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Introdugio

I. Justificacdo do tema

Ainterrupgio do desenvolvimento radicular causada por trauma ou doenga pulpar representa um
desafio tanto endoddntico como restaurador. A necrose pulpar de um dente permanente com
desenvolvimento radicular incompleto leva a paragem da formagao de dentina radicular, condicio-
nando uma parede canalar pouco espessa e funcionalmente comprometida'. Além disso, a presenca
de um apice aberto dificulta as técnicas de preparagao e obturagio canalar, bem como impossibilita
a obtengao de um receptaculo apical capaz de conter os materiais obturadores no interior do canal

radicular, sem extravasamento para os tecidos periapicais?.

Nestas circunstancias clinicas, é geralmente recomendado um procedimento de apexificagdo
com indugao de uma barreira apical capaz reter os materiais obturadores e impedir o seu contacto

com os tecidos periapicais®”.

Apesar desta técnica apresentar uma consideravel eficacia na preservagiao do dente, mostra
algumas limitagdes nomeadamente no facto de restringir ou mesmo impedir o posterior cresci-
mento e maturagao radicular. Com efeito, apesar de possibilitar a formagao de uma barreira apical
dura, mantém, no entanto, as paredes dentinarias muito finas e frageis o que torna o dente muito
suscetivel a fratura. Por este motivo, segundo alguns autores, deve passar a ser encarado como um

tratamento de Ultimo recurso®.

Assim, e uma vez que os procedimentos de apexificagdo limitam o desenvolvimento da raiz,
mantinha-se a expectativa de encontrar um mecanismo que possibilitasse o restabelecimento da
vitalidade do espago pulpar, bem como a continuagiao do processo de evolugao radicular e encer-

ramento apical.

Foi com este propdsito que comegaram a surgir novos procedimentos que demonstraram uma
reparagao tecidular efetiva no espago canalar de dentes permanentes, com rizogénese incompleta e
diagndstico de necrose pulpar e periodontite apical, possibilitando o reforgo das paredes radiculares

e por vezes a continuagao do desenvolvimento radicular, abrindo assim novas perspetivas terapéu-
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ticas neste campo”'?. Estas metodologias sio frequentemente denominadas por procedimentos de
revascularizagio, revitalizagdo ou regeneragio pulpar?®?!, estando o seu sucesso maioritariamente
associado a presenca de um épice aberto e de uma raiz curta?. A formagio e crescimento de no-
vos tecidos e novos vasos sanguineos no espago canalar teria, nesta situagao, uma maior facilidade
de acesso, permitindo o desenvolvimento de um novo suprimento vascular e celular®. Para além
disso, esta também demonstrado que os dentes com apice imaturo possuem uma fonte de células
estaminais, localizadas na papila apical, que lhes confere uma grande probabilidade de recuperagao

e regeneracio®* %,

Nao serao alheios a estes resultados encorajadores os recentes e substanciais avangos ve-
rificados no campo da antissepsia canalar, na prevengao da microinfiltragao coronaria e na area da
engenharia de tecidos, tornando atualmente possivel a criagio de microambientes favoraveis a uma

regeneracdo do tecido pulpar®?2',

As estratégias subjacentes ao aparecimento de novos tecidos no espago pulpar sio referidas
como procedimentos de endodontia regenerativa?®?. A endodontia regenerativa constitui, pois,
uma forma ideal de terapia visando substituir tecidos pulpares afetados e/ou necréticos®-32 Estas
estratégias terapéuticas assentam tradicionalmente nos mesmos principios da engenharia de tecidos,
que incluem entre outros, a utilizagio de matrizes®. Na verdade, as matrizes ao constituirem uma
estrutura tridimensional de suporte sao frequentemente aplicadas de forma a proporcionar condi-
¢oes bioldgicas e fisico-quimicas apropriadas para apoiar e guiar os mecanismos de crescimento e
diferenciagio celular 3%, De facto, a aplicacio de matrizes com o objetivo de auxiliar a regeneragio
endégena do tecido pulpar e/ou facilitar a formagio de dentina reparadora apresenta-se hoje em

dia como um elemento de primordial importancia?-3¢%.

E neste contexto que se situa o trabalho experimental aqui apresentado. Com efeito, o ob-
jetivo principal deste estudo consiste numa avaliagao in vivo do desempenho bioldgico e potencial
regenerativo de diferentes matrizes (acido hialurénico/quitosano e pectina/quitosano) colocadas no
espaco canalar de dentes imaturos com necrose pulpar e periodontite apical, tendo por base analises

radiograficas, histologicas, imunocitoquimicas e histomorfométricas.

1.2. Planificacdo e apresentacao do trabalho

Esta dissertagao encontra-se organizada em trés partes distintas. Na primeira parte, consti-
tuindo um capitulo de introdugao, apos justificagdo do tema escolhido e apresentado o objetivo geral
do trabalho, procede-se a uma breve exposigao sobre a problemadtica do dpice imaturo visando con-

textualizar as estratégias terapéuticas possiveis em dentes permanentes com rizogénese incompleta.

Considerando que o conhecimento dos principios da embriogénese dentaria, bem como os
elementos basicos subjacentes aos mecanismos da engenharia de tecidos sao fundamentais para a

compreensao e desenvolvimento dos métodos de reconstrucao e regeneragao do complexo-pulpo
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dentinario, pareceu-nos pertinente desenvolver algumas consideragoes basicas sobre certos aspetos

morfofuncionais da odontogénese, assim como sobre a engenharia de tecidos em endodontia regenerativa.

A segunda parte que constitui a esséncia desta tese compreende um estudo experimental, em
modelo animal, de diferentes procedimentos, que englobam um processo de apexificagio com MTA e
um mecanismo de revascularizagdo pulpar. Depois de enunciados os objetivos especificos do trabalho,
procede-se a uma descri¢ao pormenorizada dos materiais e métodos, que inclui os materiais utilizados
e as metodologias aplicadas, bem como apresentacao dos resultados. Por se tratar de um trabalho
essencialmente de indole histologica e como a microscopia é uma ciéncia de imagens, nao quisemos
deixar de documentar este estudo com numerosas imagens microfotograficas do material em analise.
Finalmente, apresenta-se uma discussdo e interpretagao global dos resultados. Neste capitulo, e dada a
especificidade e variedade dos tecidos encontrados no espago canalar,optamos por apresentar algumas
consideragoes acerca de cada um deles individualmente, bem como algumas tentativas de interpreta-
¢ao da sua presenga ectopica. Por Ultimo, sdo apresentadas algumas consideragées finais e perspetivas fu-

turas de trabalho alicergadas em questoes que ficaram em aberto e enunciadas as principais conclusdes.

A Ultima parte engloba um resumo de todo o trabalho apresentado bem como toda a biblio-
grdfia consultada e ainda um conjunto de anotagdes, que incluem diversas tabelas apresentadas no

final sob a forma de anexos.

Todo o registo iconografico apresentado neste estudo foi por nos efetuado, sendo da nossa
inteira responsabilidade, estando as exece¢oes devidamente assinaladas.

2. Problematica do apice imaturo - algumas consideracdes

Durante o processo de desenvolvimento dos dentes permanentes é bastante comum a ocor-
réncia de situagoes de carie ou de traumatismos, que podem alterar ou mesmo danificar o tecido
pulpar e prejudicar a fisiologia do complexo pulpodentinario e o normal desenvolvimento radicular.
Se por um lado, considerarmos que os dentes permanentes completamente desenvolvidos podem
sobreviver toda a vida sem o suporte de uma polpa vital, ja no caso de dentes permanentes imaturos,

o prognostico desta situagdo apresenta-se bastante mais reservado.

De qualquer modo, a vitalidade da polpa é de extrema importancia em qualquer dente, uma
vez que exerce fungbes nutritivas, sensitivas, defensivas e reparadoras. Deste modo, para além de
responsavel pela formagao, manutengio e suporte da matriz dentinaria, a polpa dentdria constitui
a0 mesmo tempo um importante sensor bioldgico permitindo detectar e responder com eficacia a
estimulos agressores. Na verdade, um dente vital apresenta sempre, quando comparado com dentes
com situagoes de necrose pulpar,uma maior eficiéncia nos seus mecanismos de defesa e resisténcia

a agressodes e a fraturas®. Todos estes aspetos s3o ainda mais relevantes em dentes imaturos.

A perda prematura de uma polpa funcional em dentes imaturos resultara numa acentuada

fragilidade decorrente de uma relagao coroa/raiz desfavoravel, paredes dentinarias finas, amplo
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espago canalar e um apice radicular aberto. Esta situagdo anatémica e funcional apresenta uma
grande predisposicao para fraturas, representando ainda um enorme desafio na aplicagao e eficacia
dos tratamentos endoddnticos, quando estes se revelam necessarios®. Neste cenario, um dos prin-
cipais objetivos do clinico sera a maxima preservagao e sobrevivéncia do tecido pulpar, de modo a
assegurar o completo e correto desenvolvimento e maturagdo do dente. Assim, de acordo com as
novas guidelines da International Association of Dental Traumatology (IADT), para o tratamento de lesoes
dentarias traumaticas, todo o esforgo deve ser feito para preservar a vitalidade dos dentes imaturos
até que a sua maturagao radicular ocorra. Esta preocupagio é perfeitamente justificavel, ndo sé pelo
impacto estético, funcional e psicossocial que a perda precoce de um dente possa implicar, como

ainda pelas dificuldades técnicas associadas a possiveis tratamentos endoddnticos®.

Com a ocorréncia de traumatismos, incidéncia de caries e procedimentos restauradores,
tanto a polpa como os tecidos periapicais poderao ser afetados, sabendo-se que as agressoes
pulpares podem originar o aparecimento de uma polpa inflamada, infetada e até mesmo parcial ou

totalmente necrosada.

Perante uma situagao clinica de um dente imaturo lesado mas vital, contendo algum tecido
pulpar saudavel na sua porgao apical,a apexogénese constitui o tratamento mais vezes recomendado,
visando estimular a continuagao da formagao fisiolédgica da raiz, até ao seu completo desenvolvimento.
De facto, a manutengao de uma polpa vital permitira o crescimento e maturagao radicular. No caso
de um dente nao vital, com polpa necrosada, o tratamento realizado tem como objetivo a criagao/

inducdo de uma barreira apical, ou seja, um procedimento de apexificagdo”*" 42,

Em todos estes casos, é de fundamental importancia a obtengao de uma correta e completa
histéria clinica,bem como o recurso a testes de sensibilidade/vitalidade pulpar; para que o diagnostico
seja o mais preciso possivel, de modo a sustentar e orientar a opgao terapéutica mais adequada.
Compreende-se pois, como o diagnéstico é de importancia primordial antes de prosseguir com

qualquer tratamento®.

Todavia, o aparecimento de novas alternativas terapéuticas para dentes permanentes jovens,
com rizogénese incompleta, tem despertado grande interesse e atengao, considerando os resultados
encorajadores resultantes da aplicagio de mecanismos que podem ser incluidos na area da endodontia
regenerativa. Com efeito, comegam a surgir cada vez mais estudos de indole clinica que apontam
para um melhor progndstico destas novas abordagens terapéuticas, aplicadas em casos de dentes
imaturos com polpa nao vital sendo, desta forma, possivel estimular o seu crescimento e maturagao
radicular®!-13.16.17.4445 Estas metodologias sdo frequentemente denominadas por procedimentos de

revascularizagao, revitalizagao ou regeneragao pulpar.
A figura | pretende resumir esquematicamente as varias estratégias terapéuticas possiveis
em casos de dentes permanentes com desenvolvimento incompleto e apice aberto, com base no

diagnostico do seu estado pulpar.
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Dente permanente com desenvolvimento
incompleto e apice aberto

Dente lesado mas Dente nao vital
vital com areas de com polpa
tecido pulpar sao necrosada

Revascularizagao/

A . Revitalizacio/ Ence;riac?lento
pexogénese Regeneracio pical _
pulpar (apexificagao)

Figura |.Esquema representativo dos tratamentos mais indicados para um dente com desenvolvimento radicular

incompleto, com base no diagndstico do estado pulpar.

A carie dentaria (mais frequente nos dentes posteriores) e as situagdes traumaticas (mais
frequentes nos dentes anteriores) constituem os principais fatores etiologicos associados ao dano
pulpar de uma raiz em desenvolvimento**. Em 2003, segundo Almeida et al*° as situagdes de carie

afectavam 46,9% das criangas portuguesas com 6 anos, aumentando para 52,9% aos |12 anos.

O traumatismo dentario esta a tornar-se cada vez mais prevalente relativamente a carie
dentaria em muitos paises europeus, facto este que parece verificar-se também para a realidade
portuguesa® “® Infelizmente as lesdes traumaticas em dentes permanentes jovens sio mais comuns

do que se pensa, afetando 20% das criancas em idade escolar?”*,

O pico de incidéncia das lesGes traumaticas situa-se entre os 8 e os | | anos de idade, afetando
mais os rapazes, numa proporg¢ao quase duas vezes superior, em relagio as raparigas* “>'. Por sua
vez, os dentes imaturos traumatizados parecem mais sujeitos a um segundo traumatismo, o que
pode agravar o aparecimento de situagoes de inflamagao pulpar ou necrose. Quando uma crianga
sofre uma lesdo dentaria traumatica, numa idade inferior aos 9 anos, existe um risco de recorréncia
de um novo traumatismo oito vezes superior, comparativamente a uma crianga que o sofra com 12
anos de idade, verificando-se ainda que o risco é maior para o mesmo dente*, Com efeito, segundo
Glendor et al.“***,22% das criangas em estudo sofreram mais do que um trauma dentario, referin-
do ainda que 70% destas situagoes incidiram nos incisivos centrais superiores. Para esta situagao,
parecem existir alguns fatores predisponentes como sejam o aumento do overjet, a protrusao dos
incisivos superiores e o insuficiente encerramento labial. A presenga de protrusao incisiva predispoe

a crianga para um risco traumatico duas vezes superior as que possuem uma oclusio correta*’-¥.
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Ainda em traumatismo dentarios, importa referir que a erupgao da dentigdo permanente na
espécie humana, tem o seu inicio por volta dos 6 anos de idade continuando, aproximadamente, até
aos doze anos, sabendo-se que o desenvolvimento radicular continua por mais um periodo de um ano
e meio a dois anos e meio. Com efeito, parecem ser necessarios aproximadamente cerca de trés anos
apds a erupcio dentéria para que se complete a formagio radicular e o encerramento apical®2. Assim,a
ocorréncia de traumatismos na cavidade oral ou presenga de caries,em pacientes com idades variando
entre os seis e os catorze anos e meio, constituem um grande risco de interrupgao e/ou alteragao
da formagao completa da raiz, necessitando de medidas terapéuticas eficazes, e por vezes bastante

complexas, com a finalidade de promover o crescimento radicular e o encerramento da regiao apical®.

Considerando que, e como ja foi referido, muitas das opgdes terapéuticas para qualquer
tratamento endodontico sao baseadas no diagnéstico do estado pulpar, a avaliagao clinica da polpa
apresenta-se de crucial importancia, requerendo uma descrigao concisa dos sintomas subjetivos,
exame clinico e radiografico cuidadoso, bem como a realizagao de outras provas complementares de
diagnostico. Porém, e mesmo assim, o diagnéstico do estado pulpar num dente com apice incompleto
é bastante mais dificil do que pode parecer a primeira vista®.

Num dente imaturo de apice aberto é aconselhavel, sempre que possivel, a realizagdo de
testes de vitalidade/sensibilidade, sendo ideal a utilizagao de fluxometria de laser-Dopler ou oxime-
tria pulsatil, ainda que estas tecnologias sejam muito pouco acessiveis aos clinicos®. Os testes de
sensibilidade pulpar térmicos (nomeadamente ao frio) demonstram ser mais fiaveis do que os testes
pulpares eléctricos, uma vez que durante a formagao radicular os plexos neurosensoriais de fibras
Ad na regido subodontoblastica nio estio ainda bem desenvolvidos®’. Assim, a utilizagio do teste
pulpar eléctrico pode levar a resultados erréneos (grande nimero de falsos negativos), pelo que nao
é recomendado como método de avaliagdo®. Mas, por outro lado, num dente com uma histéria de
traumatismo que esteja a desenvolver uma calcificagio distrofica, o teste elétrico torna-se crucial** %,

Nesta mesma situagao, englobamos os dentes sujeitos a procedimentos de revascularizagao.

Convém recordar, no entanto, que o resultado de quaisquer destes testes apresenta sempre
uma certa subjetividade tanto da parte do doente (sobretudo se se tratar de uma crianga), como
do operador®. A presenca de dor aguda ou crénica, sensibilidade a percussio vertical, mobilidade,
palpagao do rebordo alveolar, alteragao de cor coronaria ou presenga de um trajeto fistuloso, podem

constituir também guias Uteis para o diagndstico®.

