o revestimento interno (Figuras 7 e 8).
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Figura 7 - Grupo I (FC): Auséncia de barreira; imunomarcacdo restrita aos
prolongamentos odontoblasticos da parede radicular (ii) (aumento de
10x)
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Figura 8 - Grupo I (FC): A- Auséncia de barreira; imunomarcagdo restrita aos
prolongamentos odontoblasticos da parede radicular (ii) (aumento de
10x). B- Imunomarcagao das células contidas na matriz calcificada (iii)
(aumento de 40X)
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No Grupo II (HC), observou-se presenca de barreira de tecido mineralizado
com imunomarcacao evidente dos prolongamentos dos odontoblastos, direcionados
para o interior da mesma. No tecido pulpar remanescente logo abaixo da barreira

observou-se imunomarcagao dos odontoblastos em fase de organizagao (Figura 9).
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Figura 9 - Grupo II (HC): A- Imunomarcacdo dos prolongamentos odontoblasticos
na barreira mineralizada (ii) (aumento de 10X). B- Imunomarcagao da

camada odontoblastica (CO) e dos prolongamentos odontoblasticos na
barreira mineralizada (ii) (aumento de 40X)
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No Grupo III (MTA), houve formacao de barreira de tecido mineralizado bem
evidente nos cortes analisados, com camada odontoblastica bem organizada logo
abaixo desta. Ficou evidente a imunomarcacdo dos odontoblastos préximos a
barreira, além da marcacao dos prolongamentos remanescentes destes. Notou-se
uma semelhanga na imunomarcagao dos tubulos remanescentes ao se observar a
regiao de encontro entre a barreira mineralizada e a regiao de dentina radicular mais

proxima (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 - Grupo III (MTA): A- Imunomarcacdo dos prolongamentos
odontoblasticos na barreira mineralizada (ii) (aumento de 10X). B-
Imunomarcacdo da camada odontoblastica (CO) e dos prolongamentos
odontoblasticos na barreira mineralizada (ii) (aumento de 40X)
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Figura 11 - Grupo III (MTA): Semelhanga na imunomarcacdo dos tibulos e
odontoblastos na regido da barreira dentinaria e da parede radicular
(aumento de 40X)
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Para o Grupo IV (OTO+HC) foi possivel observar a presenca de barreira de
tecido mineralizado, com tecido pulpar remanescente em seu interior, este por sua
vez, apresentou-se com boa imunomarcacao de todos os odontoblastos ao redor de
toda a area da barreira que o envolvia. Observou-se imunomarcacao dos
prolongamentos odontoblasticos na regido mais superior do tecido envolto da
barreira (Figura 12). Em um segundo corte do grupo observou-se imunomarcagao
dos odontoblastos organizados logo abaixo e acompanhando a barreira formada. Em
um maior aumento pode-se notar a marcagao de tubulos dispersos pela barreira e

evidentes na dentina radicular (Figura 13).
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Figura 12 - Grupo IV (OTO+HC): A- Imunomarcagao do tecido pulpar envolto
pela barreira mineralizada (ii) (aumento de 10X). B- Imunomarcacao
da camada odontoblastica (CO) e dos prolongamentos odontoblasticos
na barreira mineralizada (ii) (aumento de 40X)






4 Resultados

97

Figura 13 - Grupo IV (OTO+HC): A- Imunomarcagao dos prolongamentos
odontoblasticos na barreira mineralizada (ii) (aumento de 10X). B-
Imunomarcacdo da camada odontoblastica (CO) (aumento de 40X)
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O Grupo V (PC), foi o que apresentou a barreira de tecido mineralizada mais
semelhante na imunomarcacao quando comparada com a imunomarcacao observada
na dentina radicular. Toda a extensao da barreira apresentou imunomarcacao dos
tubulos e prolongamentos odontoblasticos remanescente, assim como a
imunomarcacao de toda a camada odontoblastica abaixo da barreira e de todos os

odontoblastos ao longo da raiz (Figura 14).
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Figura 14 - Grupo V (PC): A- Imunomarcacdo dos prolongamentos odontoblasticos
na barreira mineralizada (ii) (aumento de 10X). B- Imunomarcagao
da camada odontoblastica e semelhanca na imunomarcagdo dos
tubulos e odontoblastos na regido da barreira dentinaria e da parede
radicular (CO) (aumento de 40X)
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliados 66 pacientes na clinica de Odontopediatria da
FOB-USP, sendo que 22 pacientes foram selecionados com idade entre 6 a 9 anos,
compondo uma amostra de 25 dentes deciduos. Essa faixa etaria é utilizada e aceita
para pesquisas cientificas que envolvam resultados clinicos, radiograficos e
histoldgicos de pulpotomia de dentes deciduos humanos (WATERHOUSE et al., 2000;
CAICEDO et al., 2006; MORETTI et al., 2008; FORNETTI et al., 2009; LOURENCO
NETO, 2009; HAGHGOO; ABBASI, 2012; FERNANDES, 2012; OLIVEIRA et al., 2013;
MARQUES, 2013).

Os 25 dentes selecionados para a realizacdo das pulpotomias seguiram
aspectos clinicos e radiograficos previamente estabelecidos na literatura por outros
estudos que utilizaram metodologia semelhante a deste estudo (EIDELMAN; HOLAN;
FUKS, 2001; MORETTI et al., 2008; SAKAI et al., 2009; FORNETTI et al., 2009;
ALACAM et al., 2009; ERDEM et al., 2011; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011; HUTH et
al., 2012 RUBY et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; FERNANDEZ et al., in press).
Optamos por molares deciduos inferiores, em funcdo da melhor acessibilidade
(SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011), e visualizacdo da camara pulpar e dos canais
radiculares bem como, a diminuicdo de sobreposicdo radiografica de estruturas
anatomicas e elementos dentarios encontrada em uma radiografia periapical do arco
superior (MORETTI et al., 2008; SAKAI et al., 2009; FORNETTI et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2013).

Os dentes selecionados para a composicao da amostra desta pesquisa foram
randomicamente divididos entre os 5 grupos com o auxilio de um sistema
computadorizado (Programa Microsoft Excel). Optamos por realizar um ensaio clinico
randomizado, que é um tipo de estudo experimental usado como padrdo de
referéncia dos métodos de pesquisa em epidemiologia, baseado no CONSORT e
considerado a melhor fonte de evidéncia cientifica disponivel. E essencial que
trabalhos do tipo ensaios clinicos sigam um padrdo, como orientacdes CONSORT, de

modo a facilitar a comunicacdo completa e transparente quanto a metodologia e
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resultados, auxiliando, desta forma, na avaliacao, interpretacdao e comparagoes
(MOHER et al., 2012; ANTHONAPPA; KING; MARTENS, 2013).