A interpretacgao radiografica pode apresentar-se também bastante complexa pois a presenga
da area radiotransparente, que normalmente envolve o apice de um dente imaturo com uma polpa
saudavel, pode dificultar o diagnéstico diferencial com uma zona radiotransparente de natureza pa-
toldgica, resultante de uma polpa em necrose. Perante esta dificuldade a comparagao das areas do

periapice do dente afetado com a dos dentes contralaterais pode ser muito vantajosa* .

Se continuarem a subsistir duvidas no diagnéstico, sera sempre mais conveniente a adogio de

uma abordagem de acompanhamento, antes de avangar para um tratamento endodéntico. Em casos
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traumaticos com dentina exposta, esta devera ser temporariamente recoberta para reduzir o risco
de contaminagao microbiana da polpa, potencialmente comprometida. Apenas quando houver uma

forte evidéncia do colapso pulpar é que o dente deve ser aberto**,

Muitas das opgoes terapéuticas sao também tomadas com base no grau de desenvolvimento
da raiz. Com efeito, a decisdo de realizar um tratamento conservador, que permita uma formagao
radicular completa ou um tratamento mais radical, depende do correto diagnéstico do estadio de

desenvolvimento da raiz*.

Histologicamente, sao considerados dentes permanentes jovens com rizogénese incompleta,
aqueles que para além de um comprimento radicular reduzido, de uma pequena espessura de dentina
e de uma abertura apical ampla, ndo mostram no apice radicular a presenga de dentina revestida
por cemento®2. Também sob um ponto de vista radiografico, para além do tamanho radicular e es-
pessura das paredes, é possivel detectar a auséncia de encerramento radicular ou seja, avaliar se o
desenvolvimento radicular nio atingju ainda a classe 5 da classificagdo de Patterson “*™*? ou a etapa
Rc/Ac (comprimento da raiz completo e apice radicular encerrado) da classificagio de Moorrees ¢

ou a etapa 10 da classificagio de Nollat™¢' (ver Tabelas A, B e C inseridas em anexos).

Dependendo do grau de desenvolvimento radicular o dente pode apresentar as paredes
canalares de dois modos distintos, a saber:a) com paredes radiculares divergentes para apical, com
um canal mais amplo no 1/3 apical do que no cervical tendo, deste modo, um apice mais amplo que
o limen do canal e b) com paredes paralelas ou ligeiramente convergentes para apical, mas com um
apice amplo **¢2. A primeira situacdo descrita ocorre numa fase mais inicial do desenvolvimento

radicular, e a segunda aparece mais préoxima do seu terminus 2

De referir ainda, e como nota final, que Huang?® % é de opinido que os fatores de decisio
terapéutica terdo de ser revistos, uma vez que nem os testes de sensibilidade negativos, nem a
visualizagdo de tecido necroético, nem a presenga de radiotransparéncia apical, representam sinais

seguros de total auséncia de tecido pulpar vital.

Apesar da dificuldade em estabelecer uma estreita correlagao entre os resultados dos testes
de vitalidade/sensibilidade e o diagnostico histopatologico, é desejavel que através da combinagao dos
resultados da histéria e do exame clinico, associados aos testes de diagnostico e exames radiologicos

possa ser feito, na maioria dos casos, um diagnéstico clinico preciso do real estado de vitalidade pulpar.

2.1. Apexificagao

A apexificagdo é um procedimento frequentemente utilizado para o tratamento e preserva-
¢ao de dentes permanentes imaturos que perderam a sua vitalidade pulpar, compreendendo-se por
apexificacio, a indugdo de uma barreira calcificada no apice dum dente permanente necrosado*. Esta
barreira constitui uma matriz contra a qual é posteriormente compactado o material de obturagao

canalar ou restaurador com controlo de comprimento de trabalho’.
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Este procedimento, ao contrario dos processos de apexogénese, nio permite o posterior
crescimento e maturagao radicular ou limita-o significativamente. Assim, a apexificagao em dentes

imaturos deve ser atualmente encarada como um tratamento de recurso®.

A apexificagdo tem sido uma priatica rotineira por muitas décadas e, apesar de muitas discus-
soes cientificas, nao se tém verificado grandes avangos de caracter técnico neste tipo de abordagem
terapéutica, a excegdo do significativo progresso alcangado com o aparecimento do MTA no final
da década de 908,

A técnica classica de apexificagdo, consiste na limpeza e preenchimento canalar com uma
pasta de hidroxido de calcio (Ca(OH),), que é substituida varias vezes ao longo de meses, visando

estimular a formagdo de uma barreira apical calcificada**+7°.

Ao longo dos tempos, foram propostos e utilizados como materiais de apexificagao diversos
produtos. O uso da pasta de hidréxido de célcio foi proposto por Kaiser,em 1964 <"”! tornando-se
mais popularizada a partir de 1966, com o trabalho de Frank 2. Desde entio, e até ao aparecimento
do MTA, a utilizagao do Ca(OH),, isolado ou em combinagiao com outros medicamentos tornou-se

o material mais bem sucedido para promover a apexificagdo* *+7°,

Foram também aplicados, com o mesmo fim, outros produtos como o fosfato tricalcico, fosfato
de calcio, proteina- | osteogénica, fator de crescimento dsseo e também tecido 6sseo desmineralizado

que, no entanto, nunca atingiram grandes niveis de eficacia’" "3,

Os fatores mais importantes para o sucesso da apexificagdo parecem residir no desbrida-
mento completo do canal radicular (visando a remogao de todo o tecido necrético e da infecao
microbiana) e o selamento apical do dente para impedir a recontaminagao por microrganismos ou
nutrientes. Das’ atribui mesmo o éxito da apexificagio apenas ao controlo da infegio, conseguida

através da combinagdao de um desbridamento e aplicagdo de uma pasta antibiotica.

De notar ainda que para que a apexificagao seja bem sucedida o apice do dente deve estar
completamente dentro dos limites das corticais 6sseas. Quando tal ndo sucede, como é o caso das
situagoes de fenestragao radicular,em que o apice perfura a cortical dssea, o sucesso deste proce-

dimento fica comprometido *2.

Embora a técnica de apexificagao tenha apresentado uma consideravel eficacia na preser-
vacao do dente, mostra no entanto algumas limitagoes, nomeadamente a duragao do tempo de
tratamento (que se estende normalmente por 9 a 24 meses), a imprevisibilidade na formagao de
uma barreira apical (geralmente de natureza porosa e irregular), as dificuldades no seguimento
dos pacientes (necessidade de grande colaboragio dos doentes e dos progenitores) e o atraso na
execu¢io da restauragio final. Todos estes fatores parecem aumentar o risco de reinfe¢des’. Para
além disto, Cvek et al.?2 observaram um acréscimo significativo de fraturas radiculares cervicais, em
dentes imaturos tratados com a técnica de apexificagao com hidréxido de célcio, quando compara-
dos com dentes com raizes fisiologicamente desenvolvidas. Esta observagao, de que a utilizagdo do

hidréxido de calcio durante longos periodos de tempo pode fragilizar as raizes, tornando-as mais
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suscetiveis a fraturas, foi também corroborada por diversos investigadores’7®. Este facto parece
dever-se ao elevado pH do Ca(OH),, que pode ser responsavel por uma desnaturagao da matriz
organica da dentina, particularmente do componente colagénico, provocando uma redugio nas suas
propriedades mecanicas e, consequentemente, induzindo uma maior fragilidade”. Por outro lado, é
importante referir que a prevaléncia de fraturas nos dentes imaturos esta também dependente da
fase de desenvolvimento radicular, variando desde 77% em dentes com raizes menos desenvolvidas

a 28% nos estadios mais avangados?2.

As varias desvantagens inerentes ao processo de apexificagio com o Ca(OH), e particular-
mente o facto de ser um procedimento que se arrasta no tempo, justificaram a procura de outras
alternativas, que diminuissem o tempo de tratamento. Foi com este propdsito que surgiram as pri-
meiras aplicagdes do MTA, possibilitando a antecipagao do final do tratamento, abrindo o caminho

para a mudanga de paradigma para a apexificagdo numa Unica sessio®®.

Shabahang et al.”® foram dos primeiros investigadores a utilizar o MTA demostrando, num
modelo animal e em dentes com apices abertos, a formagdo de uma barreira apical consistente
com grande potencial de encerramento e capacidade de prevencao da microinfiltragao bacteriana.
A partir dai, foram varios os estudos que confirmaram a eficacia clinica da sua aplicagao, inclusive
na resolucao de lesdes periapicais existentes, na maioria dos dentes imaturos, que foram tratados

pela técnica de apexificagio com MTAZ,

Por sua vez, os tratamentos de apexificagao com MTA, podem realizar-se numa so6 sessao, o
que representa desde logo uma grande vantagem (sendo normalmente necessarias apenas 3 con-
sultas até ao final do tratamento), para além de uma grande previsibilidade e eficiéncia na formagao
da barreira apical”*'. Por outro lado, as desvantagens desta técnica englobam um certo risco de
descoloragio do dente e sobretudo, de forma semelhante ao tratamento com hidroxido de calcio,

uma forte limitagdo do processo de desenvolvimento radicular fisiologico™*'.

Uma nota apenas para sublinhar mais uma vez que um passo critico no tratamento endodonti-
co de dentes com apices imaturos consiste,independentemente do material utilizado para promover
a apexificagdo, num adequado desbridamento e antissepsia do espago canalar?'. Este assunto sera

novamente abordado e descrito com mais pormenor na alinea de materiais e métodos.

As figuras 2 e 3 representam algumas etapas de processos de apexificagio com MTA em

sessao unica, num incisivo central superior (Figura 2) e num molar inferior (Figura 3).
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Figura 2. Aspetos radiolégicos do procedimento de apexificagio com MTA, numa Unica sessio, efetuado num

incisivo central superior (21) com necrose pulpar e periodontite apical crénica. A) Aspeto do dente antes
da intervencio. B) Presenca de MTA (ProRootMTA®, Dentisply Maillefer, Ballaigues, Suica) nos 4 mm apicais
do canal. C) Obturagio do restante espago canalar com gutapercha. D) Aspeto do mesmo dente apds | ano,
apresentando remissao da lesdo periapical. E) Imagem radioldgica ao fim de 4 anos. F) Imagem obtida ap6s dez
anos do procedimento de apexificagio com MTA, sendo possivel observar o encerramento completo do apice

e a presenca de lamina dura em toda a sua extensao.

Figura 3. Alguns aspetos radioldgicos do procedimento de apexificagdo com MTA, numa Unica sessao, efetuado num
dente molar (36) com necrose pulpar e periodontite apical crénica. A) Aspeto inicial do dente que estava ser
sujeito a tratamento de apexificagdo com hidréxido de célcio sem sucesso. B) Presenca de MTA (ProRootMTA®,
Dentisply Maillefer, Ballaigues, Suiga) nos 4 mm apicais do canal distal e nos canais mesiais. C) Preenchimento
da restante porg¢do do canal com resina composta de dupla polimerizagido. D) Aspeto do mesmo dente apos
5 anos, apresentando remissao da lesao periapical, encerramento completo do apice e a presenga de lamina

dura em toda a sua extensao.
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Para finalizar, interessa referir que até ao momento, as técnicas de encerramento apical, quer
as que envolvem a indugao de uma barreira calcificada de natureza biologica, quer as que efetuam o
encerramento apical com uma barreira artificial, com materiais como o MTA, continuam a ocupar
na pratica clinica um lugar de destaque. Porém, a recente possibilidade de uma regeneracao pulpar
em dentes imaturos infetados, com base em procedimentos endoddnticos e de acordo com as ideias
de Huang, no seu artigo intitulado “Apexification: the beginning of its end””® podem relegar este tipo

de abordagem para os arquivos da historia.

2.2 Revascularizacao/revitalizacao/ regeneracao pulpar

Uma vez que os procedimento de apexificagao restringem a progressao e a maturagao radicu-
lar, mantinha-se a necessidade de encontrar um mecanismo que possibilitasse o restabelecimento da
vitalidade do espago pulpar e um aumento da espessura da matriz dentinaria, bem como o crescimento

radicular e encerramento apical, ou seja, a continuagao do desenvolvimento e maturagao da raiz.

Em 1961, Nygaard-@stby e Hjortdal demonstraram, pela primeira vez, a presenca de tecidos
vitais no tergo apical do espago canalar de dentes permanentes submetidos a pulpectomia prévia
ou com polpa necrotica e lesoes periapicais, apos indugao de um codgulo sanguineo por disrupgao
dos tecidos periapicais com uma lima "%, Os bons resultados demonstrados com o aparecimento,
crescimento e vascularizagao de novos tecidos no espago pulpar (embora histologicamente nao se
observasse neoformagao de dentina), pos em evidéncia o papel essencial da indugao e formagao do
coagulo sanguineo, como matriz de suporte para a cicatrizagao e reparagao de tecidos de natureza
conjuntiva da regidao apical de dentes imaturos. Este investigador foi por este motivo considerado

como um dos pioneiros da endodontia regenerativa®.

Mais tarde, Cvek et al.?? descreveram vérios casos de revascularizagio do espago pulpar em
dentes imaturos que sofreram avulsio, atribuindo este sucesso a presenga de um apice aberto, raiz
curta e tecido pulpar que, embora se encontrasse desvascularizado, funcionava como uma matriz.
Estes fatores parecem ser cruciais para o sucesso do processo de revascularizagio. Com efeito, a
formacao e crescimento de novos tecidos e vasos sanguineos teria um facil acesso ao sistema canalar
(quanto maior for o foramen, maior sera a possibilidade de desenvolvimento de um novo suprimento
vascular e celular) e uma distincia relativamente curta a percorrer até a por¢ao mais coronal®. De
facto, o reimplante de um dente imaturo avulsionado apresenta um conjunto de circunstincias Unicas
que permitem que a revascularizagao ocorra rapidamente. A polpa pode apresentar-se necrotica
mas geralmente n3o esta infectada de modo que, como ja foi referido, pode atuar como uma matriz
capaz de apoiar e conduzir o crescimento de novos tecidos a partir das regides apicais e/ou pe-
riapicais. Ja Skoglund et al. **em 1978 haviam demonstrado experimentalmente que a regiao apical
da polpa podia permanecer vital e apos a reimplantacao do dente proliferar em diregao coronaria,
substituindo as porg¢des anteriormente necrosadas. De facto esta hoje demonstrado, que os dentes

com apice imaturo contém uma fonte de células estaminais geralmente localizadas na papila apical,
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das raizes em desenvolvimento, o que lhes confere uma grande probabilidade de recuperagao® *-%,
Além disso, na maioria das vezes, a coroa do dente encontra-se intacta e livre de carie, impedindo
ou diminuindo bastante a possibilidade de ocorrer uma microinfiltragao bacteriana para o espago
pulpar®. Assim, o racio entre formagio de um novo tecido e a presenca bacteriana no espago pulpar
desloca-se em favor da formagio tecidular. Skoglund® mostrou ainda que a revascularizagio pulpar
era possivel em dentes imaturos, levando aproximadamente 45 dias, permitindo o desenvolvimento

radicular adicional e deste modo aumentando a resisténcia a fratura.

O processo de revascularizagdo do espago pulpar num dente imaturo com tecido pulpar
necrotico e infetado com ou sem periodontite apical era considerado impossivel até ha bem pouco
tempo atras. Na verdade, apesar de mais algumas tentativas no sentido de se efetuarem tratamentos
regenerativos tendo por base a formagao de um coagulo sanguineo ou a utilizagao de matrizes de
colagénio, continuavam a verificar-se taxas de sucesso muito baixas® ' '°!. Com efeito, nesta altura,
os materiais disponiveis, ndo estavam ainda suficientemente otimizados e desenvolvidos, justificando,
em grande parte, as dificuldades e limitagdes em reproduzir um ambiente semelhante ao tecido

pulpar de dentes avulsionados.

Todavia, desde a realizagdo dos estudos de Nygaard-@stby®, verificaram-se avangos subs-
tanciais nos mecanismos de antissepsia canalar, na preven¢ao da microinfiltragao coronaria e na
area da engenharia de tecidos que tornaram possivel a criagao de microambientes favoraveis a uma
regeneragio pulpar. E neste dmbito, que Iwaya et al.’ e posteriormente, Branchs e Trope'®, descreve-
ram novos procedimentos que possibilitaram uma reparagao tecidular efetiva no espago canalar de
dentes imaturos com diagnéstico de necrose pulpar e periodontite apical, possibilitando o reforgo
das paredes radiculares e, por vezes, a continuagio do desenvolvimento radicular, abrindo assim

novas perspetivas terapéuticas neste campo.

As estratégias subjacentes ao aparecimento de novos tecidos no espago pulpar, visando recu-
perar uma polpa lesada ou ausente, sao referidas como procedimentos de endodontia regenerativa.

A metodologia proposta por Banchs e Trope'®

assenta em trés pressupostos fundamentais:
I) antissepsia canalar efetiva, 2) criagdo de uma matriz que permita o crescimento de novos tecidos

e 3) selamento coronario adequado de modo a prevenir uma reinfegao.

Ainda que os resultados destes trabalhos niao sejam totalmente reprodutiveis e nem seja
previsivel a natureza histoldgica dos tecidos formados no espago canalar; o efeito da aplicagdao destes
procedimentos representa um possivel avango em relagdo as anteriores terapéuticas endodénticas
convencionais. De referir ainda que estas novas técnicas geralmente constituem procedimentos
acessiveis, pouco onerosos e que facilmente se adaptam ao instrumental e medicagao existente ao
dispor do médico dentista®®. Com efeito, os medicamentos recomendados para antissepsia canalar
podem ser facilmente obtidos no mercado farmacéutico, sendo também de facil colocagio no canal
radicular. Também a aplicagdo adicional de certas matrizes isoladamente ou em conjugagdo com o

coagulo sanguineo, parecem nao encarecer ou dificultar sobremaneira este processo.
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Se ao fim de 12 semanas apés o tratamento de revascularizagio, nao se verificar uma evolugao
clinica e radiografica favoravel ha sempre possibilidade de recorrer, como opgao menos conservadora,

ao tratamento convencional de apexificagdo '°.

A partir dos trabalhos de Iwaya et al, Banchs e Trope® %2, comecaram a ser publicados varios
artigos de indole clinica tendo por base o relato de casos e de séries de casos clinicos descrevendo
a evolugao de dentes permanentes imaturos com necrose pulpar, submetidos a diversos tratamentos
de revascularizagio® '!-13.16:17:44.45.103-122 " A tabela D (inserida nos anexos) mostra um sinopse destas
publicagoes. Estes estudos, embora com algumas variantes, apresentam varios pontos em comum,
nomeadamente: |) pacientes com idade jovem (6-18 anos), 2) dentes permanentes imaturos (apices
abertos), 3) instrumentagdo canalar minima ou ndo executada, 4) recurso a medicagio intracanalar

e 5) prevengao da microinfiltragao coronaria com recurso a restauragao definitiva.

Por outro lado, pode concluir-se que nestas situagdes clinicas a terapia endodéntica con-
vencional com um protocolo de instrumentagao e irrigagdio com recurso a limas e irrigantes esta
desaconselhada, por forma a evitar fragilizar ainda mais um dente que, ja por si, apresenta paredes

dentinaria finas e frageis®.

Uma vez que a presenga de bactérias tem um impacto negativo no sucesso dos procedimentos
de regeneracao pulpar, sera imprescindivel uma eficaz antissepsia do sistema de canais radiculares,
efetuada previamente a terapéutica endodéntica regenerativa. De notar ainda, que a duragao do
processo infecioso, as espécies microbianas envolvidas e a imunidade do hospedeiro sao também

fatores importantes a ter em consideragio®.

Finalmente, é de fundamental importancia conseguir-se um bom selamento do canal com uma

restauragio corondria capaz de prevenir a microinfiltragio 32,

Ainda que, os procedimentos sintetizados na tabela D (ver anexos) apresentem idénticos
fundamentos, existem no entanto algumas variagoes no protocolo operatério. Entre elas destaca-
mos: |) o tipo e a concentragdo dos irrigantes utilizados, 2) o tipo e a concentragdo da medicagao
intracanalar, 3) o nimero e o intervalo entre consultas, 4) a inducao e a formagao de um coagulo
sanguineo ou a aplicacdo adicional de outro tipo de matriz, assim como 5) os diferentes materiais

de barreira cervical e de restauracio final.

De assinalar também, que quase todos os tratamentos acima mencionados se referem a
resolucao dos processos de patologia periapical, bem como a uma progressao do desenvolvimento
radicular traduzida por um aumento em comprimento e em espessura das suas paredes. Na tabela
E (ver anexos) apresenta-se uma sintese dos resultados e do prognostico decorrente destes pro-

cedimentos de revascularizacio.

De notar que a maioria das evidéncias radiograficas que traduzem alteragSes na espessura
e comprimento da raiz sao habitualmente interpretadas como uma indicagao de regeneracgao do
complexo pulpo-dentinario. Porém, esta situagdo ideal nao é frequentemente alcangada, sendo a

cicatrizagao dos tecidos periapicais e o encerramento apical baseados apenas numa revitalizagao do
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espago pulpar, reconhecida também como uma alternativa de sucesso®. Com efeito, ainda que nio
se verifique o crescimento da raiz, este desfecho deve ser considerado como um resultado muito
aceitavel. A perda prematura de um dente permanente num individuo que ainda nao tenha comple-
tado o desenvolvimento das estruturas dentarias e esqueléticas associadas, compromete e dificulta
desde logo qualquer reabilitagao protética. Assim, num individuo em crescimento, a manutengao do
dente na arcada, ainda que nao atinja um desenvolvimento radicular completo, deve constituir uma
das principais preocupagdes do clinico??'.

Neste ambito, sera de realgar a maior potencialidade de sucesso dos dentes permanente
imaturos na area da regeneragao pulpar. Para além de um apice aberto (permitindo um maior
suprimento vascular e uma boa comunicagao entre o espago pulpar e os tecidos periapicais), com-
primento mais curto da sua raiz (possibilitando a formagao de tecidos e preenchimento do espago
canalar com maior rapidez), sio por norma individuos jovens e por isso com maiores capacidades
de cicatrizagao. Por Ultimo e de crucial importancia interessa nao esquecer o facto da papila apical
(principal fonte de células estaminais responsaveis pela formagio da dentina radicular) sé existir em
dentes imaturos, aliada também a uma maior capacidade de proliferagao e diferenciagao das células

estaminais da polpa dentaria nesta etapa do desenvolvimento?®2!:2425123,

Uma nota mais para referir que, atualmente, nao existem protocolos padronizados relativos
aos métodos de tratamento regenerativo na area de endodontia, baseados na evidéncia cientifica
ou clinica, que recomendem um procedimento reconhecido como sendo o mais correto e indicado
para o tratamento de dentes imaturos infetados. Na verdade, é conhecido apenas um conjunto de
recomendacoes elaborado pelo comité para a regeneragao endododontica que integra a American
Association Endodontis (AAE), intitulado por “Considerations for regenerations procedures™**. Este docu-
mento baseado na melhor evidéncia disponivel até ao momento, relacionada com estudos pré-clinicos
e relatos de casos clinicos, devera ser apenas considerado como uma possivel fonte de informagio a

disposigao dos clinicos, para melhor poderem elaborar uma correta decisao e conduta terapéutica.

Dentro do panorama dos casos clinicos de revascularizagdo apresentamos na figura 4 um
representagao esquematica de um procedimento de revascularizagao/ regeneragao pulpar e nas
figuras 5 e 6, uma sequéncia de imagens ilustrativas de um dos nossos casos clinicos submetido a

um protocolo de revascularizagao.

A figura 7 apresenta uma série de imagens radiograficas do processo de evolugao de um

procedimento de revascularizagao pulpar efetuado e gentilmente cedido pelo Dr. Jan Berghmans.
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Figura 4. Esquema ilustrativo dos procedimentos de revascularizagao/ regeneragao pulpar. A) Dente imaturo
com polpa necrética. B) Apds um procedimento de antissepsia e medicagdo intracanal procede-se a sobreins-
trumentagdo e indugdo de uma hemorragia, visando a formagdo de um codgulo no interior do canal radicular
até a sua porgao cervical. O coagulo sanguineo é depois recoberto por MTA e por uma restauragao. C) Nos
casos de sucesso observa-se como resultado final uma revascularizagdo acompanhada de uma revitalizagdo do
espago canalar ou mesmo uma regeneragao pulpar, traduzida pela continuagido do desenvolvimento radicular

e encerramento apical. Adaptado de Hargreaves et al*2.

Figura 5. Exemplo de um protocolo de revascularizagio aplicado a um dente (21) de uma crianga de 12 anos

do sexo masculino com histéria de traumatismo aos 8 anos. O exame clinico (A) e radiografico (B) realizado
na primeira consulta revelou a presenga de necrose pulpar. Apés isolamento absoluto e acesso coronario (C),
o sistema canalar foi lenta e suavemente irrigado com 10 mL de hipoclorito de sodio a 2,5% utilizando uma
agulha de saida lateral inserida ao tergo apical (D). Apds secagem (E) foi introduzido no canal radicular uma
pasta biantibiotica (numa proporgao |:| de ciprofloxacina/metronidazol ) até a jungao amelocementaria (JAC)

usando um Léntulo (F).
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Figura 6. Apos duas semanas, o dente representado na figura anterior, foi anestesiado com um anestésico
sem vasoconstritor e isolado. A medicagio foi removida através de uma irrigagio lenta com soro fisiolégico.
Procedeu-se entdo a indugdo de uma hemorragia com uma lima K (A) por disrupgao dos tecidos apicais e
periapicais e estabilizagdo do coagulo abaixo da JAC (B e C). Apos a estabilizagdo do coagulo colocou-se uma
barreira cervical com MTA(D) e procedeu-se a restauragdo com o ionémero de vidro (E) e posteriormente

com uma resina composta (F e G).

Com o conjunto de publicages relacionados com estas novas metodologias surgiram também
varias designagdes, que trouxeram alguma controvérsia, a respeito da terminologia mais adequada
para descrever a formagao e o aparecimento de novos tecidos no espago canalar, que englobam os

termos revascularizagao, revitalizagao e regeneragao.

Acerca deste assunto tem-se verificado uma certa discussao no sentido de se encontrar
a designagdo mais apropriada. O termo revascularizagio esta essencialmente relacionado com o
restabelecimento de uma rede vascular, sendo de certa forma redutor relativamente ao resultado
final da aplicagdo destes processos de endodontia regenerativa. Esta denominagao, esta bastante

associada aos trabalhos de Trope e Thibodeau et al.'® '8 2 que valorizaram o desenvolvimento de
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uma rede vascular como uma caracteristica sempre presente, independentemente da natureza do
tecido formado na cavidade pulpar. A este respeito, Huang e Lin'?*, numa carta ao editor no Journal
of Endodontics, referem que esta terminologia nao estaria corretamente aplicada tendo mencionado
varias razoes que justificavam a inapropriada utilizagdo deste termo. Por conseguinte, propuseram
entio a utilizagdo do termo regeneragao uma vez que o objetivo deste método terapéutico visa a
reconstituicao do complexo pulpo-dentinario. De referir, contudo, que as abordagens terapéuticas
incluidas nos procedimentos de endodontia regenerativa constituem hoje uma meta ideal, ainda nao

totalmente alcangada.

E nesta filosofia que, mais recentemente, num artigo de Wang '°, em co-autoria com Trope,
Thibodeau, Lin e Huang, é recomendado o termo revitalizagdo e ou mesmo revitalizagao/revasculari-
Zagdo, uma vez que os tecidos predominantemente formados no espago canalar nao siao especificos
da polpa.

A escolha do termo revascularizagao pulpar para intitular o presente trabalho, teve por base
o facto desta designagdo ser a mais frequentemente encontrada na literatura para designar esta

estratégia terapéutica.

Figura 7. Procedimento de revascularizagiao efetuado para tratamento do dente 2| numa crianga do sexo
feminino de 8 anos, com diagndstico de necrose pulpar apés um traumatismo dentério. Depois de isolamento
absoluto e realizagdo da uma cavidade de acesso coronario, o sistema canalar foi sujeito a um procedimento de
antissepsia através de uma irrigagdo com hipoclorito de sodio a 5,25% e colocagdo de uma pasta biantibiotica
(mistura de ciprofloxacina e metronidazol). Apés 3 semanas, o dente foi isolado e anestesiado (anestésico sem
vasoconstritor), sendo removida a pasta de antibidtico por meio de irrigagido. Procedeu-se entdo a indugdo de
uma hemorragia com uma lima K por disrupgao dos tecidos apicais e periapicais e estabilizagio do coagulo
de modo a preencher o canal radicular. Foi entao criada uma barreira cervical com MTA branco e restauragao
proviséria com ionémero de vidro, sendo mais tarde restaurado uma resina composta. A) Imagem radiografica
pré-operatoria. B) Imagem pés-operatéria. C) Controlo apés um ano e D) apds 4 anos, mostrando um aumento

da espessura das paredes radiculares e encerramento apical (Caso gentilmente cedido por Dr. Jan Berghmans).
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As opgoes terapéuticas visando o tratamento endodontico de um dente imaturo, sdo ba-
seadas no diagnostico do fase de desenvolvimento da raiz. Na verdade, para diagnosticar e tratar
dentes permanentes jovens, € necessario ter um profundo conhecimento do mecanismo fisiologico
de formacgio e maturagao radicular,bem como das diferencas entre dentes em desenvolvimento e
totalmente formados. Deste modo, o conhecimento dos principios da embriogénese dentaria e da
evolucao e a caracterizagao histoldgica dos tecidos que constituem o gérmen dentario sao funda-
mentais para a compreensio e desenvolvimento dos métodos de reconstrugio e regeneragio das
estruturas dentarias.Tendo em mente todos estes pressupostos, pareceu-nos pertinente e justificado

desenvolver algumas consideragoes basicas sobre certos aspetos morfofuncionais da odontogénese.

Em muitas situagoes de dentes imaturos com apice aberto,uma infegao prolongada pode levar a
necrose completa da polpa e da papila apical, ndo existindo nestas circunstancias grandes possibilidade
de ocorrer um regeneragao pulpar de um modo natural. Nestas situages sera necessario recorrer a
técnicas de transplantagdo de células estaminais,implantadas numa matriz, se possivel enriquecida com
fatores de crescimento® % ' Considerando que esta tecnologia tem grande potencial para vir a ser
aplicada clinicamente no futuro,achamos conveniente tragar também uma panoramica geral dos princi-

pais elementos de engenharia de tecidos em que assentam estes procedimentos de regeneragao pulpar.

Sdo pois estes assuntos que serao abordados nas proximas alineas.

3. Odontogénese

Odontogénese é a denominagdo usualmente atribuida ao conjunto de eventos relacionados

125 126
’

com a origem e formagao dos dentes. Esta designacao da responsabilidade de Kollar'>* e Lumsden
inclui a iniciagdo, morfogénese e diferenciagdo dos germes dentarios, incidindo apenas no desenvolvi-
mento do esmalte e do complexo pulpo-dentinario. Esta denominagao foi mais tarde alargada de modo
a abranger também o desenvolvimento do periodonto, ou seja, do cemento, ligamento periodontal e

osso alveolar, formagées que inicialmente ndo eram consideradas como parte integrante do dente'?.

A primeira fase do desenvolvimento odontogénico (iniciagdo) envolve um conjunto de me-
canismos que determinam a area onde irao posicionar-se os dentes no seu conjunto (regiao oral) e
mais tarde a posicao e diferente morfologia de cada um dos componentes das familias de incisivos,
caninos, pré molares e molares. Muitos destes processos tém lugar muito antes das primeiras evi-
déncias histolégicas que caracterizam as etapas iniciais da odontogénese e que também sdo comuns

a varios orgios de origem ectodérmica'? ',

3.1 Importancia das células da crista neural

No embriao humano a cavidade oral primitiva ou stomodeum é revestida por uma ectoderme

(constituida por um epitélio de apenas uma ou duas camadas) que recobre um tecido de natureza
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mesenquimatosa que vai sendo gradualmente invadido por uma populagio de células de origem
ectodérmica provenientes da crista neural designando-se, no seu conjunto, por ectomesénquima'?.
Este facto confere a estes tecidos e aos seus derivados caracteristicas muito préprias que podem

justificar muito do seu comportamento.

As células da crista neural apresentam-se da maior importancia para a formagao das estruturas
craniofaciais e para a iniciagdo e determinagao topografica e morfologica dos érgaos dentarios'?® %
Com efeito, os odontoblastos “carregam” ainda muitas caracteristicas do seu neuroepitélio de
origem'?'. Dentro desta filosofia foi sugerido que os odontoblastos seriam originalmente recetores
sensoriais respondendo a alteragées quimicas e térmicas do ambiente, especificidade que ainda
hoje se mantem'®2, A este respeito Slavkin e Diekwisch '** afirmaram, sublinhando a origem neural
do 6rgao dentario, “teeth per se are essentilly neurological structure that are suggested to have

originated as exoskeletal chemosensory organ in early agnathan chordates”.

O inicio da migragao das células da crista neural ainda nao é totalmente conhecido; porém,
sabe-se que a partir da sua posigao e especificagdo na crista neural passa a ser ativado um conjunto
de fatores de transcrigao, preparando-as para um determinado trajeto migratério e destino final.
Com efeito, o padrao de migragao e diferenciacao das células da crista neural nao depende somente
duma possivel pré-programagio intrinseca (resultante da sua localizagdo topografica de origem)
mas vai sendo determinado por fatores moleculares “residentes” nos diferentes tecidos por onde
vio passando'*. Uma vez no seu destino final, as células da crista neural recebem sinalizacées e

mensagens extrinsecas para que assumam um fenétipo final e definitivo'%.