O ensaio clinico randomizado é considerado o padrao ouro para avaliacdo
das intervencoes, devido a capacidade de minimizar estimativas tendenciosas dos
efeitos do tratamento ou dos resultados de uma pesquisa, tornando-os mais
fidedignos e confidaveis (MOHER et al., 2012). Como desvantagem, os controles
clinicos randomizados tem altas taxas de desisténcias. Quando o indice de abandono

é superior a 20% o estudo torna-se de baixa qualidade (KURJI et al., 2011a).

No presente estudo encontramos dificuldade em selecionar molares deciduos
inferiores com cdrie extensa, que possuissem indicacdo correta para o tratamento de
pulpotomia e possibilidade de extracao em um periodo proximo. Além disso, muitos
dos pacientes inicialmente selecionados para o0 nosso experimento nao
compareceram na data agendada para o tratamento e nao mostraram interesse se a
data fosse remarcada para outro dia. Outros ndo compareceram aos retornos
periddicos previamente agendados, dificultando assim a coleta de dados, as analises
dos resultados e o adequado acompanhamento clinico nos tempos estipulados de
algumas amostras. Neste estudo, apenas um paciente desistiu do acompanhamento

apos a realizacao do tratamento.

Varios estudos, embora relatem altos indices de sucesso clinico e radiografico
para os materiais capeadores pulpares, descrevem alteragOes celulares do tecido
pulpar remanescente, quando avaliado histologicamente (WATERHOUSE et al., 2000;
CAICEDO et al., 2006; PERCINOTO; CASTRO; PINTO, 2006; OLIVEIRA et al., 2013;
MARQUES, 2013). Portanto, para julgar a eficacia do material capeador pulpar é
importante determinar também, por meio da analise histoldgica, a auséncia ou
presenca de reabsorcoes, além de formagdo de barreira de tecido mineralizado
(PARIROKH et al., 2005). Este estudo utilizou critérios previamente descritos na
literatura, convertidos em um sistema de escores, para avaliar a resposta pulpar aos
diferentes agentes capeadores (DOMINGUEZ et al., 2003; SHAYEGAN; PETEIN;
ABBEELE, 2008; ACCORINTE et al., 2008a; CHACKO; KURIKOSE, 2006; CANNON et
al., 2008; CANNON et al., 2011; LIMA et al., 2011).
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Os estudos histoldgicos da resposta pulpar de materiais capeadores pulpares
nao possuem um padrdo quanto ao tipo de dente e nimero da amostra, sendo que
na maioria das vezes se utilizam dentes deciduos e/ou permanentes com indicacao
para extracao devido outros motivos (AGAMY et al., 2005; TUNC et al., 2006;
ACCORINTE et al., 2008a, 2008b; CANNON et al., 2008; SHAYEGAN; PETEIN;
ABBEELE, 2008; PAROLIA et al., 2010; LIMA et al., 2011; SRINIVASAN; JAYANTHI,
2011). Normalmente, quando dentes deciduos comprometidos por carie sdo
utilizados a amostra para cada grupo costuma ser composta por menos de 10 dentes
(TUNC et al., 2006; CAICEDO et al., 2006). Este estudo utilizou, para cada grupo, 5
molares deciduos inferiores comprometidos por carie extensa com auséncia de
sintomatologia dolorosa e alteragGes perirradiculares, conforme critérios de indicacao

para pulpotomia.

Outro item avaliado neste estudo foi expressao da DMP-1 por meio de
analises imuno-histoquimica. A imuno-histoquimica geralmente é realizada em testes
de culturas de células, /n vitro ou /n vivo, trabalhando com modelos animais e dentes
permanentes humanos (ALMUSHAYT et al.,, 2006; MARTINEZ et al., 2009;
DESHPANDE et al., 2011; BENIASH et al., 2011; SUZUKI et al., 2012), ndo havendo
na literatura pesquisada até o momento estudos utilizando dentes deciduos

humanos.

Nos procedimentos clinicos, apos realizacao da abertura coronaria, a polpa
foi macroscopicamente avaliada e considerada vital e favoravel ao procedimento,
quando se apresentou com uma coloragdo vermelho vivo, resisténcia ao corte e uma
suave hemorragia, em que a hemostasia foi facilmente alcancada em até 5 minutos
(EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001; FUKS, 2002; HOLAN; FUKS; KELTZ, 2002;
CASTRO, 2005; MORETTI et al., 2008; FONETTI et al., 2009; SAKAI et al., 2009;
CONTI et al., 2009; SEALE; COLL, 2010; OLIVEIRA et al., 2013). Caso a hemostasia
nao fosse alcancada dentro dos padroes, foi indicado o procedimento de pulpectomia

do dente.

O controle da hemorragia pulpar apds o seu corte na técnica da pulpotomia é
considerado uma variavel significativa nos resultados da pulpotomia (WATERHOUSE
et al., 2000; ALACAM et al., 2009; ODABAS et al., 2011; YAMAN et al., 2012).
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Levando em consideracao esse fato, para todos os grupos deste estudo foi tomado o
cuidado com relacdo ao controle da hemorragia, que foi alcancada apods irrigacao
com soro fisioldgico e secagem com bolinhas de algodao estéreis, assim como para
gue ndo houvesse coagulo sanguineo entre o remanescente pulpar e o material

capeador empregado.

O Formocresol foi selecionado como grupo controle, Grupo I (FC), por ainda
nos dias de hoje ser considerado um agente terapéutico padrao-ouro (“gold
standard”) em estudos envolvendo pulpotomias de dentes deciduos (EIDELMAN;
HOLAN; FUKS, 2001; FUKS, 2002; AGAMY et al., 2004; FARSI et al., 2005; HOLAN;
EIDELMAN; FUKS, 2005; HUTH et al., 2005; LIU, 2006; PENG et al., 2006; TUNC et
al., 2006; FUKS, 2008; MORETTI et al., 2008, TOOMARIAN et al., 2008, SEALE;
COLL, 2010; HUGAR; DESHPANDE, 2010; BLANCHARD; BOYNTON, 2010;
GOLPAYEGANI; ANSARI; SIMANCAS-PALLARES; DIAZ-CABALLERO; LUNA-RICARDO,
2010; TADAYON, 2010; ZEALAND et al., 2010; GISOURE, 2011; VOSTATEK et al.,
2011; HUTH et al., 2012; RUBY et al., 2013;).