De facto, durante o desenvolvimento dentario muitas sao as “mensagens” que passam entre
o epitélio e o mesénquima, conduzindo a mudangas de complexidade crescente dos 6rgios denta-
rios'*>. Deste modo, a ectoderme oral vai ativar e regular nas células do ectomesénquima uma série
de fatores de transcricio, responsaveis pela sua diferenciacio'*¢'¥”. Assim, pode afirmar-se que as
células da crista neural vao formar o6rgaos dentarios somente quando associadas com o epitélio oral.
Na verdade, o epitélio oral/epitélio do 6rgio do esmalte constitui um importante agente “instrutor”
sobre o ectomesénquima subjacente regulando (estimulando ou inibindo) a expressao de genes
especificos (maioritariamente genes homeoticos) envolvidos no desenvolvimento inicial das células
da linha odontoblastica'3® '¥. Foram varios os trabalhos que sugeriram que o epitélio oral exercia
uma influéncia fundamental e crucial, como “motor de arranque” do processo de odontogénese,
constituindo o fator indutor responsavel pelo inicio do desenvolvimento do 6rgio dentario!? 137 140141,
Porém, rapidamente o ectomesénquima por ele induzido assumia um papel dominante na morfogé-

nese e diferenciagdo do gérmen dentario'?® 12137, 140.141,

Esta atualmente confirmada a existéncia de uma interagdo (sequencial, reciproca e temporaria)
que se exerce alternadamente, de parte a parte, tendo sido possivel identificar varios fatores de cres-
cimento, moléculas de sinalizagao, fatores de transcricao e componentes da matriz extracelular como

elementos responsaveis pelo didlogo entre o epitélio oral e o ectomesénquima adjacente'?" 28130,
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Uma Ultima nota para sublinhar que a expressao de diferentes genes homeéticos associada
a certas vias de sinalizagao, manifesta-se nao sé nas fases iniciais de desenvolvimento dos germes
dentarios mas também durante os processos de morfogénese e histodiferenciagao, ou seja, em
estadios muito mais avangados. De facto, a evolugdo da odontogénese para além da fase de gomo
ou broto é muitas vezes mediada pela repeticio dos mesmos mecanismos de interagao epitélio
mesénquima observados nas fases mais precoces'*. Estes mecanismos particularmente estudados
durante a formagao da coroa, continuam a verificar-se nos processos de formagao radicular e nos

mecanismos de reparagio e regeneragao dentaria, justificando deste modo a sua abordagem.

3.2 Alguns aspetos morfofuncionais da odontogénese

Os germes dentarios,com origem na ldmina dentaria apresentam no seu processo de evolugio
uma série de etapas ou fases, comuns a varias espécies de vertebrados, que devido a diferente morfolo-
gia apresentada pelo seu componente epitelial (6rgao do esmalte) sio denominadas tradicionalmente

por fase de gomo ou de botio, fase de capuz, fase de campanula, fase de coroa e fase de raiz'® 414,

Apos uma fase de proliferagao uniforme,a lamina dentaria passa a apresentar, em alguns locais,
atividades mitoticas diferenciais. Como resultado deste mecanismo comegam a aparecer,em cada arco,
pequenas condensagoes esféricas, ou globulares, que fazem protusao para o mesénquima, representando

o inicio da fase de gomo ou de botdo. Estas estruturas constituem os primoérdios do 6rgao do esmalte '%.

Por sua vez, o ectomesénquima subjacente apresenta-se nesta fase como uma discreta, mas
visivel, condensacao de células, localizada na parte mais profunda da formacao epitelial. Este ecto-
mesénquima é constituido tanto por células mesenquimatosas residentes (caracteristicas do tecido
onde se esta a desenvolver o dente) como por células oriundas da mesoderme para-axial e por
células derivadas das cristas neurais'.

A transigao da fase de botdo para a fase de capuz (Figura 8) decorre duma intensa mas
desigual proliferagao celular das células epiteliais, adoptando progressivamente o 6rgao do esmalte
uma forma que se assemelha a um barrete frigido, razao pela qual esta etapa de desenvolvimento

do 4rgio dentario é chamada de fase de capuz'®®'*.

Epitélio Oral

ertamdnguima

Figura 8. Progressio da fase de gomo ou botio para a fase de capuz. E também assinalada a condensagio de

células de ectomesénquima subjacente ao 6rgio do esmalte.
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Na porcao mais central da formagao epitelial vai-se tornando cada vez mais nitida a presenca
de uma concavidade ocupada por uma condensagao de células do ectomesénquima. Esta concentragao
celular é bastante maior do que a observada na fase de botao, designando-se no seu conjunto por
papila dentdria, devendo atuar como um fator mecanico, que pode contribuir, em grande parte, para

o desenvolvimento da concavidade evidenciada no 6rgio do esmalte'? 28 138145,

Neste estadio de desenvolvimento tém lugar, importantes processos de indugido odontogénica

levados a cabo através de moléculas bioativas'?” 2% 38 140, 141,

Ainda nesta fase, o ectomesénquima que rodeia tanto o 6rgio do esmalte quanto a papila
dentaria organiza-se, formando uma “capsula” em torno do gérmen dentario em desenvolvimento,
separando-o do restante mesénquima do maxilar. Esta condensagio periférica é denominada por
saco ou foliculo dentdrio, sendo responsavel pela formagdo do periodonto de insercao (cemento,

ligamento periodontal e osso alveolar)'?® %,

Pode pois afirmar-se que, da fase de botao para a fase de capuz, se verifica uma organizagao
do ectomesénquima (Figura 9) em duas linhas diferentes: uma condensagio central, envolvida pelo
orgao de esmalte, que forma a papila dentaria (que vai mais tarde originar a polpa, as células odon-
toblasticas e a dentina) e uma camada periférica, que rodeia todo o gérmen dentario (que vai dar

origem aos tecidos periodontais)'? 12139,

Figura 9. Aspeto histoldgico do gérmen dentario em fase de capuz (A) e campanula (B), sendo possivel observar
o desenvolvimento e localizagao da papila dentaria (P) e do foliculo dentario (F). Imagens gentilmente cedidas

pelo Instituto de Histologia e Embriologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

Estas duas regides parecem desempenhar uma importancia fundamental nos mecanismos de
formagao, reparagio e regeneragao dentaria constituindo as principais regies anatomicas onde estao

localizados os nichos de células estaminais com maior atividade e potencialidade nestes processos.
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3.3 Desenvolvimento do complexo pulpo-dentinario

Nas fases iniciais da formagao do dente, a papila dentaria (que dara origem a polpa), ocupa a

quase totalidade do espaco pulpar)'? 2139,

O mecanismo de maturagao e evolugao da papila dentdria em polpa comega a verificar-se na
fase de campanula, quando as células ectomesenquimatosas mais periféricas iniciam o seu processo
de diferenciagao em odontoblastos, formagao de uma matriz dentinaria e aparecimento do com-
plexo pulpo-dentinario. Este fenémeno resulta da influéncia dos pré-ameloblastos sobre as células
adjacentes da papila dentaria, que param de se dividir,aumentam de tamanho e comegam a sintetizar
a primeira camada de matriz dentinaria, a dentina do manto'* '3, Diversos elementos como fatores
de crescimento, fatores de transcrigao, moléculas de adesao, integrinas e componentes da matriz
extracelular participam nas varias interagoes epitélio mesénquima que, como ja foi, constituem o
mecanismo de indugio reciproca, que caracteriza a dentinogénese e amelogénese'?” '3 Durante a
dentinogénese podem ser consideradas duas diferentes etapas: a formagao da dentina coronaria e

a formacio da dentina radicular'®,

A restante papila é constituida maioritariamente por células indiferenciadas, fusiformes ou
estreladas, com numerosos prolongamentos citoplasmaticos. Estas células com origem mesenquima-
tosa e ectodérmica (crista neural) constituem uma populagao de reserva pulpar com capacidade para
se diferenciar em novos odontoblastos (produtores de dentina) ou em fibroblastos, produtores de
matriz pulpar. E esta elevada concentracio celular e a reduzida proporcio de fibras (que se inverte
progressivamente com o desenvolvimento dentario) que proporciona a polpa dos dentes jovens

uma grande eficacia nos processos de protegao, reparagio e regeneragio pulpo-dentinaria'? ',

A transformagao da papila em polpa completa-se gradualmente, durante os estadios mais
avancados de erupgao dentaria, aquando do aparecimento do dente na cavidade oral. A polpa, re-

presentara assim a forma mais madura da papila dentaria'? %,

3.3.1 Zona Odontobldstica

Os odontoblastos (as células mais caracteristicas do 6rgao pulpo-dentinario) sao células
com origem no ectomesénquima da papila dentaria, responsaveis pela formagiao e mineralizagio da
matriz dentinaria. Os odontoblastos maduros sao células altamente diferenciadas que perderam a sua
capacidade de divisao. Quer durante a dentinogénese quer no dente ja formado, os odontoblastos
apresentam-se como células altamente polarizadas, intimamente justapostas, dispondo-se em palicada
e constituindo uma sé camada de células adjacentes a pré-dentina, contornando a periferia da polpa
dentéria'®. Os odontoblastos ap6s formarem a dentina mantém com esta matriz uma estreita rela-
¢do pois os seus prolongamentos ficam contidos nos tlbulos dentinarios. Assim, os odontoblastos
possuem duas partes nitidamente diferentes: um corpo celular e um prolongamento ou processo

odontoblastico. Na coroa (Figura 10A), os odontoblastos apresentam-se com uma forma cilindrica
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alta (com cerca de 50-60 micrémetros de comprimento). A altura destas células vai diminuindo no

sentido radicular (Figura 10B), tornando-se células clbicas no terco apical da raiz'*’.

Por outro lado, os odontoblastos sao mais numerosos (por unidade de area) na coroa do que
na raiz. Como consequéncia a camada odontoblastica apresenta um aspeto de pseudo-estratificagao
na porgao coronaria (Figuras 10A e | 1) enquanto que na raiz (Figura 10B) permanece com a apa-

réncia de uma Unica camada de células'?" 28139,

Figura 10. Aspeto da diferenca em altura e niumero de células odontoblasticas (O) verificado entre a porg¢ao

coronaria (A) e a porgao radicular (B). Corte histologico efetuado em material descalcificado, HE.

Figura I'l. A) Aspeto histolégico da camada de odontoblastos (O) adjacentes a pré-dentina (PD) e a dentina
coronaria (D) observado em material nio descalcificado, Azul de toluidina. B) Imagem de uma zona odonto-
blastica (O), de uma zona oligocelular de Weil (W) e de uma zona rica em células (R) observada numa regiao
periférica do complexo pulpo-dentinario. E também visivel parte da 4rea central da polpa. Corte histolégico

efetuado em material descalcificado, TM.

De referir também que os corpos celulares dos odontoblastos, apresentam, a semelhanga de
células epiteliais, uma tipica rede terminal de microfilamentos (terminal web), estabelecendo ainda
intimos contactos entre si através de numerosas jungSes intercelulares. Estes complexos juncionais
observados na camada de odontoblastos compartimentalizam parcialmente a dentina e pré-dentina
em relagdo a polpa'®. Estas jungdes funcionam também como importantes barreiras que controlam

o fluxo de ides e outras moléculas para dentro e para fora da matriz dentinaria'?" ',
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3.3.2 Composicdo da matriz dentindria

A matriz dentinaria madura é composta aproximadamente por 70% de material inorganico,
20% de material organico e 10% de agua. O principal componente inorganico da dentina é formado por
cristais de hidroxiapatite. Os cristais de hidroxiapatite sao diferentes dos “megacristais” observados
no esmalte, sendo mais pequenos, delgados e semelhantes a agulhas, ou seja mais parecidos com os
encontrados na matriz 6ssea'*.Tal como na matriz dssea, os cristais de hidroxiapatite presentes na
matriz dentinaria apresentam uma orientagao paralela as fibras de colagénio, ocupando os espagos

entre as moléculas de tropocolagénio'?” 3% 147,

Os componentes organicos consistem fundamentalmente em proteinas, sendo a que mais se
destaca o colagénio tipo |. Dentro das proteinas nao colagénicas temos a considerar a fosfoproteina
dentinaria (DPP), a proteina da matriz dentinaria | (DMP 1), as sialoproteinas dentinarias (DSP), a
osteopontina (OPN), a osteonectina, a osteocalcina, a proteina Gla da dentina (semelhante a oste-
ocalcina) e as sialoproteinas 6ssea (BSP). Para além disso, a matriz dentinaria contém ainda alguns

proteoglicanos e pequenas quantidades de fosfolipidos e proteinas do soro como a albumina'?!3%149-151,

Na matriz dentinaria estao também incorporados numerosos fatores de crescimento
desempenhando um papel determinante, senio mesmo fundamental, na diferenciagdo das células
estaminais em células odontoblasticas e pulpares aquando dos processos de reparagao/ regeneragao
do complexo pulpo-dentinario'?. Este assunto, devido a sua importancia sera novamente abordado

em paragrafos posteriores.

3.3.3 Zona central da polpa

Sem considerar a sua porgao periférica (camada de odontoblastos e regido sub-odontoblastica
que compreende a regiao oligocelular de Weil e a zona rica em células), a polpa dentaria é formada

maioritariamente por um tecido conjuntivo laxo'?" ',

A sua populagao celular esta representada essencialmente por fibroblastos, mas também por
macroéfagos, células dendriticas e linfocitos (células tipicas do sistema imunologico) e por células
estaminais mesenquimatosas indiferenciadas'** '*, para além de fibras nervosa mielinicas, amielini-
cas e capilares sanguineos e linfaticos. Toda esta populagiao celular desempenha no seu conjunto,
uma atividade indutora (particularmente manifesta durante o processo de amelogénese), formativa
(capacidade dentinogénica que se mantém durante toda a vida do dente), nutritiva (a polpa nutre a
dentina através de uma rede vascular pulpar), sensitiva (a polpa, através de nervos sensitivos, responde
aos diferentes estimulos agressores da dentina) e defensiva ou reparadora. De notar também, que
o tecido pulpar é muito inervado e vascularizado, desempenhando estas caracteristicas um papel
critico na sua homeostase'*® 3234 A respeito do seu sistema microcirculatério convém referir que

a polpa nao possui um sistema colateral verdadeiro sendo relativamente dependente de algumas
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poucas arteriolas que atravessam o foramen apical. Do mesmo modo, a sua inervagio exerce um
papel significativo na biologia pulpar®3.

A fungdo primaria da polpa sera sem duvida a sintese de dentina, que inclui a denti-
na primaria(formada durante o desenvolvimento do 6rgao dentario até a fase de erupgio),

secundaria(durante toda a vida do dente) e terciaria (em resposta a estimulos agressores)®.