Para o Grupo II (HC) desta pesquisa utilizamos o Hidroxido de Calcio, sob a
justificativa de este ser considerado um material bioldgico bastante empregado na
odontologia, devido propriedades antibacterianas, biocompatibilidade (HUTH et al.,
2005; ACCORINTE et al., 2008; MORETTI et al., 2008; FUKS, 2008; ALACAM et al.,
2009) e por apresentar propriedades indutoras de mineralizacao tecidual, com
auséncia de toxicidade local e sistémica (LEONARDO et al., 1993; TUNC et al., 2006;
WITHERSPOON; SMALL; HARRIS, 2006; CANNON et al., 2008; MORETTI et al.,
2008; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; LOURENCO NETO et al., 2013), além de
satisfatorios resultados clinicos, radiograficos e histoldégicos (PERCINOTO; CASTRO;
PINTO, 2006; OLIVEIRA et al., 2013).

No Grupo III (MTA) foi utilizado o MTA, material amplamente empregado em
varias areas da odontologia com bastante sucesso (MORETTI et al.,, 2008;
HAGHGOO; ABBAS, 2010; CARDOSO-SILVA et al., 2011; PARIROKH; TORABINEJAD,
2010; OBDAS et al., 2012;), somado a longos periodos de controle clinico e
radiografico, estudos histoldgicos e mais recentemente revisdes sistematicas sobre o

material, evidenciando bons indices de sucesso (PENG et al., 2006; CAICEDO et al.,
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2006; MAROTO et al., 2006; SRINIVASAN; PATCHETT; WATERHOUSE, 2006; NG;
MESSER, 2008; MORETTI et al., 2008; NOOROLLAHIAN, 2008; ZEALAND et al.,
2010; HAGHOO; ABBASI, 2010; SIMANCAS-PALLARES; DIiAZ-CABALLERO; LUNA-
RICARDO, 2010; CARDOSO-SILVA et al., 2011; ERDEM et al., 2011; GODHI; SOOD;
SHARMA, 2011; LIU; ZHOU; QIN, 2011; SRINIVASAN; TAYANTHI, 2011;
MALEKAFZALI; SHEKARCHI; ASGARY, 2011; ODBAS et al., 2012; SUSHYNSKI et al.,
2012; ANTHONAPPA; KING; MARTENS, 2013; LOURENCO NETO et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2013).

Para o Grupo IV (OTO+HC) utilizamos o hidréxido de calcio, porém desta vez
fizemos uso de uma associacdao de corticosterdide-antibiotico previamente a
colocacdo do mesmo na cavidade. O medicamento de escolha foi o Otosporin®
(Farmoquimica S/A), visto grande uso em clinica e pesquisas dentro da Odontologia,
sendo a composicao basica hidrocortisona, conhecido agente anti-inflamatdrio da
familia dos glicocorticdides, e duas sulfas o sulfato de neomicina e o sulfato de

polimixina B, ambos antibidticos de amplo espectro.

A maioria dos relatos encontrados na literatura preconiza o uso de um
curativo de demora por 48 horas, ou seja, quando da utilizacdo desta técnica a
pulpotomia deve ser realizada em duas sessoes (HOLLAND et al., 1971; SOUZA;
HOLLAND; SOUZA, 1995; HOLLAND et al., 1998; PERCINOTO; CASTRO; PINTO,
2006). Porém nessa pesquisa fizemos uso do medicamento por 5 minutos sobre o
remanescente pulpar, finalizando a pulpotomia em sessdo Unica, o que é de
fundamental importancia em Odontopediatria. Esse procedimento foi citado por
Estrela (2004), no qual o autor sugere o uso de uma medicacao tdpica por 5 a 10
minutos sobre o0 remanescente pulpar nos casos de pulpotomia, funcionando como

medicagao anti-inflamatéria de reforco.

Acredita-se que a utilizacdao prévia de um agente como o medicamento
Otosporin® traz beneficios ao remanescente pulpar, favorecendo o tecido ao reparo,

somado ao material capeador utilizado posteriormente (LOURENCO NETO, 2009).

No Grupo V (PC) utilizou-se o cimento Portland como material capeador
pulpar, um material que vem sendo amplamente pesquisado devido ao seu baixo

custo e por apresentar caracteristicas semelhantes as do MTA (ESTRELA et al., 2000;
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HOLLAND et al., 2001; DUARTE et al., 2005; ISLAM et al., 2006; BORTOLUZZI et al.,
2006; MIN et al., 2007; SHAYEGAN; PETEIN; ABBEELE, 2008; STEFFEN et al., 2009;
DUARTE et al., 2009; SAKAI et al., 2009; CONTI et al., 2009; FORNETTT et al., 2009;
SHAHI et al., 2010; DUARTE et al., 2012; LEE et al., 2012; MARQUES et al., 2013;
LOURENCO NETO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; FERREIRA et al., no prelo).

Além da biocompatibilidade do material capeador, a capacidade seladora do
material também é uma caracteristica que colabora com o sucesso da pulpotomia,
portanto para materiais capeadores que nao apresentam boa capacidade seladora, a
restauragao final deve ser adequada e bem realizada (MORETTI et al., 2008;
FORNETTI et al., 2009; SAKAI et al., 2009; BLANCHARD; BOYTON, 2010; TABARSI
et al., 2010; YAMAN et al., 2012). Neste estudo optou-se por realizar a restauragao
definitiva do elemento dentario na mesma consulta da pulpotomia, pois algumas
pesquisas tém demonstrado que restauragdes provisdrias podem levar a insucessos
clinicos e radiograficos, devido a uma possivel microinfiltracao causada pelo material
(MORETTI et al., 2008; FORNETTI et al., 2009; SAKAI et al., 2009; SONMEZ;
DURUTURK, 2010; ERDEM et al., 2011; HUTH et al., 2012).

O oxido de zinco e eugenol, geralmente é a base de escolha por possuir
propriedades bactericidas e bom selamento, embora possa provocar inflamagao
pulpar moderada a intensa (MORETTI et al., 2008; GOLPAYEGANI; ANSARI;
TADAYON, 2010; ODABAS et al.,, 2012; YAMAN et al., 2012). A escolha da
restauragao deve ser baseada na quantidade de estrutura dentaria remanescente. A
coroa de aco € bastante indicada, pois proporciona bom selamento coronario
(AGAMY et al., 2004; FARSI et al., 2005; HOLAN; EIDELMAN; FUKS, 2005;
BLANCHARD; BOYTON, 2010; SEALLE; COLL, 2010; GOLPAYEGANI; ANSARI;
TADAYON, 2010; ODABAS et al., 2011). Amalgama e compostos resinosos podem
ser utilizados quando ha estrutura dentaria suficiente (RIVERA et al., 2003; CONTI et
al.,, 2009; MORETTI et al., 2008; FORNETTI et al., 2009; SAKAI et al., 2009;
BLANCHARD; BOYTON, 2010; YAMAN et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013). Optamos
pela restauragdo definitiva com cimento de iondmero de vidro modificado por resina
— CIVmr (Vitremer®), sobre uma base de dxido de zinco e eugenol (presa rapida -
IRM® Dentisply), pelo fato do CIVmr apresentar boa capacidade de selamento, facil

manipulacao, apresentar propriedades adesivas e retencao adequada, permitir a
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realizacdo da pulpotomia e da restauracao definitiva em uma Unica sessao, além de
atuar de forma preventiva por meio da liberacao e reincorporacao de flior (MORETTI
et al.,, 2008; FORNETTI et al., 2009; SAKAI et al., 2009). A realizacao do
procedimento em sessdo Unica favorece a adesdo ao tratamento das criancas pelos
responsaveis, visto que as criancas da amostra, neste estudo, sdao de nivel socio-
econdmico baixo, o que dificultaria o retorno das criancas e seus responsaveis para
varias consultas. Além do impacto econdmico, o tratamento quando realizado em
sessao Unica €& favoravel para o bom comportamento dos pacientes
(TRAIRATVORAKUL; KOOTHIRATRAKARN, 2012).

Neamatollahi e Tajik (2006) observaram que nao se pode atribuir as
restauragoes os fracos resultados de um determinado medicamento para pulpotomia,
principalmente se essas forem padronizadas e realizadas da mesma maneira nos
diferentes grupos. Huth et al. (2012) observaram que a falha da restauragao nao
influencia de forma significativa o sucesso da pulpotomia, mas afirmam que a falha
de pulpotomias com restauracoes deficientes é 3.7 vezes maior do que nos casos de
restauragoes intactas. Vale salientar que no presente estudo nao houve falhas nas

restauracdes durante o periodo de avaliagdo.

Assim como o exame clinico do dente pulpotomizado € importante para
verificar possiveis falhas na restauragdo ou falha do tratamento com presenca de
mobilidade dental ou formacdo de fistula/abscesso, o monitoramento radiografico
longitudinal é essencial no intuito de verificar as alteragdes pulpares que podem ser
visualizadas com este tipo de exame, como: lesdo na area de furca ou periapical,
reabsorcoes inter-radiculares, reabsorcdes externas/internas da raiz, formacao de
calcificacdo pulpar ou barreira dentinaria (MORETTI et al., 2008; FORNETTI et al.,
2009; SAKALI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). Como no presente estudo, este
tipo de monitoramento a partir de exames clinicos e radiograficos longitudinais é
consolidado e aceito na literatura (AGAMY et al., 2004; NEAMATOLLAHI; TAJIK,
2006; PERCINOTO; CASTRO; PINTO, 2006; AEINEHCHI et al., 2007; MORETTI et al.,
2008; ALACAM et al., 2009; FORNETTI et al., 2009; SAKAI et al., 2009; HUGAR;
DESHPANDE, 2010; ERDEM et al., 2011; MALEKAFZALI; SHEKARCHI; ASGARY, 2011;
SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011; ODABAS et al., 2011; RUBY et al., 2013; HUTH et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; FERNANDEZ et al., in press).
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A avaliacdo histologica € um importante método para avaliar a resposta da
polpa remanescente e verificar alteragbes em dentes que foram tratados com
pulpotomia (MORETTI et al., 2008; MARQUES, 2013). A resposta histoldgica é
resultante da acdo dos materiais inseridos na cdmara pulpar (CAICEDO et al., 2006).
De maneira geral, a maioria das analises histoldgicas de respostas pulpares a
materiais capeadores avaliam dentes de animais como cdes (ABDO et al., 1979;
HOLLAND et al., 2001; DOMINGUEZ et al., 2003; TOOMARIAN et al., 2008; SILVA et
al., 2010; TABARSI et al., 2010), macacos (FADAVI; ANDERSON, 1996; CANNON et
al., 2008) e rato (KIMURA et al., 2003; CORTES et al., 2007; LIMA et al., 2011).
Pela literatura pesquisada até o momento, poucos trabalhos foram publicados
avaliando o efeito clinico e radiografico de diferentes materiais para pulpotomias de
dentes deciduos humanos, analisando conjuntamente as alteragdes histoldgicas
destes dentes (CAICEDO et al., 2006; TUNC et al., 2006; SRINIVASAN; JAYANTHI,
2011; MARQUES, 2013). Além disso, ha poucos relatos na literatura a respeito de
como o tecido pulpar permanece desde a realizacdo da pulpotomia até o periodo da
esfoliacdo fisioldgica do dente deciduo. Os estudos histoldgicos de polpas dentarias
normalmente avaliam dentes permanentes higidos com extracdo indicada (CHACKO;
KURIKOSE, 2006; FERREIRA et al., 2006; ACCORINTE et al., 2008a; SAWICKI et al.,
2008; PAROLIA et al., 2010; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011).

O estudo da expressao da DMP-1 por meio de analises imuno-histoquimica
visou marcar a expressao desta no tecido pulpar remanescente e na barreira de
tecido mineralizada formada apos a pulpotomia com diferentes materiais capeadores
pulpares, uma vez que a presenga confirma a viabilidade de odontoblastos no tecido
analisado, bem como a secrecao de dentina por estes (TURNER et al.,, 2007;
MARTINEZ et al., 2009; SUZUKI et al., 2012). No caso deste estudo,
especificamente, confirma se tratar de uma barreira dentinaria, analisando dentes

deciduos humanos, o que é inédito na literatura pesquisada até o momento.

Todos os dentes avaliados apresentaram 100% de sucesso clinico durante os
periodos de controle, conforme resultados descritos em outros estudos que também
acompanharam dentes deciduos apds a realizacdao de pulpotomias com diversos
materiais capeadores (SALTZMAN et al., 2005; MORETTI et al., 2008; FORNETTI et
al., 2009; SAKAI et al., 2009; GOLPAYEGANI; ANSARI; TADAYON, 2010; HUGAR;
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DESHPANDE, 2010; GODHI; SOOD; SHARMA, 2011; RUBY et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2013; LOURENCO NETO et al., 2013).

Em relacao a avaliacao radiografica, os achados mais comuns durante os
acompanhamentos dos dentes foram presenca de reabsorcao interna, de barreira

mineralizada e calcificacao pulpar.