Quando os odontoblastos primitivos sdo destruidos, as células estaminais /progenitoras pre-
sentes maioritariamente na zona central da polpa sio capazes de se diferenciar em odontoblastos
(secundarios), se induzidos por estimulos apropriados. E nestas situagdes que os fatores de cresci-
mento e moléculas bioativas sio libertados da matriz dentinaria podendo induzir as células estaminais

da polpa dentéria no sentido de odontoblastos e desencadear a sintese de dentina reparadora'*®'**,

A capacidade de resposta do complexo pulpo-dentinario a estimulos externos e a fatores
libertados pela matriz dentinaria, é facilmente reconhecida pela sua capacidade de sintese de dentina
terciaria. O termo dentina terciaria tem, no entanto, de ser subdividido em dentina reacional (formada
pelos odontoblastos primarios/originais) ou reparadora (que envolve uma sequéncia biologica mais
complexa que inclui a migragao, proliferagao e diferenciacao de células indiferenciadas no sentido

odontobléstico) 128, 149, 150, 152, 154, I56‘

A dentina terciaria reacional constitui uma resposta a estimulos ligeiros, ndo letais para estas
células, podendo considerar-se, pelo menos parcialmente, como uma extensiao da dentinogénese
fisiologica, em que os odontoblastos primarios sao estimulados para uma maior atividade sintética
e secretora, bem acima do estado basal em que habitualmente se encontram!'? 128 152134157 Ap&s
estimulagao destes odontoblastos inicia-se uma deposi¢ao de dentina a um ritmo semelhante ao da
dentina primaria, nas zonas subjacentes aos locais de agressao, representando uma barreira de prote-
¢do para a polpa'?®'¥’. Apesar desta continuidade,a dentina terciaria reacional encontra-se separada

da dentina secundaria fisiolégica por uma linha de demarcagio, denominada linha calcio-traumatica'®®,

A dentina terciaria reparadora observa-se em resposta a agressdes mais severas e depende
da capacidade da polpa em formar novas células semelhantes a odontoblastos/ odontoblast-like que
se assumem como odontoblastos secundarios, diferenciados a partir de células mesenquimatosas
indiferenciadas. Estes novos odontoblastos podem formar-se por dois mecanismos distintos: a) a
partir de células odontoblasticas latentes e pré-determinadas (existentes geralmente na zona rica
em células constituinte da regiao sub-odontoblastica) que nao necessitam de qualquer replicagao de
ADN para se diferenciarem em odontoblastos funcionais e b) a partir de células mesenquimatosas

muito indiferenciadas, presentes geralmente nos nichos de células estaminais da polpa'?’!38 154155161,

A perda da camada continua de odontoblastos expoe a camada de pré-dentina nao calcificada
que, contém as formas soluvel e insoltvel de TGF-a, TGF-$1, BMP-II, IGF-1, TGF-3, IGF-2 e VEGF
bem como outros fatores de crescimento que atraem e promovem a proliferagao e a diferenciagao

de células estaminais e a formagao de novos vasos sanguineos. Também, durante a progressao dos
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processos de carie, os acidos bacterianos solubilizam a matriz da dentina calcificada libertando muitos
dos fatores de crescimento ai presentes (TGF-f1,3, FGFb, BMP-2, 4, 7, IGF-1, TGF-, IGF-I IGF-Il, e
VEGF) para se difundirem para a polpa, estimulando assim e do mesmo modo a sintese de dentina

reparadoralﬂ, 151,152, 154, 159, 162, I63'

De facto, esta hoje bem demonstrado que os sinais quimiotaticos responsaveis pelo recru-
tamento e diferenciacio odontoblastica resultam maioritariamente da libertagio de fatores de
crescimento sequestrados na matriz dentindria, aquando da sua desmineraliza¢io'? '52 !> Todos
estes elementos influenciam e regulam os mecanismos de dentinogénese reacionaria e reparadora,
associados ao aparecimento de dentina terciaria. A este respeito, importa salientar também, entre
o cocktail de fatores de crescimento presentes na matriz dentinaria madura, a existéncia de varios
fatores angiogénicos. A libertagao destes elementos representa um importante estimulo ao desen-
volvimento dos processos de angiogénese nos locais de agressao influenciando também, ainda que

indiretamente, o pool de células progenitoras perivasculares'#. 132 54 163. 164,

De notar, contudo, que a substituicao dos odontoblastos primarios perdidos se efetua geral-
mente por um numero substancialmente menor (cerca de 50 %) de odontoblastos secundarios e
bastante mais espacados entre si'®*. Esta dentina reparadora apresenta frequentemente uma estrutura
tubular irregular, ou mesmo atubular, inconstante e descontinua com a estrutura da dentina primaria

e secundaria adjacente'? %,

3.3.4 Composicdo da matriz extracelular da polpa

A polpa dentaria, tal como os restantes tecidos conjuntivos do organismo, é formado por
células e por matriz extracelular (MEC). A matriz extracelular faz a ligagao das células entre si, in-
fluenciando também a sua sobrevivéncia, desenvolvimento, forma e comportamento. Na verdade, a

maioria das células necessita de uma MEC para crescer, proliferar e, em muitos casos, sobreviver'3* %,

Na constituicao desta MEC estao presentes varios grupos de moléculas. Um primeiro grupo
compreende os componentes fibrilares que incluem diferentes variedades de colagénios que fornecem
resisténcia a matriz onde se encontram inseridos, a elastina, que confere aos tecidos a propriedade
de distensao e retragio e a fibronectina e laminina, que exercem prioritariamente fungdes de ade-
sao celular. Um segundo grupo engloba os componentes nao fibrilares como as glicoproteinas nao
colagénicas e os proteoglicanos que no seu conjunto constituem o que habitualmente se designa
por substincia fundamental'?” 2%, A substancia fundamental é geralmente caracterizada como sendo
amorfa, de aspeto transparente ou translicido, com a consisténcia de um gel'¢¢. As células que ela-
boram as fibras do tecido conjuntivo sintetizam também a maioria dos componentes da substancia

fundamental'3® 48,

A fibronectina constitui o componente major do grupo das glicoproteinas. Pelas suas carac-

teristicas quimicas interage com a familia das integrinas e, deste modo, esta envolvida na adesao,
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migragao, diferenciagdo e crescimento celular desempenhando um papel preponderante no desen-
volvimento embriondrio e nos processos de reparagio tecidular'?'¢’, Esta glicoproteina tem uma
grande capacidade de adesio pelo facto de possuir uma sequéncia de aminoacidos especifica, arginina,
glicina e acido aspartico (Arg-Gly-Asp), vulgarmente conhecida por RGD. Esta sequéncia atua como
um recetor celular tendo grandes responsabilidades quimiotaticas e de adesao. Com efeito as células
mesenquimatosas indiferenciadas aderem facilmente a fibronectina, bem como a vitronectina e a

laminina, todas proteinas contendo RGDs'¢%!7°,

Ainda dentro deste segundo grupo, podemos considerar, os glicosaminoglicanos e os prote-
oglicanos, moléculas polianiénicas cuja presenga nos tecidos, ao permitir a retengao de agua, lhes
confere um aspeto gelatinoso. Os glicosaminoglicanos (GAG) sao um grupo heterogéneo de cadeias
polissacarideas ligadas a um ndcleo proteico. A fungio primaria destes GAGs ¢ agir como moléculas
adesivas que aderem a superficie celular ou a outras moléculas da matriz'?”'?, Este assunto devido

a sua importancia sera novamente abordado em paragrafos posteriores.

A consisténcia do tecido conjuntivo pulpar é determinada pelos componentes proteoglica-
nos da substincia fundamental. As longas cadeias de GAGs das moléculas de proteoglicanos sio
muito hidrofilicas e deste modo, tém a capacidade de reter grande quantidade de agua, formando
assim um gel caracteristico'®. O conteldo aquoso da polpa jovem é muito alto (aproximadamente
90%), de modo que a substincia fundamental forma uma almofada capaz de proteger as células e

os componentes vasculares'?.

A renovagao das macromoléculas da MEC é crucial para uma grande variedade de processos
biolégicos. Este mecanismo é essencial para o normal desenvolvimento embrionario, durante os pro-
cessos de morfogénese dos tecidos e sua remodelagao. Os componentes da matriz sao degradados
por enzimas proteoliticas designados maioritariamente por metaloproteinases da matriz. Algumas
proteases como as colagenases, hialuronidases e condroitino-sulfatases sio exemplos de enzimas

hidroliticas que podem degradar os componentes da substancia fundamental®® ',

A degradagao da substancia fundamental pode ocorrer também, em certas lesoes infeciosas
e inflamatérias devido a uma alta concentragao de macréfagos e respetivas enzimas lisossémicos,
para além das protéases de origem bacteriana. Nestas situagdes as propriedades fisicas do tecido
pulpar podem estar bastante alteradas. Com efeito, o desenvolvimento e progressao dos processos
inflamatérios e infeciosos é fortemente influenciado pelo estado de polimerizagao da substancia

fundamental®* '**

3.4 Desenvolvimento radicular

Uma vez completa a forma da coroa inicia-se a formagdo e desenvolvimento da raiz. Os
tecidos que compoem o periodonto de insergao sao também formados nesta fase, acompanhando

de perto o crescimento da raiz do dente.
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Considerando que a porgao radicular do dente é também constituida por dentina,a presenga
de células de natureza epitelial e os mecanismos de interagao epitélio mesénquima, continuam a
ser necessarios para se poder processar a diferenciacao odontoblastica. Com este objetivo, da-se o
aparecimento e desenvolvimento da bainha radicular epitelial de Hertwig (HERS - Hertwig epithelial
root sheath), considerada como uma especializagao da ansa cervical (resultante da fusao do epitélio

interno e externo do 6rgao de esmalte)*>'?.

A fase de raiz decorre durante a erupgao do dente, ou seja, o crescimento radicular ocorre
porque o dente comega o seu processo de erupgao e consequentemente o seu deslocamento
em sentido oclusal. Como acabamos de referir, a presenca da HERS vai induzir a diferenciagao das
células mesenquimatosas adjacentes (localizadas na regiao mais periférica da papila dentaria) em
células odontoblasticas e a sintese e mineralizagdo da dentina radicular; desempenhando um papel

fundamental como indutor e modulador da raiz do dente'?”'¥,

Por outro lado a desintegragao gradual por fragmentagiao desta bainha, forma uma rede fe-
nestrada em redor do dente, dando origem aos restos epiteliais de Malassez (ERMs - epithelial rests
of Malassez) que permite o estabelecimento de zonas de contacto das células do foliculo dentario
com a dentina radicular em formagdo. Apos contactar com a dentina recém formada e sob influéncia
da HERS/ERMs as células do ectomesénquima constituintes do foliculo dentario diferenciam-se em
cementoblastos, células responsaveis pela formagdo da matriz do cemento. Por sua vez as células
mais periféricas do foliculo dao origem a osteoblastos, formando o osso alveolar propriamente dito,
enquanto as da regiao central se diferenciam maioritariamente em fibroblastos, responsaveis pela

sintese dos diferentes feixes de fibras de colagénio do ligamento periodontal'?”13% 17!,

Uma vez que todas estas estruturas (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar) se
formam ao mesmo tempo, as fibras de colagénio do ligamento periodontal ficam inseridas tanto no

cemento como no tecido 6sseo’? ',

O cemento, ligamento periodontal e osso alveolar propriamente dito, estruturas todas de-
rivadas do saco ou foliculo dentario sao, no seu conjunto, responsaveis pela ancoragem do dente
ao alvéolo dentario, evoluindo de maneira integrada e coordenada com a formagio da dentina

radicular®? '27:138,

Quando os dentes permanentes comegam a aparecer na cavidade oral, somente dois tergos
do comprimento radicular das suas raizes estio formados. Com efeito, Torneck et al.'”? salientam que,
quando um dente erupciona na cavidade bucal, a formagao radicular nao esta completa, mostrando
uma regiao apical ainda em desenvolvimento, com um foramen apical amplamente aberto, circundado
por uma estreita banda de dentina. Serdo necessarios aproximadamente cerca de mais trés anos

para que se complete a formacgio radicular e o encerramento apical®?.

Neste fase de desenvolvimento do 6rgio dentario, Tziafas e Kodonas?* consideram na area do
apice radicular imaturo quatro zonas anatémicas diferentes, todas elas constituidas por células com

origem no ectomesénquima: |) o saco dentario, que rodeia externamente a HERS e que é responsavel
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pelo desenvolvimento do periodonto, 2) a polpa radicular propriamente dita, envolvida pela camada
de odontoblastos, pré-dentina e dentina circumpulpar, 3) uma area de papila dentaria, adjacente e
em continuidade com a polpa radicular, rodeada pela HERS, formando uma zona intermédia entre
a polpa e a papila apical, muitas vezes reconhecida como fazendo parte da polpa radicular e, por
ultimo, 4) uma regido que constitui a porgao mais apical do gérmen dentario, formando uma zona
distinta, designada por papila apical, encontrando-se localizada para apical do diafragma epitelial e

rodeada pelo foliculo dentario.

3.4.1 Papila Apical

Durante o processo de formagao da raiz, o remanescente dos tecidos mesenquimatosos
constituintes da papila dentdria, adquirem uma localizagdo apical em relagdo ao tecido pulpar
propriamente dito, constituindo uma regiao com uma importancia fundamental nos processos de
formacao da dentina radicular®. As caracteristicas morfolégicas e funcionais da papila apical e da
juncao polpa/papila apical nao sao habitualmente referidas, nos livros de texto, apresentando, no
entanto, segundo Sonoyama et al.** particularidades muito interessantes e de extrema importancia,

que sé recentemente foram valorizadas.

De facto, estes autores foram os primeiros investigadores que apresentaram uma analise
detalhada desta regiao, diferenciando esta zona da restante regiao pulpar, tendo identificado nesta
area a existéncia de uma populagao de células estaminais mesenquimatosas com um grande potencial
regenerativo do complexo pulpo-dentinario, que designaram por células estaminais da papila apical
(SCAPs)*. Com efeito, a eficacia dos processos de revascularizagdo, incluidos nos recentes meca-
nismos de regeneragio endodéntica, assentam numa estimulagio e migragio das células estaminais

da papila apical para o espago canalar®.

A papila apical apresenta caracteristicas fisicas e morfofuncionais muito proprias. Esta estrutura
(Figura 12) localizada, como ja foi referido, para apical do diafragma epitelial esta fracamente unida ao
apice radicular em desenvolvimento sendo, por este motivo, facilmente destacavel’®. Mas por outro
lado, devido a sua localizagao anatomica e ao facto de estar rodeada pelo ligamento periodontal,
esta formagdo parece beneficiar, entre outras razées, de uma circulagdo colateral que lhe permitira
eventualmente sobreviver numa situagao de pulpite irreversivel e necrose pulpar, o que lhe confere

uma maior resisténcia aos processos infeciosos e inflamatoérios locais.
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Figura 12. Aspetos macroscépicos da localizagdo topografica e conformagao das papilas apicais de um dente
humano permanente imaturo plurirradicular A), B) e C). D) Imagem de varias papilas apicais destacadas dos

respetivos apices radiculares.

Sob um ponto de vista histolégico, Somoyama et al.”® descrevem entre a polpa radicular
propriamente dita e a papila apical a presenga de uma zona constituida por uma densa camada
de células (apical cell rich zone), separando estas duas regices. Por sua vez a regido da papila apical
distingue-se da zona apical rica em células por conter uma menor densidade celular e um menor

numero de elementos vasculares (Figura |3).

Figura 13. Aspeto da constituicao histolégica e localizagdo da polpa dentaria envolvida por dentina circum-
pulpar A) e B) maior ampliagdo de uma regiao representada em A), mostrando uma zona rica em células que
caracteriza uma area de transigao entre a polpa e a papila apical, localizada ao nivel do diafragma epitelial.
C) Papila apical mostrando, em relagio as zonas anteriores, uma menor densidade de células e menor nimero

de elementos vasculares.
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A papila apical tem assumido recentemente, uma importéancia crescente enquanto fonte
de células estaminais mesenquimatosas, com potencialidades imensas na formagao e crescimento
da polpa radicular, diferenciagdo dos odontoblastos responsaveis pela sintese e mineralizacao de
dentina da raiz, bem como pelos processos de reparagao e regeneragao radicular do complexo
pulpo-dentinario® '3 Este assunto pela sua crucial importincia para uma correta interpretagiao
dos resultados obtidos no estudo experimental desenvolvido neste trabalho sera novamente e varias

vezes abordado em paragrafos posteriores.

3.4.2 Bainha radicular epitelial de Hertwig/restos epiteliais de Malassez

Como ja foi referido, a formagao da dentina e do cemento da raiz de um dente em desenvol-
vimento depende da presenca da bainha radicular epitelial de Hertwig (HERS). Esta estrutura, tem
origem na proliferacao das células do epitélio interno e externo do 6rgao do esmalte ao nivel da
ansa cervical, uma vez terminada a sintese do esmalte. De facto, o desenvolvimento radicular comeca
quando a formagao de esmalte e de dentina atingem a futura jungao amelocementaria. Nesta altura,
o epitélio interno e externo do 6rgio do esmalte, ndo estdo mais separados pelo estrato inter-
mediario e pelo reticulo estrelado, proliferando para apical e desenvolvendo uma dupla camada de
células, ligeiramente achatadas, chamada bainha radicular epitelial de Hertwig. Muito precocemente a
bainha epitelial resultante da proliferacao das duas camadas da ansa cervical sofre uma dobra (Figura
|4), constituindo o diafragma radicular epitelial®* '*8, Com efeito, o diafragma epitelial vai rodear e
reduzir a abertura apical da polpa. Durante o desenvolvimento radicular, o crescimento da HERS
e do diafragma epitelial fecha a papila apical, com excegdo de um pequena abertura na sua base, o

foramen apical primério® 28129,

B
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Figura 14: Esquema representativo do inicio do desenvolvimento (A) e fragmentagao (B) da bainha radicular
epitelial de Hertwig, bem como da formagao do diafragma epitelial. Esmalte(E), Dentina(D), Odontoblastos(O),
Foliculo dentario (FD), Bainha Radicular de Hertwig Epitelial (H), Restos Epiteliais de Malassez(M). Adaptado
de Katchburian e Arana, 2004'%.
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A HERS cumpre duas fungdes principais, sendo indutora e moduladora da raiz. A fungao
indutora é exercida sobre as células da papila dentaria, provocando a diferenciagdo dos odontoblas-
tos responsaveis pela sintese da dentina radicular. Com efeito a camada interna da HERS parece
desempenhar na raiz as mesmas fungoes indutoras exercidas pelo epitélio interno do o6rgao de

esmalte durante o desenvolvimento coronario®2% 74,

Afungao moduladora,por suavez,é responsavel pelo delinear da forma da raiz(es),através daformagao

do diafragma epitelial, que pode adoptar diferentes conformagdes radiculares (uni, bi ou trirradicular)®

Um dos eventos observados no inicio da cementogénese é uma rutura na continuidade da
HERS e um certo afastamento da dentina radicular, formando entio uma rede fenestrada. Através
da malha desta rede as células do ectomesénquima do foliculo dentario entram em contacto com a
superficie da dentina radicular e diferenciam-se em cementoblastos'”®>. Com base na extraordinaria
colegio de ldminas histoldgicas de Gottlieb <t"'7¢ e de acordo com este investigador acreditava-se
que uma vez estabelecida a rutura da HERS, esta estrutura nao iria desempenhar mais nenhum papel
importante na diferenciagdo dos cementoblastos. No entanto, estudos mais recente verificaram que
a diferenciacio dos cementoblastos necessita também da interacdo entre a HERS e as células do
ectomesénquima do foliculo dentario. Com efeito, o cemento parece ser formado por cemento-
blastos diferenciados a partir de células ectomesenquimatosas do foliculo dentario sob influéncia da
HERS 77178 Existem a este respeito, como foi referido varias teorias, sendo hoje aceite que as células
constituintes da HERS podem mesmo transformar-se em cementoblastos através de um processo de
transdiferenciagdo epitélio-mesénquima'”®. Este processo ¢é bastante mais frequente do que se julga,
sobretudo nos mecanismos de embriogénese e tumorogénese, assumindo particular relevancia no
caso presente, uma vez que estas células sao de natureza ectomesenquimatosas, sendo originarias

das células epiteliais da crista neural e do mesénquima'”.