A ocorréncia de reabsorgdo interna indica que o dente apresenta vitalidade e
mantem suas funcdes, esta reacao é resultado da atividade dos odontoclastos. A
inflamacao cronica nao diagnosticada é considerada a principal razdao do
desenvolvimento da reabsorgdo interna apds pulpotomia, outros fatores como, o
controle inadequado da hemorragia durante o procedimento, contato do material
com o coagulo, restauragdes improprias e auséncia de selamento que permitem a
infiltracdo bacteriana e inflamacdo pulpar, ou mesmo o efeito irritante dos
medicamentos capeadores pulpares s3ao relacionados com a ocorréncia desta
alteracao. No entanto, o mecanismo exato deste processo ainda nao foi elucidado
(WATERHOUSE et al., 2000, TUNC et al., 2006; MORETTI et al., 2008; NG; MESSER,
2008; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; SONMEZ; DURUTURK, 2008; ALACAM et al.,
2009; GODHI; SOOD; SHARMA, 2011; ODABAS et al., 2011).

A reabsorcao interna confinada ao dente, sem alteracdes radiograficas no
0sso ao redor do dente envolvido e sem comprometimento do sucessor permanente
nao é considerada como falha por alguns autores (SMITH; SEALE; NUNN, 2000;
HOLAN; EIDELMAN; FUKS, 2005). No entanto, devido a espessura radicular dos
molares deciduos, considera-se que se tal alteracdo pode ser Vvista
radiograficamente, uma comunicacao pode existir clinicamente (ODABAS et al.,
2012). Para outros autores, a reabsorcao interna é um sinal de inflamagao pulpar e
pode progredir para falhas clinicas (EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001; MORETTI et
al., 2008; KURIJI et al., 2011). Desta forma, como outros trabalhos (MORETTI et al.,
2008; ALACAM et al., 2009; SAKAI et al., 2009; HUGAR; DESHPANDE, 2010;
FERNANDES, 2012; ODABAS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; FERNANDEZ et al.,
in press), o presente estudo considerou a reabsorcao interna como a falha

radiografica mais comum ocasionada em todos os tipos de pulpotomias.
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Nos Grupos I (FC) e II (HC) observou-se casos de reabsorcdo interna, porém
nao houve progressao significativa a ponto de apresentar alteracao clinica no proprio
dente ou nos tecidos gengivais ao redor do dente pulpotomizado, sendo que estes
dentes foram acompanhados clinica e radiograficamente até o momento ideal para
exodontia. Esses resultados também condizem com outros trabalhos da literatura
como de Aeinehchi et al. 2007; Alagam et al. (2009); Huth et al. (2012); Fernandez
et al. (in press) em que nos grupos de estudo foram detectados presenca de
reabsorcao interna radiograficamente, mas sem alteracdes clinicas no dente tratado
que resultasse na necessidade da exodontia do mesmo. Os demais Grupos III (MTA),
IV (OTO+HC) e V (PC) nao apresentaram reabsorcdes internas ao longo dos

acompanhamentos radiograficos.

Observou-se também areas de reabsorcdo interna na avaliagdo das laminas
de H.E dos Grupos I (FC) e II (HC). Estes achados estao de acordo com o que se
encontra na literatura, onde outros estudos afirmam que a resposta histoldgica da
polpa radicular ao formocresol, material empregado no Grupo I (FC), mostra-se
desfavoravel, com casos de necrose (WATERHOUSE et al., 2000; CANNON et al.,
2008; HAGHGOO; ABBASI, 2012). Em alguns casos do nosso trabalho, observou-se
uma camada de necrose superficial sobre a area inflamada, ndao sendo considerada
falha, mas resultado da agao de mumificacao do formocresol (SHAYEGAN; PETEIN;
ABBEELE, 2008).

As reabsorcOes internas observadas no Grupo II (HC) também podem estar
relacionadas ao estado pulpar, uma vez que esta condicdo € relevante para obtencao
de sucesso em pulpotomias empregando o hidréxido de calcio como agente capeador
(HUTH et al., 2005; TUNC et al., 2006; ACCORINTE et al., 2008a, 2008b; TABARSI et
al., 2010).

Para os Grupos III (MTA), IV (OTO+HC) e V (PC), a avaliacdo histoldgica
confirmou os achados radiograficos com auséncia de reabsorcao interna em todas as

laminas analisadas.

Em relacdo a reabsorcao interna e suas possiveis causas, a associacdao das
avaliacOes radiografica e histoldgica das laminas de H.E, confirmam eficacia do MTA

e cimento Portland sobre o formocresol e o hidréxido de calcio. A associacdo de um



5 Discusséo 115

agente anti-inflamatdrio precedendo o uso do hidréxido de calcio auxilia no processo
de reparo da polpa aumentando as chances de sucesso da técnica empregando o

medicamento hidroxido de calcio.

No processo de reparo pulpar pode haver formacao de barreira dentinaria
(SRINIVASAN; PATCHETT; WATERHOUSE, 2006). O conceito sobre a formacao de
barreira dentinaria é controverso, podendo estar associada tanto ao processo de
reparo, quanto a irritacdo pulpar. Para alguns autores a formagao de barreira nao €
considerada como sucesso (MARKOVIC; ZIVOJINOVIC; VUCETIC, 2005; ODABAS et
al., 2011). Entretanto, conforme considerado neste e em outros estudos seguindo
metodologias semelhantes (MORETTI et al., 2008; SAKAI et al., 2009; FORNETTI et
al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013), a formacao da “ponte de dentina” ou barreira
dentinaria sobre o remanescente pulpar indica sucesso em pulpotomia. Uma vez que
a presenca desta € um indicativo de que o material empregado no capeamento
pulpar nao foi irritante ao tecido remanescente, diminuindo a inflamagao,
colaborando com o processo de reparo, viabilizando a deposicao de material
mineralizado pelos odontoblastos (WATERHOUSE et al., 2000; AGAMY et al., 2004;
PENG et al., 2007; MORETTI et al., 2008; SAKALI et al., 2009; SIMANCAS-PALLARES;
DIAZ-CABALLERO; LUNA-RICARDO, 2010; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011; OLIVEIRA
et al., 2013).

Esse fendmeno indica reparo do tecido pulpar e pode ser induzido por
materiais biocompativeis, como o hidroxido de calcio, MTA e cimento Portland,
(WATERHOUSE et al., 2000; MAROTO et al., 2005; CAICEDO et al., 2006; ODABAS
et al., 2012). O mecanismo de acao destes medicamentos quanto a deposicdao de
tecido mineralizado parecem semelhantes, esses materiais possuem uma habilidade
de induzir e regular a diferenciacdo de células odontoblasto-like e odontoblastos em
depor matriz mineralizada (PERCINOTO; CASTRO; PINTO, 2006; SONG et al., 2006;
MORETTI et al., 2008; FORNETTI et al., 2009; LIU; ZHOU; QIN, 2011; OLIVEIRA et
al., 2013).