Muitas das células provenientes da desintegragao da HERS persistem no ligamento constituindo
os restos epiteliais de Malassez (ERMs). Embora a fun¢ao destes ERMs na homeostasia e organizagao
dos tecidos periodontais esteja ainda longe de um completo esclarecimento, a sua presenca parece
desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento radicular, impedindo ao mesmo tempo o
processo de reabsorgao. Esta também demonstrado o seu envolvimento em fungdes de reparagio e
regeneragao tanto da polpa como dos tecidos periodontais, incluindo a sua influéncia nos mecanismos
de apexogénese e cicatrizagiao periodontal. Também nos processos de apexificagao é atribuido aos
ERMs uma participagao importante na formagao da barreira de cemento, sobretudo aquando da
utilizagdo do MTA!™. Parece exercer também uma ag¢do na manutenc¢io da espessura do ligamento

periodontal, impedindo a sua calcificagdo e deste modo prevenindo a anquilose dentoalveolar!'’,

No ambito da histopatologia, parece estar comprovado que a HERS consegue sobreviver a
periodontites apicais em dentes permanentes imaturos com polpa infetada. Deste modo, se a HERS
sobreviver as lesGes inflamatorias sera capaz de induzir as células estaminais do ligamento periodontal
para uma processo de diferenciagdo em cementoblastos promovendo o desenvolvimento, reparagao
ou mesmo uma regeneragao radicular; sobretudo a custa da formagio de cemento. Do mesmo modo,

nos casos em que a papila apical bem como a HERS resistiram a situagoes de periodontite apical, as

36



Introdugio

células estaminais da papila apical serdo capazes (sobre a influéncia da HERS) de se diferenciarem

em odontoblastos e produzir dentina radicular'®.

Vidrios autores afirmam que apos apexificagao de dentes permanentes imaturos a HERS é
mais resistente a situacdes de periodontite ou abcesso apical do que a prépria papila apical’ '®'. Estes
autores tais como Nanci'? e David'’8, chegam mesmo a referir que o desenvolvimento radicular é
regulado pela HERS e nio pela papila apical. Com efeito, ja Andreasen et al.'® haviam demonstrado
uma paragem parcial ou total na formagao radicular apés a extragao parcial ou total da HERS. Por
outro lado, e ainda neste mesmo estudo experimental, verificava-se um desenvolvimento radicular
normal se a HERS nao fosse traumatizada. Assim, a continua¢io do desenvolvimento radicular de
um dente permanente imaturo com necrose pulpar, apos revascularizagao parece estar bastante

dependente da sobrevivéncia da HERS".

Os restos epiteliais de Malassez podem sofrer uma intensa proliferagio em condigées pato-
|6gicas e experimentais resultando na formagido de quistos radiculares'’. Segundo Nair et al.'®, em
aproximadamente 52% das lesGes periapicais inflamatérias verifica-se uma proliferagdo dos ERMs,
sendo considerada uma hiperplasia inflamatoria. Esta proliferagao celular parece ficar a dever-se a
uma estimulagao provocada pelas citoquinas e quimioquinas produzidas durante a resposta imunoin-
flamatoria periapical, maioritariamente associada aos processos de infegoes radiculares. Tal como
mostra a figura |5 durante os processos de periodontite apical as células do sistema imunitario
(macréfagos ativados, neutrofilos, eosindfilos, linfocitos T e fibroblastos) presentes nos tecidos pe-
riapicais, produzem varios tipos de mediadores inflamatérios (prostaglandinas, histaminas) citoquinas
pré-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF) e fatores de crescimento (PDGF, KGF, EGF, IGF TGF-a) capazes
de estimularem a proliferagio dos restos epiteliais de Malassez'®.

Figura 15. llustracdo esquematica dos principais mecanismos responsaveis pela ativacdo e proliferagdo dos
restos epiteliais de Malassez (ERMs) numa situagdo de necrose pulpar com periodontite apical. Macrofagos
ativados(M®), neutréfilos (PMN), eosinéfilos (EO), linfocitos T(THI e TH2) e fibroblastos. Adaptado de Lin'®.
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Esta situagao, observada na periodontite apical parece estar diretamente relacionada com a
gravidade do processo inflamatério em questao, cessando na maioria das lesGes periapicais quando
é removido o estimulo causador, excepto no caso de quistos apicais verdadeiros'®. De referir ainda
que, a2 maioria dos mediadores inflamatérios relacionados com a proliferagio dos ERMs medeiam

também os mecanismos de reabsorcio 6ssea que acompanham as periodontites apicais'®.

3.5 Cemento e Cementogénese

Considerando que o cemento ¢é talvez o tecido mineralizado mais frequentemente encontra-
do no espaco canalar, durante os procedimentos experimentais efetuados e descritos no trabalho
experimental entendemos proceder a uma pequena exposi¢ao acerca deste tecido, constituindo

deste modo uma base de apoio morfofuncional aos estudos experimentais.

Como é de conhecimento geral, os 6rgios dentarios sio constituidos por trés variedades de
tecidos mineralizados (esmalte, dentina e cemento) em intima associagao. Esta situagao para além

do cavidade oral, nao é encontrada nos mamiferos em nenhum outro local'¥.

O cemento é um tecido conjuntivo mineralizado avascular e sem inervagao, por vezes bastante
heterogéneo, que reveste a dentina das paredes radiculares. A estrutura e composi¢ao do cemento
€ muito semelhante a do tecido sseo, apresentando-se também constituido por uma fase mineral

de hidroxiapatite, assente numa base colagénica'?.

De facto, a matriz organica do cemento é composta essencialmente por colagénio tipo |,
contendo, no entanto, colagénio do tipo Il e do tipo XII. Relativamente ao colagénio tipo lll, pode
afirmar-se que esta variedade é encontrada em altas concentragoes durante as fases iniciais de

desenvolvimento e ainda durante os processos de regeneracio e reparagio'?.

A matriz do cemento contém ainda uma grande variedade de proteinas nao colagénicas que
embora em muito pequenas quantidades, sdo essenciais para a ligagdo do colagénio aos cristais de
hidroxiapatite durante processo de mineralizagao. Neste ambito, temos a considerar entre outros
a fosfatase alcalina, sialoproteina Ossea, sialoproteina dentinaria, proteina da matriz dentinaria I,

osteocalcina, fibronectina, osteonectina, osteopontina e proteoglicanos'?” ',

As proteinas constituintes da matriz do esmalte (principalmente da familia das amelogeni-
nas), parecem também fazer parte da matriz do cemento, ainda que a sua presenga nao tivesse sido
demonstrada de forma convincente nem por técnicas de imunohistoquimica nem por técnicas de

hibridaces moleculares'?.

Em contraste com o esmalte e com a dentina que nao levantam qualquer duvida quanto a
origem das suas células mae, a formagao do cemento permanece mais enigmatica. A contribuigao
tanto das células mesenquimatosas do foliculo dentario como das células epiteliais de bainha radicular
de Hertwig, apresentam-se (ambas) como provaveis candidatas responsaveis pelos processos de
cementogénese, sendo base de numerosos debates!? 28 13% 147,
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3.5.1 Variedades de Cemento

Sem pretender fazer uma descrigao exaustiva das diferentes variedades de cemento existentes,
baseadas nas suas caracteristicas histoldgicas, origem, localizagao e fungao, descrevemos apenas as

especificidades mais relevantes, das duas principais variedades de cemento.

Histologicamente, o cemento é classificado de acordo com a auséncia ou presenca de células
(acelular ou celular) e quanto a origem e disposi¢ao das fibras colagénicas da sua matriz. Quando
as fibras de colagénio que constituem o cemento sao provenientes do ligamento periodontal sao
referidas como fibras extrinsecas. Estas fibras, habitualmente designadas por fibras de Sharpey, tem
uma orientagdo perpendicular ou obliqua a superficie radicular. Quando sdo produzidas pelos ce-
mentoblastos sio referidas como fibras intrinsecas, correndo paralelamente a superficie radicular e

perpendicularmente as fibras extrinsecas®> '®.

A formagao do cemento pode também dividir-se em duas fases. Uma fase pré-funcional (pri-
mario) que ocorre durante o desenvolvimento da raiz, seguindo-se uma fase funcional (secundario)
que comega quando o dente entra em oclusdo. Estas duas formas de cemento apresentam também

diferentes caracteristicas estruturais e funcionais®'?’.

Sob um ponto de vista topografico, estas variedades de cemento estao também distintamente
localizadas. Com efeito, o cemento acelular ou primario relacionado com o inicio da cementogé-
nese, observa-se numa posi¢ao mais cervical (terco cervical e médio da raiz) enquanto o cemento
celular ou secundario se desenvolve mais tardiamente ocupando uma posi¢ao mais apical, estando

normalmente situado no terco apical e nas zonas interradiculares/furca>'%,

As variagSes histologicas e topograficas encontradas parecem estar também relacionadas
com diferengas moleculares, celulares e funcionais proprias de cada uma destas variedades de ce-

mentol28, 185

3.5.1.1 Cemento acelular de fibras extrinsecas (cemento primario)

Esta variedade de cemento, apresenta-se geralmente como uma camada muito fina, composta
por uma grande densidade de feixes de fibras colagénicas incorporadas numa matriz granular mine-
ralizada'?®. Neste tipo de cemento, a maioria das fibras de colagénio é proveniente dos fibroblastos
do ligamento periodontal constituindo as fibras de Sharpey, porém a substincia fundamental parece

ser produzida pelos cementoblastos'®.

Durante o desenvolvimento da raiz do dente,a HERS depois de induzir a diferenciagcao dos
odontoblastos comega a desintegrar-se, expondo o recém formado manto de dentina as células do
foliculo dentario. Este processo vai coincidir com a diferenciagao dos primeiros cementoblastos que
se vao alinhar ao longo do manto de dentina ainda nao mineralizada. A mineralizagao da dentina
do manto processa-se do interior para o exterior, mas nao atinge a periferia dentinaria até que as

fibrilhas colagénicas da dentina e do cemento nao estejam suficientemente integradas e misturadas
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entre si. Este facto permite uma forte ligacao entre este dois tecidos, dentina e cemento. Na camada
mais superficial, estas fibrilas formam uma pequena franja fibrosa (short fiber fringe) (Figuras 16 e

I7A) que se estende perpendicularmente a superficie radicular'?® %,

Figura 16. Aspeto histolégico do cemento acelular de fibras extrinsecas situado no tergo cervical da raiz de

um dente humano, formando uma franja fibrosa. (Corte de material descalcificado, TM).

Este tipo de cemento encontra-se a partir da margem cervical recobrindo, como ja foi descrito,
os dois tergos coronais da superficie radicular da dentina, apresentando pelas suas caracteristicas

estruturais uma func¢do essencialmente de ancoragem'?"'28,

3.5.1.2 Cemento celular de fibras intrinsecas (cemento secundario)

A formagao de cemento celular de fibras intrinsecas (Figura 17B) ¢ iniciada quando o dente
entra em oclusdo. A sua velocidade de sintese € maior que a do cemento acelular (Figura 17A), pelo
que os cementoblastos ficam aprisionados na matriz designando-se por cementocitos e as linhas

incrementais apresentam-se mais afastadas, espessas e irregulares.

Quando comparado com o tecido sseo esta variedade de cemento apresenta uma organizagao
bastante mais desestruturada e uma matriz menos mineralizada. Os cementocitos tém uma rede de ca-
naliculos mais incompleta, que muitas vezes, nao atinge a superficie. Assim, os cementocitos das camadas
mais profundas, podem apresentar uma perda de organelos e, consequentemente, perda de fungao, po-
dendo mesmo presumir-se que estas células entrem facilmente em apoptose. Isto pode refletir a fraca

capacidade de preservagio das camadas mais profundas do cemento celular de fibras intrinsecas'?”'®.

O:s feixes de fibras colagénicas sao orientados paralelamente a superficie radicular dispondo-se
de uma forma circular ou espiral em torno da dentina, sem que se forme uma conexio semelhante
as fibras de Sharpey (perpendiculares). Por esta razio e pela sua celularidade esta variedade de
cemento (cemento celular de fibras intrinsecas) ndo assume uma relevante fungao de ancoragem
mais sim um importante papel de adaptacio e repara¢io'?’. Com efeito, esta variedade de cemento
encontra-se essencialmente na zona apical e nas furcas e tem como principal fungao a adaptagao a
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estimulos. De facto, o cemento celular formado durante um processo de cicatrizagdo, é essencialmente
sintetizado como uma resposta SOS, isto €, como uma resposta rapida formada com caracter de
urgéncia num curto periodo de tempo. Este tipo de cemento pode igualmente ser identificado em
lacunas de reabsorcao radicular de cemento e dentina e em locais de fratura radicular, evidenciando

assim também fun¢des reparativas e regenerativas'3” '8,

Figura 17.Imagens histologicas mostrando as caracteristicas do cemento acelular (A) e do cemento celular (B),
num 2° PM inferior de cdo Beagle. Dentina (D), cemento acelular(*), cementoblastos (+), cementocitos (1),

ligamento periodontal, restos epiteliais de Malassez (R) (corte de material descalcificado 400X no original, TM).

Conforme ja foi referido estas duas variedades de cemento podem ter origem em diferentes
populagdes celulares: células mesenquimatosas do foliculo dentario e células epiteliais de bainha
radicular de Hertwig'?!3*18_A tabela | apresenta uma sinopse das principais diferencas fenotipicas

entre os cementoblastos do cemento celular e acelular.

Tabela |. Diferencas fenotipicas observadas entre os cementoblastos constituintes do cemento celular e acelular.

Cementoblastos do cemento acelular

Cementoblastos do cemento celular

Morfologia semelhante a fibroblasto

Morfologia semelhante a osteoblasto

Derivados da bainha epitelial

Derivados do ectomesénquima

Expressam citoqueratina

Nio expressam citoqueratina

Nao expressam osteocalcina

Expressam osteocalcina

Nao expressam recetores para a paratormona

Expressam recetores para a paratormona

Nio expressam TGF-f e IGF

Expressam TGF-f e IGF

Como nota final, convém recordar mais uma vez, que numa perspetiva biomecanica, estes dois
tipos de cemento apresentam uma diferente unidao entre dentina e cemento. Assim, pode afirmar-se
que o cemento acelular de fibras extrinsecas, tendo em conta as suas caracteristicas estruturais,
apresenta uma forte ligagio entre dentina e cemento, tendo a ancoragem como principal fungio. Este
facto tem por base um processo lento de mineralizagdo do manto da dentina, que s6 se completa
depois de uma forte interligagao entre as fibras de colagénio constituintes destes diferentes tecidos,

associado a uma disposicio perpendicular das fibras de colagénio'?” 12813,
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A este respeito € interessante referir que nos roedores, o cemento acelular de fibras extrin-
secas forma-se quando a dentina ja esta mineralizada tornando muito mais fragil a ligagao entre estas
duas interfaces'®. Na verdade os cortes histologicos efetuados em dentes de roedores mostram

com muita frequéncia no terc¢o cervical da raiz uma separagio entre dentina e cemento'?” ',

Em relagao ao cemento celular de fibras intrinsecas, a natureza e disposigao das suas fibras de
colagénio, velocidade de sintese da matriz e a presenca de células confere-lhe um maior capacidade de
adaptagio e reparagio do que propriamente de ancoragem'?. De sublinhar porém que aquando dos
processos de repara¢ao numa zona de dentina previamente reabsorvida esta variedade de cemento
celular apresenta uma forte adesao a superficie radicular em questao. Este facto, fica provavelmen-
te a dever-se a atividade dos odontoclastos, que nao sé removem a fase mineral do tecido, como
preparam a superficie reabsorvida para uma nova formagao e deposicao de matriz. Neste ambito
existe a possibilidade dos odontoclastos deixarem exposta no tecido reabsorvido a malha de fibras
de colagénio, formando uma franja fibrosa que facilite a interligagao e integragao com a nova matriz
de cemento reparador, recapitulando o processo de cementogénese. Deste modo desenvolve-se

uma forte ligagdo entre o tecido reparado e o tecido reparador'?” %8139,

Muitos destes aspetos serao novamente abordados, na discussao dos resultados.Engenharia
de tecidos /Endodontia regenerativa

O desenvolvimento de estratégias terapéuticas em engenharia de tecidos assenta tradicional-

mente numa triade regenerativa'®’-'#

constituida por trés elementos basicos que tém de interagir
entre si: |) matrizes de suporte capazes de guiar e apoiar a formagao do tecido a regenerar, 2) mo-
léculas de sinalizagdo com capacidade para estimular as células no sentido pretendido e 3) células
competentes capazes de uma resposta eficaz. A aplicagdo clinica deste conjunto baseia-se geralmente
numa estratégia ex vivo em que se efetua primeiro a confegao in vitro de um sistema matriz/moléculas
de sinalizagdo/células (cultivadas e expandidas previamente) e sé depois a sua implantagio in vivo

para estimular o processo regenerativo.

Tendo em conta que os procedimentos envolvidos na endodontia regenerativa, visando a
restauracao morfofuncional do complexo pulpo-dentinario, para substituir uma polpa lesionada ou
ausente, assentam na aplicagao dos mesmos principios de engenharia de tecidos, pareceu-nos van-
tajoso apresentar algumas consideragoes acerca de cada um destes trés pilares, mas apresentados

essencialmente numa perspetiva de regeneracao pulpar.

Mais recentemente, tem vindo a enfatizar-se, para além da classica triade regenerativa, um
quarto elemento (Figura 18) de reconhecida importancia nos procedimentos regenerativos endo-
donticos, relacionado com a criagao de um microambiente favoravel para uma adequada regenera-
¢do funcional dos tecidos lesados?. Com efeito, a existéncia de um meio o mais estéril possivel é
considerado um dos preé-requisitos mais importantes nestes processos.

Num tratamento de polpa vital (protegao pulpar direta ou indireta) e nos procedimentos
de regeneragao dentinogénica, o selamento coronario realizado através de uma restauragao bem
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adaptada é fundamental para prevenir a microinfiltracdo bacteriana e consequente contaminagao
pulpar (ou local de exposicao pulpar), procedimento crucial para uma reparagao/regeneragao do
complexo pulpo-dentinario? 2,

Do mesmo modo, o passo mais critico nos mecanismos de revascularizagao dos canais
radiculares consiste na antissepsia dos sistemas canalares, conseguida através da aplicagio de irri-
gantes (NaOCI) e/ou medicacao intracanalar (hidroxido de célcio ou pasta de antibioticos, como
por exemplo uma mistura de ciprofloxacina, metronidazol e minociclina) durante varias semanas®.

Neste ambito, e segundo Malhotra et al.? apresentamos na figura 18 uma representagio es-
quematica dos elementos chave a ter em consideragido nos mecanismos de endodontia regenerativa.

Por outro lado, ha que ter em conta que a engenharia de tecidos mesmo quando alicergada
nos seus pilares basicos, requer o rapido desenvolvimento de uma rede vascular sem a qual qualquer
estratégia regenerativa nao pode ser bem sucedida. De facto, os processos de angiogénese consti-
tuem um pré-requisito essencial em todos os mecanismos de regeneragio tecidular®® '*° Todavia, os
processos de regeneragiao do espago pulpar, apesar do seu pequeno volume constituem sempre um
grande desafio devido ndo so6 a sua complexa organizagao, mas também ao facto das suas caracte-
risticas anatomicas nao serem favoraveis ao rapido desenvolvimento de uma vascularizagao eficaz.
Deste modo a otimizagao de mecanismos proé-angiogénicos adquirem uma importancia crucial no
campo da regeneragio pulpar, pelo que serdo também alvo de uma pequena referéncia'®'.

Células
estaminais

-

: Engenharia fRtofesde
Matrizes ) crescimento/
de tecidos morfogénicos
—
T

N

Microambiente

o

Figura 18. Esquema representativo dos elementos basicos subjacentes as estratégias de engenharia de tecidos.
Para além da classica triade regenerativa(células estaminais, fatores de crescimento e matrizes) é também re-
conhecida a importancia da criagio de um microambiente favoravel para uma adequada regeneragao tecidular.
Adaptado de Malhotra et al.?
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4.1 Matrizes

A endodontia regenerativa constitui uma forma ideal de terapia visando substituir tecidos
pulpares afetados e/ou necroticos por tecidos pulpares sios, justificando deste modo a utilizagao
de matrizes. Na verdade as matrizes ao constituirem uma estrutura tridimensional de suporte siao
frequentemente aplicadas de forma a proporcionar condigdes bioldgicas e fisico-quimicas apropriadas
para apoiar e guiar o crescimento e diferenciagao celular, promovendo ao mesmo tempo, processos
de adesdo e migragio celular®. No desenvolvimento de estratégias terapéuticas visando processos
de reconstrugao de tecidos, para substituigao de tecidos/érgaos perdidos ou danificados a aplicagao
de matrizes de suporte constitui talvez o pilar de sustentagao, mais frequentemente utilizado, con-
siderando a sua facilidade de obtencao, o seu facil manuseamento e relativamente baixo custo?’-3¢3,
Muitas vezes, a simples aplicagdo de matrizes, tentando aproveitar os restantes recursos existentes
no local em questao, nomeadamente o recrutamento de células estaminais e fatores de crescimento/
morfogénicos enddgenos estimula o processo regenerativo sem necessidade de recorrer a técnicas

mais complexas, onerosas e muito mais dificeis de executar®*'?2,

Apesar da medicina dentaria ser uma das areas com uma longa histéria na aplicagdo de
biomateriais, a maioria das matrizes utilizadas servia apenas para substituir tecidos perdidos, sem
restaurar a sua fungio. A utilizagdo de matrizes com o objetivo de auxiliar a regeneragao endégena
do tecido pulpar e/ou facilitar a formagao de dentina reparadora apresenta-se hoje em dia como
um elemento de primordial importancia? 3%, De facto, as matrizes, para além de serem aplicada
prioritariamente para transporte e manutengao de diferentes células, sdo atualmente muito mais do

que um simples meio de acomodagio das células'®.

Com efeito,ap6s uma primeira geragao de biomateriais que tinha por objetivo desempenhar,
essencialmente, um papel estrutural, seguindo o conceito de materiais bioinertes, assistiu-se ao
desenvolvimento de uma segunda geragao de materiais biocompativeis mas com um alto grau de

bioatividade capazes de auxiliar e estimular o processo de cicatrizagio e regeneracio tecidular'?>'*,

Para alcangar o objetivo de uma reconstrugao de tecido pulpar, as matrizes devem possuir
varios requisitos especificos, geralmente relacionados com a sua area de superficie (as matrizes devem
apresentar uma grande area de superficie em relagiao ao volume), porosidade (uma alta porosidade
vai permitir uma mais facil interagdo célula-substrato e uma cinética apropriada de libertagio de
fatores de crescimento/farmacos nela contidos), bem como uma biodegradagao em sintonia com
a diferenciagao fendtipica dos tecidos a regenerar, para além de uma adequada biocompatibilidade
(as matrizes nao devem desencadear respostas de natureza alérgicas, citotdxicas ou inflamatorias

quando em contacto com tecidos vivos ou fluidos organicos)? %1%,

Para além de fungdes de suporte, as matrizes devem permitir também o acondicionamento
e libertagao adequada de fatores de crescimento/morfogénicos, que possibilitem o recrutamento,
adesio, proliferagio e diferenciagio de células estaminais ou outras, de modo a conduzir a um melhor

e mais rapido desenvolvimento tecidular. A matriz podera ainda conter nutrientes que promovam
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a sobrevivéncia e crescimento das células ou mesmo a incorporagdo de antibidticos para prevenir

o crescimento bacteriano'? 1%,

Como ja foi referido, a porosidade é desde logo uma condig¢ao necessaria a ter em conta.
A alta porosidade, adequado tamanho dos poros e sua interconetividade, tem grande impacto na
adesio e colonizagdo celular, assim como na difusao de nutrientes e metabdlitos através da estrutu-
ra matricial, facilitando a formacio e crescimento tecidular, bem como o desenvolvimento de uma
rede vascular. A porosidade é também determinante nos mecanismos de libertagao controlada de

moléculas previamente incorporadas na matriz'**'%.

Também a biodegradabilidade da matriz se revela essencial,de modo a eliminar a necessidade
da sua remogio cirlrgica e sobretudo a regulagiao e controle do tipo e velocidade de difusao de
moléculas bioativas a ela associadas'”. A velocidade de degradagio da matriz deve acompanhar o
ritmo de formagao tecidular. Isto significa que a matriz de apoio sera apenas necessaria para provi-
denciar integridade estrutural, até ao aparecimento de um novo tecido com uma nova matriz3¢ '%,
Por outras palavras, é desejavel que o material introduzido no organismo “desapareca” depois de
cumprida a sua fungdo. Uma degradagao demasiado rapida da matriz implantada resulta geralmente
num decréscimo da viabilidade e suporte celular, conduzindo geralmente a uma baixa do niumero

de populagdes celulares e dos niveis de angiogénese'® "’

Em meio biolodgico, as formas mais comuns de biodegradagao sio a hidrdlise e a degradagio
enzimatica, originando produtos nao toxicos e biocompativeis capazes de serem metabolizados e ex-
cretados pelas vias fisiologicas normais. Enquanto os polimeros naturais sio normalmente degradados
enzimaticamente, os polimeros sintéticos sio geralmente sujeitos a uma hidrolise'*. Neste ambito
convém recordar que, quando siao usados polimeros sintéticos a libertagao de produtos acidicos
durante a sua degradagio deve ser tida em consideragao, pois além de resultar numa diminuigao do
pH no microambiente, pode afectar também a resposta imune nos tecidos circundantes'?. Finalmente,
as matrizes devem apresentar uma manipulagdo clinica facil, providenciar uma boa estabilidade do

local em questio e servir como é natural como mantenedores de espaco?.

Viarios materiais tém sido utilizados na regeneragao do complexo pulpo dentinario, quer em
estudos in vitro quer em estudos in vivo, com resultados encorajadores, embora bastante heterogéneos

e por vezes contraditorios 2834 98.200-215,

Tendo por base a sua origem, as matrizes podem ser classificadas como naturais ou sintéticas.
Considerando que os constituintes da matriz extracelular controlam muitas vezes a diferenciagao das
células estaminais, nao sera de excluir a utilizagao frequente de matrizes com uma constituicao o mais
proxima possivel as matrizes extracelulares dos tecidos em questio. Assim, facilmente se compreende
que os polimeros naturais, mais frequentemente utilizados nos processos de regeneragao pulpar sejam

geralmente constituidos por componentes da matriz extracelular como o colagénio'®!0!:201.211.216:225

226-231 232 233

a gelatina ,a fibronectina?? a fibrina??, o plasma rico em plaquetas''¢2!1:233235 ¢ os glicosamino-
glicanos (como o acido hialurénico e seus derivados)?'®23%2!.236_O colagénio é de longe a proteina

mais comummente utilizada na sintese de hidrogéis para aplicacao na area biomédica.
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A dentina nativa ou mesmo desmineralizada?'”-237-23% tem também sido utilizada com éxito,
considerando a sua constitui¢ao estrutural de base colagénica e a sua composi¢ao bioquimica, parti-
cularmente no que se refere a sua riqueza em fatores de crescimento e citoquinas com reconhecidas
capacidades para induzir a migragao e diferenciacao das células estaminais em células odontoblasticas.

O alginato?*-242

, 0 quitosano?!%219.232.243-249 & 3 pectina?¥-2°252 t&m sido utilizados em regene-
racao tecidular isoladamente ou combinados formando complexos polielectroliticos, com indicagoes

favoraveis para a sua aplicagdo em endodontia regenerativa.

Dentro das matrizes sintéticas, temos a considerar as estruturas confecionadas com base
no acido polilactico (PLA)**%4 4cido poliglicdlico (PGA)**22%, icido polilactico-glicolico(PLGA)'> 24
22256258 @ no 4cido poli-capro-lactona 2262%260, As matrizes sintéticas permitem um controlo mais
preciso das suas caracteristicas fisico-quimicas, como sejam a sua taxa de degradacao, porosidade e

certas propriedades mecanicas.

Também tem sido descrita a aplicagdo de materiais como a hidroxiapatite, o fosfato tricélcico?"
%2 e o biocoral®®. Os hidrogéis sintéticos®* e as nano-fibras enriquecida com sequéncia RGD?>%¢

tem recentemente vindo a ser muito utilizados para este fim.

Para a regeneragdo pulpar ndo é requisito crucial a estabilidade mecénica da matriz podendo
ser utilizado uma matriz tridimensional maledvel, tal como um hidrogel'?® . Os hidrogéis possuem
propriedades fisicas semelhantes com os do tecido vivo, o que ¢é devido ao seu alto teor de agua,
consisténcia suave e elastica e baixa tensdo superficial com a agua ou fluidos biolégicos'®. Deste
modo o hidrogel pode ser injetado no local desejado ou mesmo colocados no local sob a forma

liofilizada?'> 2%,

Finalmente uma referéncia para sublinhar que todos estes compostos apresentam como

caracteristicas essenciais o facto de serem considerados biocompativeis e biodegradaveis.

Esta grande diversidade e disparidade de matrizes utilizadas reflete bem a variedade de es-
colha possivel mas ao mesmo tempo demostra a inexisténcia de um critério uniforme para a sua
eficiente aplicagao. De facto, ainda que se tenha verificado um nimero cada vez maior de matrizes
aplicadas nos processos de regeneragao pulpar a escolha da matriz mais adequada e eficaz para
este fim apresenta-se bastante critica e constitui uma questio em aberto. Neste ambito, importa
colocar algumas perguntas ainda sem resposta, como seja o facto de se poder verificar algum tipo
de especificidade de certas matrizes em relagao a certas células estaminais ou se uma mesma matriz
pode acomodar diferentes tipos de células estaminais com resultados semelhantes. Continuamos
ainda sem saber quais as vantagens e desvantagens da utilizacao de certas matrizes relativamente a
outras e quais os requisitos necessarios quanto as caracteristicas intrinsecas da estrutura matricial

para uma eficaz regeneragio tecidular do complexo pulpo-dentinario, sempre tio dificil de atingir?.
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Uma nota final, para voltar referir que em determinadas situagdes traumaticas (dentes avulsio-
nados imaturos), o tecido pulpar necroético (ou parcialmente necrético) quando nao infetado, pode
funcionar como uma matriz para as células estaminais vitais remanescentes, podendo ser sede de
uma posterior revasculariza¢io® 7-2° De igual modo, em dentes permanentes imaturos necrosados
e infetados, o coagulo sanguineo, intencionalmente formado, durante a tentativa de revascularizagao
do espago canalar é também considerado como uma matriz, enriquecida com diversos fatores de

crescimentoIOZ, 208,269-271

Considerando que um dos objetivos do presente trabalho reside na avaliagdo do potencial
regenerativo de diferentes matrizes na cavidade pulpar, pareceu-nos importante proceder a uma

descricao alargada sobre cada uma matrizes utilizadas neste estudo experimental.

4.1.1 Codgulo sanguineo

A formagio do coagulo sanguineo ocorre habitualmente devido a lesdo de vasos sanguineos
e constitui um mecanismo de defesa local contra a hemorragia, contrariando assim um ambiente que
favorece em grande parte um estado anticoagulante. A formagao deste coagulo resulta de diversas
reagoes quimicas complexas e ordenadas, numa sequéncia regulada pela ativagao proteolitica de
uma série de zimogénios, de modo a atingir a hemostase adequada a coagulagiao sanguinea. Assim,
o coagulo sanguineo, resulta da propria fisiologia do organismo, constituindo o Unico “material”

utilizado neste estudo cuja formagio ocorre in situ através de mecanismos naturais'® 272274,

O processo de coagulagao é tipicamente iniciado cerca de 20 segundos ap6s a lesao de um
vaso sanguineo, em resposta aos danos causados as células endoteliais e a exposicao do colagénio
da parede vascular. As plaquetas sao as primeiras a chegarem ao local, formando imediatamente um
tampao plaquetario. Esta resposta de “emergéncia” é chamada hemostase primaria. De seguida, o
tampao plaquetario é gradual e rapidamente (alguns minutos) reforcado por estruturas filiformes
insoluveis de fibrina, bem como pela absorgao e adesao de proteinas plasmaticas. Este processo,
designado por hemostase secundaria, resulta da resposta de componentes especificos do plasma
- os fatores de coagulagao — que, numa cascata de reagoes, induzem a conversao de fibrinogénio
em fibrina e a sua reticulagio, estabilizando e fortalecendo o coagulo sanguineo. A rede de fibrina
reticulada favorece ndo so a ligagdo de determinadas células, mas também o aprisionamento de

fatores de coagulagio ativados'¢6272274,

Em suma, pode afirmar-se que o coagulo é constituido pelos elementos celulares sanguineos
(eritrocitos, leucocitos e plaquetas) aprisionados numa rede de fibrina, juntamente com fibronectina
plasmatica, vitronectina e trombospondina, apresentando varias fungdes importantes: a) serve de
protecao temporaria aos tecidos expostos; b) funciona como uma matriz para a migragao celular; e
c) constitui um reservatério de citoquinas e fatores de crescimento libertados principalmente pela
desgranulagdo das plaquetas ativadas. Estas moléculas bioativas funcionam como sinalizadores iniciais

para o recrutamento das células inflamatorias e para o inicio da reparagio dos tecidos '¢¢272274,
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Deste modo, a retengdo, organizagiao e riqueza do coagulo é considerada como um pré-
-requisito essencial para a migracao das células proporcionando os componentes estruturais e
bioquimicos responsaveis pelo inicio, desenvolvimento e controlo do processo de cicatrizagao/
regeneragao, sendo de crucial importancia nos mecanismos de revascularizagao, de dentes imaturos
permanentes com pulpite irreversivel ou necrosados® 92 103.105.275,

4.1.2 Acido hialurénico

O acido hialurénico (HA) é um componente bastante abundante da matriz extracelular, pre-
sente em todas as variedades de tecido conjuntivo. Trata-se de um composto natural da familia dos
polissacarideos que possui normalmente um elevado peso molecular (> | a 2 milhes de Dalton).
Estruturalmente, o HA é constituido por unidades dissacarideas de acido D-glucurénico e D-N-
-acetilglicosamina, formando um polimero linear e nio ramificado?42"”.