Durante os controles radiograficos, os Grupos III (MTA), IV (OTO+HC) e V
(PC) apresentaram barreira dentinaria visivel (AGAMY et al., 2004, HUTH et al.,
2005; PERCINOTO; CASTRO; PINTO, 2006; AEINEHCHI et al., 2007; MORETTI et al.,
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2008; SAKAI et al., 2009; FONETTI et al., 2009; ZEALAND et al., 2010; SIMANCAS-
PALLARES; DfAZ—CABALLERO; LUNA-RICARDO, 2010; ERDEM et al., 2011; LIU;
ZHOU; QIN, 2011; ODABAS et al., 2012; LOURENCO NETO et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2013). Nos grupos IV (OTO+HC) e V (PC) a barreira pode ser observada nos
controles de 3 meses. Nao houve observacao radiografica de barreira dentinaria no
Grupo II (HC) durante os periodos de avaliacao, embora, estudos relatem a
formacao de barreira dentinaria com o uso de hidroxido de calcio (MORETTI et al.,
2008; FERNANDES, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

A formacdo de barreira de tecido mineralizado também foi avaliada
histologicamente, tanto nas laminas de H.E como na imuno-histoquimica. Todos os
dentes dos grupos II (HC), III (MTA), IV (OTO+HC) e V (PC) apresentaram barreira
de tecido mineralizado quando da andlise histoldgica, tais achados estao em
concordancia com os trabalhos de Waterhouse et al. (2000); Dominguez et al.
(2003); Maroto et al. (2005); Chacko e Kurikose (2006); Caicedo et al. (2006); Tung
et al. (2006); Accorinte et al. (2008a, 2008b); Steffen e Waes (2009); Srinivasan e
Jayathi (2011); Oliveira et al. (2013), que relataram formacao de barreira dentinaria
em analises histoldgicas de dentes tratados com hidréxido de calcio, MTA e cimento

portland em casos de exposicao pulpar.

Para os Grupos II (HC), III (MTA), IV (OTO+HC) e V (PC), foi possivel
observar a imunomarcagao da DMP-1 na formagao de barreira, confirmando se tratar
de barreira dentinaria, em consequéncia a secregdo de dentina pelos odontoblastos e
odontoblasto-like presentes no tecido pulpar remanescente logo abaixo da barreira
(ALMUSHAYAT et al., 2006; TURNER et al., 2007; BENIASH et al., 2011; SUZUKI et
al., 2012).

Nos Grupos III (MTA) e V (PC) a imunomarcacao das barreiras foi mais
evidente do que nos demais grupos, o que segundo a literatura, quando de estudos
em modelos animais (AGUIAR; ARANA-CHAVEZ, 2010; FANG et al., 2010), sugere
uma melhor acao do material capeador no reparo da tecido pulpar. Ainda nestes dois
grupos notou-se semelhanca entre a imunomarcacao dos tubulos dentinarios

presentes na barreira e na regido de dentina radicular proxima a barreira, o que
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sugere a semelhanca e qualidade entre a dentina neoformada na barreira e a dentina

existente nas raizes do dente.

A analise dos resultados radiograficos, histoldgicos e imuno-histoquimicos
para o quesito formacao de tecido mineralizado, nos permite afirmar que a imagem
radiografica pode ndao demonstrar a presenca de uma barreira formada, ou que se
encontra em processo de formagao. A presenca da barreira mineralizada foi
confirmada de forma absoluta nas avaliagdes histoldgicas e imuno-histoquimicas. A
imunomarcagao observada nos permitiu, a partir da avaliacao da expressao da DMP-

1, confirmar se tratar de uma barreira dentinaria.

A avaliagdo da forma e da quantidade de marcacao observada nas laminas
de imuno-histoquimica, comparadas com os tecidos dentinarios propriamente ditos
do dente, deixam evidente a qualidade da barreira formada pelo MTA e cimento
Portland quando comparadas as barreiras formadas pelo hidréxido de calcio. Porém,
0 mais importante destes achados para os diferentes materiais capeadores pulpares
é a confirmacdo da biocompatibilidade e a comprovagdo da capacidade bioindutora

que 0s mesmos apresentam.

A presenca de barreira dentindria é um indicativo da presenca de camada
odontoblastica logo abaixo da mesma, sendo, assim o quesito camada odontoblastica
foi avaliado nas andlises histologicas e imuno-histoquimica, uma vez que ndo é

possivel observar a presenca ou auséncia deste item nos controles radiograficos.

Os Grupos II (HC), III (MTA), IV (OTO+HC) e V (PC) apresentaram camada
odontoblastica na avaliacao das laminas de H.E, confirmando assim a habilidade de
regeneracao e biocompatibilidade destes materiais (AGAMY et al., 2004; MENEZES et
al., 2004; CAICEDO et al., 2006; CHACKO; KUKIROSE, 2006; MIN et al., 2007; PENG
et al., 2007; STEFFEN; WAES, 2009; SIMANCAS-PALLARES; DIAZ-CABALLERO;
LUNA-RICARDO, 2010; SRINIVASAN; JAYATHI, 2011; ANTHONAPPA; KING;
MARTENS, 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

A analise das laminas de imuno-histoquimica confirmam essas habilidades,
uma vez que se observou imunomarcacao da camada de odontoblastos logo abaixo
da barreira formada nestes grupos, bem como o0s prolongamentos destes

odontoblastos no interior das barreiras. Assim, fica evidente a capacidade
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bioindutora do hidréxido de calcio, MTA e cimento Portland em induzir e regular a
diferenciagdo de células odontoblasto-like e odontoblastos em depor matriz
mineralizada. Estes achados estdao em concordancia com os estudos de Martinez et
al. (2009); Deshpande et al. (2011); Beniash et al. (2011); Suzuki et al. (2012), que
verificaram em culturas de células a relagdo entre a expressao da DMP-1 e a
secrecao de dentina, confirmando a necessidade de células saudaveis para este

Processo.

A formacao de barreira de tecido mineralizado e a presenca de camada
odontoblastica ndao foi observada no Grupo I (FC). Estes achados histologicos
sugerem que o formocresol ndao induz o reparo do tecido (SRINIVASAN; JAYANTHI,
2011).

As calcificagdes pulpares sao deposicoes de tecido mineralizado ao longo da
parede do canal, e tém sido relatadas como sucesso em outros estudos que também
analisaram materiais capeadores em pulpotomias (MENEZES et al., 2004; MAROTO
et al., 2005; CHACKO; KUKIROSE, 2006; PENG et al., 2007; SIMANCAS-PALLARES;
DIAZ-CABALLERO; LUNA-RICARDO, 2010; SRINIVASAN; JAYATHI, 2011;
ANTHONAPPA; KING; MARTENS, 2013; OLIVEIRA et al., 2013.). Neste estudo, este
achado se fez presente radiograficamente apenas no Grupo IV (HC+OTO) e em

todos os cinco grupos estudados nas analises histoldgicas.

Cuisia et al. (2001), comparou o formocresol e 0 MTA em pulpotomias de
dentes deciduos e também encontrou calcificacdes pulpares para 0 grupo
formocresol, e as considerou como insucesso, afirmando que a presenca destas se
trata de uma forma do tecido pulpar remanescente se defender do efeito nocivo do
material. Os achados histoldgicos observados nas avaliacoes das laminas de imuno-
histoquimica deste estudo, mostrou imunomarcagao de odontoblastos presos dentro

das calcificacdes concordando com os achados deste autor.

Nos Grupos II (HC), III (MTA), IV (OTO+HC) e V (PC) as calcificacdes
pulpares presentes podem ser atribuida a capacidade indutora destes matérias sobre
odontoblastos para a secrecao de dentina. Estudos como o de Aguiar e Arana-Chavez
(2010) e Fang et al. (2011) com modelos animais, observando a expressao da DMP-1

no desenvolvimento dentario, confirmam que em alguns momentos o estimulo da
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DMP-1 nao cessa, gerando em alguns casos 0 excesso de secrecao de dentina, o que
pode explicar as calcificacdes pulpares observadas quando do emprego destes

materiais capeadores.

Com base nos resultados desta pesquisa, é possivel fazer uma analise critica
dos pontos positivos e negativos dos materiais capeadores disponiveis para
pulpotomias de dentes deciduos, e entdo inserir protocolos clinicos adequados para
diferentes situacdes clinicas. Porém, os resultados das andlises histoldgicas e
imuno-histoquimicas demonstraram que nem sempre o0 sucesso clinico e
radiografico é condizente com uma condicdo pulpar de saude, ou seja, livre de
necrose e inflamacao. Radiograficamente, os dentes que apresentaram reabsorc¢oes
ou que nao apresentaram barreira dentinaria puderam apresentar estes achados nas
avaliacGes histoldgicas. A expressao da DMP-1 na resposta pulpar permitiu visualizar
a participacao de odontoblastos e odontoblasto-like na secrecao da matriz dentinaria

visando a formagao de barreira e capacidade de bioindutora dos materiais estudados.
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6 CONCLUSAO

A analise conjunta dos resultados obtidos neste trabalho, com o uso de

diferentes técnicas, permitiu concluir que:

1) Todos os materiais empregados apresentaram indices de sucesso
clinico ou “siléncio clinico” e radiografico aceitaveis para indicacao
clinica. Na analise histoldgica os materiais HC, MTA e PC apresentaram

melhores resultados no reparo pulpar.

2) A expressao da DMP-1 na resposta pulpar permitiu visualizar a
capacidade bioindutora dos materiais HC, MTA e PC no processo de
reparo pulpar e formacao de barreira. A comparagao entre 0s grupos
estudados permitiu constatar que o MTA e o PC se mostraram mais
eficientes, proporcionando formagdo de barreira dentinaria e respostas

do complexo dentinho-pulpar mais satisfatdrias.

Ao final deste estudo temos que o formocresol apresenta um siléncio clinico
que mascara a real condicdo da polpa, e os demais materiais testados apresentam
boa biocompatibilidade e capacidade bioindutora para o reparo, sendo o MTA e o

Cimento Portland os materiais com melhores resultados.
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ANEXO A

Univerﬁidade de Sao Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Al Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 ~ Bauru-SP — CEP 17012-901 — C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 — FAX (0XX14)3223-4679

Comité de Etica em Pesquisa (14)3235-8356
mferrari@fob.usp.br

Processo n? 121/2009

Bauru, 01 de outubro de 2009.

Senhora Professora,

O projeto de pesquisa “Fator de Crescimento Endotelial Vascular na resposta pulpar apés o uso de

material capeador precedido por anti-inflamatério ou laser de baixa intensidade em pulpotomias de

dentes deciduos humanos” de sua autoria, novamente encaminhado a este Comité de Etica em

Pesquisa, foi analisado por um Relator e considerado APROVADO em reunido deste Colegiado, realizada
, no dia 30 de setembro de 2009.

Informamos que qualquer alteragdo efetuada no trabalho de pesquisa, o pesquisador/orientador deverd
comunicar ao CEP-FOB/USP, bem como ao final do trabalho enviar um Relatério para novo parecer, o
qual sera utilizado para publicagdo cientifica.

Atenciosamente,

A J A
\ /’”W A H &
Prof2 Dr3 Maria Teresa Atta
Coordenadora

Prof2 Dr2 Thais Marchini de Oliveira
Docente do Departamento de Odontopediatria, Ortodontia e Saude Coletiva
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ANEXO B
FC HC MTA OTO+HC PC

Paciente| Dente| Idade [Paciente| Dente| Idade |Paciente| Dente| Idade |Paciente| Dente| Idade |Paciente| Dente | Idade
1 74 | 7a 10m 1 75 [9a 10m 1 84 [8al1lm 1 84 | 6a 10m 1 75 6a 7m
2 75 6a 3m 2 75 |7al1llm 2 74 | 6a 8m 2 74 7a 2 74 |6a 10m
3 84 8a 8m 3 75 [ 7a7m 3 75 | 7a2m 3 74 7a7m 3 85 72
4 74 | 7a 10m 4 75 [9aim 4 75 | 6a6m 4 85 9a 8m 4 74 7a 8m
5 85 8a 8m 5 85 | 7a8m 5 84 | 7a3m 5 85 | 7allm 5 74 7a 9m

Média de Idade
7a 10m

Média de idade
8a 5m

Média de idade
7a 4m

Média de Idade
7a 9m

Média de Idade
7a3m
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ANEXO C

& N UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
[ @ FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE BAURU

o j Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — CEP 17012-901 C.P. 73
- PABX (0XX14) 3235-8000- FAX 3223-4679

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vimos por meio desta, dar informacdes e convida-lo (a) a participar da pesquisa
"Estudo clinico, radiografico, histoldgico e imuno-hostoquimico na resposta pulpar apds o uso
de diferentes materiais capeadores em pulpotomias de dentes deciduos humanos". A
pulpotomia é um método conservador utilizado para o tratamento de problemas da polpa de
dentes de leite. Este tratamento, quando ndo realizado, pode trazer alguns prejuizos, como a
perda precoce do dente de leite, mau posicionamento, além da dificuldade de mastigacao e
perda da estética. Em decorréncia da alta incidéncia de carie dentaria e da grande
possibilidade de contaminagdao da polpa dos dentes afetados, a pulpotomia, quando
corretamente indicada, contribui para a manutencao do dente de leite na cavidade bucal até
0 aparecimento do dente permanente, mantendo assim suas fungoes.

Apds exame clinico e radiografico inicial dos dentes indicados para execugao do
tratamento (podendo ser os primeiros e/ou segundos molares deciduos inferiores, lado
direito e/ou esquerdo, de acordo com as necessidades individuais de cada crianga), sera
executado procedimento da pulpotomia, utilizando o medicamento formocresol, hidréxido de
calcio, MTA ou Cimento Portland e em seguida o dente sera devidamente restaurado. A
crianca sera acompanhada para controles clinicos e radiograficos nos periodos de trés e seis
meses apds o tratamento. Apds estes periodos de avaliagdo clinica e radiografica, os dentes
que foram submetidos a pulpotomia e que estiverem na época de esfoliacdo (troca) serdo
removidos para analise histoldgica (observacao de tecidos bioldgicos no microscopio).

A selecao do material que sera utilizado para a realizagdo das pulpotomias ocorrera
de forma aleatdria em cada crianga. O formocresol sera utilizado por ser um medicamento
bastante consagrado e de efeito comprovado na literatura cientifica, o hidréxido de calcio e a
terapia laser que apresentam bons resultados em pesquisas de laboratoério, necessitam de
mais comprovacdes para que possa trazer os beneficios esperados no tratamento

conservador da polpa dos dentes de leite.
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Durante o periodo da realizacdo da pesquisa, caso o tratamento ndao apresente bons
resultados, a crianca podera sentir dor ou entdo podera apresentar fistula ou abscesso. Caso
isso ocorra o responsavel devera entrar em contato com a clinica de Odontopediatria da
Universidade de Sao Paulo pelo telefone (14) 3235-8225, ou entdo, entrar em contato com a
pesquisador Natalino Lourenco Neto, através do telefone (14) 97450615. Nestes casos, a
crianga sera submetida ao procedimento de pulpectomia (tratamento endodontico radical) e
se este ndo apresentar resultado satisfatdrio, sera realizada a remogdo do dente em questao
e, se necessario, colocacao de aparelho para manter o espago até que o dente permanente
esteja pronto para nascer.

Caso o responsavel pelo voluntario queira apresentar reclamagdes em relagdo a sua
participacdo na pesquisa, podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos, da FOB-USP, pelo endereco Al Octavio Pinheiro Brisolla, n® 9-75 (Sala no
prédio da biblioteca, FOB-USP) ou pelo telefone (14) 3234-8356. Além disso, a qualquer
momento o responsavel pelo voluntario podera negar-se a continuar participando desta
pesquisa, sem quaisquer penalidades.

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

!

portador da cédula de identidade , apos leitura minuciosa
das informacdes constantes neste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO, devidamente explicada pelos profissionais em seus minimos detalhes,

ciente dos servicos e procedimentos aos quais sera submetido, ndao restando quaisquer
davidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa proposta.

Fica claro que o sujeito da pesquisa ou seu representante legal, pode a qualquer
momento retirar ssu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de participar
desta pesquisa e ciente de que todas as informagOes prestadas tornar-se-do confidenciais e
guardadas por forca de sigilo profissional (Art. 9° do Cédigo de Etica Odontoldgica).

Por estarem de acordo assinam o presente termo.

Bauru-SP, de de

Assinatura da mae ou responsavel Thais Marchini de Oliveira / Natalino Lourengo Neto
Pesquisadores
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ANEXO D

AVALIACAO CLINICA E RADIOGRAFICA

Nome do paciente:
Data do procedimento:
Dente:

12 Avaliagdo - 3 meses

Data de nascimento: / /

Material:

Data: / /

Clinico

Sim ou ndo Radiografico Sim ou ndo

Sintomatologia

Reabsorcdo interna

Mobilidade

Comprometimento de furca

Sensibilidade a percussao

Areas inter-radiculares
radioltcidas

Presenca de fistula/abscesso

CalcificacOes pulpares

Odor fétido

Formacao de Barreira Dentindria

Alteragdo de cor

Lesao Periapical

22 Avaliacdao - 6 meses

Data: / /

Clinico

Sim ou nao Radiografico Sim ou nao

Sintomatologia

Reabsorcdo interna

Mobilidade

Comprometimento de furca

Sensibilidade a percussao

Areas inter-radiculares
radiolticidas

Presenca de fistula

CalcificacOes pulpares

Odor fétido

Formagdo de Barreira Dentinaria

Alteragdo de cor

Lesao Perapical

3 2 Avaliagao - 12 meses

Data: / /

Clinico

Sim ou nao Radiografico Sim ou nao

Sintomatologia

Reabsorgao interna

Mobilidade

Comprometimento de furca

Sensibilidade a percussao

Areas inter-radiculares
radioltcidas

Presenca de fistula

CalcificacOes pulpares

Odor fétido

Formagdo de Barreira Dentinaria

Alteragdo de cor

Lesao Perapical




150 Anexos

ANEXO E

INSTRUMENTO DE DOAGAO DE DENTES

Identificacao do doador

N0 1P PPPPN
RGi i, CPF e
Cidade:...ccoovveviiiieiieee e, UFis
0 [T =T o0 TP
Telefones para contato:.........ccevvviiiiiiiiiiici e,
E-Mailie e
DECLARACAO

Declaro ter sido esclarecido sobre quais os motivos que levaram a

necessidade de remogao do(s) dente(S)...ccccirrrrmmssrrrrmsssrrrnnnsssrnnnns (codigo) e

concordo que os mesmos sejam utilizados para pesquisa desde que aprovada por
um Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos.
Fui ainda esclarecido que a identidade do menor ndo sera divulgada por qualquer

meio e que o material recolhido sera utilizado unicamente para pesquisa.

Assinatura do responsavel
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ANEXO F

AVALIACAO HISTOLOGICA

Grupo:

Caso

Lamina

Barreira
mineralizada

Camada
odontoblastica

Calcificagao
pulpar

Reabsorcao
Interna
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