Este polissacarideo apresenta importantes e interessantes propriedades viscoelasticas devido
as suas caracteristicas estruturais e polielectroliticas, sendo um atraente biomaterial com varias
aplicagdes biomédicas devido as suas propriedades fisico-quimicas, tais como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa imunogenicidade?”-%!.

As suas cadeias podem formar géis hidratados que podem ser aplicados sob uma forma inje-
tavel no espago pulpar. Por outro lado, quando liofilizados, formam estruturas sélidas mas porosas.
Sob a forma de gel, o0 HA pode preencher grande parte do volume vazio existente no espago pulpar,
permitindo ao mesmo tempo uma rapida difusdo de pequenas moléculas como agua, electrdlitos e
nutrientes 774282 Sob a forma liofilizada, os poros estruturais permitem a invasio e proliferagio de

células indispensaveis aos processos de reparagio e regeneragao.

Com efeito, 0 HA esta envolvido em importantes processos bioldgicos sobretudo relacionados
com fenémenos de motilidade e proliferagio celular. As interagdes celulares com o HA ocorrem
através de recetores de membrana ou de superficie (CD44, RHAMM,TLR4 e ICAM-I), influenciando
processos de morfogénese, cicatrizagio e regeneragio de tecidos, e ainda fenémenos inflamatérios

e metastaticos?’¢280,282-285

A atividade bioldgica do HA varia na dependéncia do seu peso molecular, apresentando as
cadeias de mais baixo peso molecular uma maior atividade osteogénica e angiogénica, do que as
formas de maior peso molecular'®®2%2% De facto, os seus efeitos terapéuticos dependem do ta-
manho da molécula, podendo apresentar propriedades diferentes (ou mesmo opostas) consoante

o peso molecular?’?-280.287,

O HA desempenha também um papel importante na sinalizagao quimica entre as células. Ao
ligar-se a moléculas biologicamente ativas pode criar um microambiente em redor das células capaz
de modular o seu comportamento?®® 284,

Quando aplicado ap6s a indugao de um coagulo sanguineo, o acido hialurénico penetra nos
poros da rede de fibrina substituindo-a gradualmente, promovendo simultaneamente a migragao

celular, especialmente dos fibroblastos dos tecidos circundantes e nova produgio de colagénio'®®.
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Na polpa, o seu maior componente é o acido hialurénico e tem forte afinidade pela agua. O
contetdo de proteglicanos do tecido pulpar decresce, aproximadamente, 50% com a erupgao do
dente. Nesta fase, observa-se uma maior sintese de acido hialuronico e do sulfato de dermatano
enquanto ha um decréscimo na sintese do sulfato de condroitina, principal proteoglicano durante a
dentinogénese. Em casos de lesao ao orgao pulpar o acido hialurénico pode desempenhar um papel

importante pois acredita-se que esteja envolvido nos processos da migragio celular® ¢,

A literatura tem demonstrado também uma boa adesao das células da linha odontoblastica

as matrizes constituidas por acido hialurénico?% 2!,

4.1.3 Quitosano

O quitosano (CS) é um polissacarideo natural composto por unidades de glicosamina e
N-acetil-glicosamina, obtido a partir de desacetilagao da quitina, habitualmente encontrada em
crustaceos. Possui similaridades estruturais com os glicosaminoglicanos, ou seja, mimetiza o seu

comportamento funcional.

Este polissacarideo apresenta uma série de propriedades que o tornam um material ideal para
aplicagoes biomédicas, como a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade (por lisossomas), poten-
cial hemostatico, anti-carcinogenicidade, exibindo ainda uma grande afinidade para certas proteinas,
promovendo também a adesao, proliferagiao e diferenciagao celular. Outras propriedades sao-lhe
também reconhecidas, nomeadamente a sua atividade antimicrobiana®®. Este polimero tem sido

amplamente utilizado com grande eficacia em varios campos da medicina e medicina dentaria?® 2%,

Em sintese, o quitosano exibe um espectro de propriedades que o tornam uma alternativa
interessante aos biomateriais tradicionalmente usados. Em particular, destaque-se a sua aplicagao no
desenvolvimento de suportes para engenharia de tecidos e, mais especificamente, nos processos de
regeneragao pulpar. Neste contexto, é necessario a obtengao de matrizes insoluveis, com propriedades
biomecanicas adequadas, o que habitualmente se consegue através da reticulagio deste polimero
com outros. De facto, visto que o quitosano € um polimero catidnico abaixo de pH 6,5, pode ser
reticulado com polimeros aniénicos como a gelatina??’, colagénio®° o acido (poli)-(glutimico)®', a

pectina?’ e o hialuronato de sédio?'®.

A incorporagiao do quitosano como agente de cross-linking/reticulagdo ndo s6 aumenta a
resisténcia da matriz e prolonga a sua degradagdo no tempo, como também mimetiza a matriz
extracelular encontrada in vivo, levando a uma melhor e mais rapida adesio e proliferacio celular?”,

Estudos experimentais in vitro e in vivo, demostraram que este polimero induz reagoes infla-

matdrias minimas e promove a proliferacao de fibroblastos pulpares e a indugao de processo de

mineralizagio pelas células odontoblasticas3®2!5 223 244.245. 247

Matsunaga et al. ** demonstraram a capacidade dos monémeros de quitosano para promover

a regeneragao de feridas de polpa dentaria. Este facto levou-nos a considerar o quitosano como
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uma matriz com grande potencial regenerativo para células de polpa dentaria. O quitosano em
combinagao com o colagénio também tem sido utilizado para a regeneragao do tecido periodontal,

demonstrando a sua utilidade na engenharia de tecidos dentarios?®.

De referir ainda que, numa fase inicial o quitosano parece estimular a libertagao de citocinas
e quimioquinas pro-inflamatorias pelas células fibroblasticas, bem como a migragao de leucéoci-
tos polimorfonucleares e macrofagos?. Este facto, podera aparentemente ter uma repercussio
negativa se atendermos as condigSes em que se encontra o tecido pulpar, ou seja numa cavidade
de paredes rigidas e sem irrigacdo colateral***2%, Mas, por outro lado na fase final de cicatriza¢io,
apresenta uma grande atividade angiogénica e de reorganizagdo da matriz extracelular e tecido

de granulagio?®.

4.1.4 Pectina

A pectina pertence a familia dos polissacarideos, sendo constituida principalmente por
monomeros de acido D-galacturénico ligados covalentemente. Encontra-se nas paredes celulares

primarias das plantas?

, sendo obtida principalmente a partir da polpa de maga e da casca de citri-
nos por meio de um processo de extragdo aquosa acida. Os extratos de pectina sio amplamente
utilizados na industria de processamento de alimentos devido a sua capacidade de espessamento e

propriedades de gelificagao.

Os extratos de pectina comerciais sdo predominantemente formados por cadeias lineares
de acido, com capacidade de espessamento e de propriedades de gelificagao, as pectinas podem ser
classificadas como pectinas de baixo ou elevado grau de esterificagio?”. A pectina tem sido indicada
em diversos campos da medicina, nomeadamente como matrizes para regeneragio 6ssea?*’. Recente-

mente demonstrou-se que a pectina tem também atividade anti-inflamatéria e anticarcinogénica?”>2.

4.2 Fatores morfogénicos e fatores de crescimento

Os fatores morfogénicos incluidos nas moléculas de sinalizagao celular, sio proteinas que
se ligam a recetores especificos geralmente presentes nas membranas celulares (das células alvo),
influenciando fungdes criticas, como a proliferagao, diferenciagao, migragao, metabolismo e com-
portamento celular. Estas proteinas sio ativas em concentragdes muito baixas, tém geralmente uma
semivida reduzida e devem atuar localmente, isto é terem uma difusao restrita?” '¢ 2%, Por sua vez,
apresentam com frequéncia uma especificidade limitada no tempo e no espago, ou seja, a capacidade
de resposta aos sinais pode ser temporaria (manifestando-se apenas em certas fases do desenvol-
vimento) e a localizagdo espacial das células competentes em relagio a fonte de libertagao do sinal

pode ser determinante'®®.
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O:s fatores morfogénicos podem ser classificados de acordo com a sua atividade. Enquanto
certas citoquinas (como o TNF-a e TNF-f3) estdo associadas a reagdes imunoinflamatorias, os fatores
de crescimento (como TGFs e BMPs) atuam como estimuladores ou inibidores do crescimento?*8,
Muitos destes fatores de crescimento interagem de um modo bastante versitil, estimulando a ativi-
dade celular em numerosos tipos de células, enquanto outros sao mais especificos. A designagao da
maioria dos fatores de crescimento, nao esta muitas vezes associado a sua fungao mais importante,

mas as circunstancias historicas em que surgiram'*.

Um dos pontos chave para o sucesso clinico da aplicagao dos fatores de crescimento relaciona-
-se com os seus sistemas de transporte, nomeadamente matrizes, que como ja atras foi referido,
devem apresentar diversas caracteristicas especificas maioritariamente relacionadas com a sua area

de superficie e uma cinética de libertagao adequada.

Entre os principais fatores de regulagao e mecanismos de sinalizagao celular, conservados ao
longo da escala filogenética, relacionados com os mecanismos de morfogéneticos e de citodiferen-
ciagdo, poderemos considerar a existéncia de diversas principais familias de proteinas: dos fatores
de crescimento transformador (TGF-f transforming growth factors), a dos fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs - fibroblastic growth factors);a das proteinas Hedgehog (Shh);a das proteinas Wingless
(Whnts), a dos fatores de necrose tumoral (TNFs - tumor necrotic factor), os fatores de crescimento
aparentados com a insulina (IGF — insulin growth factor ) e os fatores de crescimentos derivados das
plaquetas (PDGF — platelet derived growth factor)? 166 196.298-301,

Também s3o muitos os fatores de crescimento que controlam a atividade das células esta-
minais, quer regulando a sua velocidade de proliferagao, quer induzindo a sua diferenciagdo noutras
linhas celulares, ou estimulando a sintese de matriz extracelular?”. De facto, estas moléculas tém
um papel fundamental na formagao, reparagio e regeneragio da dentina e da polpa. Neste ambito,
importa referir que a formacao de tecidos mineralizado na sequéncia de protegoes pulpares diretas
(com a utilizagao do hidréxido de calcio e do MTA) sao exemplos do envolvimento destes fatores
e da sua interagao com as células estaminais. Com efeito, esta ja demonstrado que a regeneragao
da polpa induzida pelo hidréxido de calcio é mediada por fatores de crescimento, que controlam o

destino das células estaminais nos processos de regeneragio!'? 302303,

Uma das familias mais importantes de fatores de crescimento que desempenham um papel
vital nos processo de desenvolvimento/regeneragao dentarios sao as TGF-B(B1 e 33) e as BMPs
(BMP-2, 4 e 7), nela incluidas.

As BMPs fazem parte da superfamilia dos TGF-f3 sendo inicialmente associadas ao desenvol-
vimento, formagao da cartilagem e tecido 6sseo, ativando muiltiplas vias de sinalizagao relacionadas
com processos de biomineralizagao. Porém, desempenham também um papel fundamental na
morfogénese dentdria, estando envolvidas nas interagdes entre o epitélio dentario e o mesénquima
durante o desenvolvimento do érgio dentério e estruturas craniofaciais®®. Estas proteinas sdo ex-

pressas na fase de capuz e de campanula e estdo associadas com a diferenciagio dos ameloblastos e
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odontoblastos®. As BPMs 2,4 e 7 tém também uma importincia reconhecida na biologia das células
pulpares. Esta ja confirmado que a BMP-2, 4 e 7 estimulam a diferenciagio de células estaminais
adultas em odontoblastos e subsequente formagao de dentina, demonstrando assim, que a familia das

BMPs representa o candidato mais importante nos processos de regulagio da dentinogénese!'? 3%,

Os TGF-B1 e B3 sao importantes na ativagao celular para diferenciagao odontoblastica e
estimulagao da secrecao de matriz dentinaria. Estes fatores de crescimento sao secretados por
odontoblastos e sao depositados dentro da matriz da dentina, onde permanecem protegidos numa
forma ativa através da interagdo com outros componentes da matriz dentinaria®®. A adi¢io de fragdes
proteicas de dentina purificada estimula um aumento de secregdo de dentina tercidria na matriz,
sugerindo que o TGF-f1 esta envolvido na sinalizagao do dano causado e na reagao de cicatrizagao
dentaria'®*. Além disso, a aplicagio de acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA), acido citrico,
hipoclorito de sédio, hidroxido de calcio, MTA e Biodentine, promovem a libertagao da TGF-f1

sequestrada em dentina humana, exercendo uma agdo dentinogénica'¢?3%7-313,

Os FGFs sao uma familia de fatores de crescimento, entre os quais se destacam o FGF-I
(acidico) e o FGF-2 (basico).Sao mitogénicos para as células endoteliais, fibroblastos, condroblastos, e
osteoblastos 3. Além disso, o FGF-2 é um fator com um potente efeito angiogénico, sendo também
mitogénico e quimiotatico para as células estaminais pulpares®'. Entre outras origens, é sintetizado
por células inflamatérias e adere as matrizes extracelulares através da ligagao aos proteoglicanos

sulfatados da heparina.

O PDGF encontra-se em elevadas concentragoes nas plaquetas e nas células vasculares endo-
teliais, apesar de estar também presente em multiplos tipos celulares. A sua sintese esta, geralmente,
associada a estimulos externos como uma baixa tensao de oxigénio, trombina ou estimulagdo através
de outros fatores de crescimento. E libertado pelas plaquetas e mondcitos em locais de traumatismo,
tendo como fungao principal a indugao da proliferagao de células mesenquimatosas indiferenciadas,
recrutando desta forma populacdes celulares regenerativas®'>. Exercem vérios efeitos bioldgicos,

incluindo a mitogénese e quimiotaxia de osteoblastos, de fibroblastos e de cementoblastos?' 3.

A evidéncia derivada de modelos pré-clinicos indica que doses transitorias e isoladas de
PDGF, ou combinadas com IGF-I, tém potencialidade para estimular o processo de regeneragiao
periodontal’'é. Isto reforga a importancia dos fenémenos iniciaticos no desenrolar da cicatrizagio.
Foi demonstrada a regeneragao de um novo aparelho de inser¢ao periodontal apos aplicagao da
combinagao PDGF/IGF-I no tratamento de defeito 6sseos periodontais, tanto em modelos caninos
com periodontite natural, como em primatas nao humanos com indugio experimental de lesoes

periodontais?'832,

A aplicagao clinica destes fatores de crescimento também tem sido efectuada através do
plasma enriquecido em plaquetas (PRP — platelet-rich plasma), que constitui uma fonte natural de
fatores autdlogos''® 2211, A técnica para obten¢do do PRP envolve, basicamente, a sequestragido

e a concentragao de plaquetas do plasma, para aplicagao subsequente da preparagao ao defeito
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alvo. Esta é uma alternativa conveniente para a obten¢do de uma concentragdo aumentada de
PDGF TGF-f e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF — vascular endotelial growth factor)
autologos. Estes fatores de crescimento estio presentes em concentragdes de aproximadamente
50 ng/ml sequestrados nas plaquetas de todo o sangue recolhido. A técnica de PRP permite um
incremento na concentragao de plaquetas superior a 338%, aumentando teoricamente a PDGF e
TGF-f 3'®. Ambos os fatores s3o potentes agentes quimiotaticos para as células osteoprogenitoras
e a sua combinagao parece ser complementar, uma vez que o TGF-f3 atua essencialmente como um
agente de diferenciagao e o PDGF como um forte fator mitogénico e proliferativo, mas sem efeito

na citodiferenciagio 3. Por sua vez, o VEGF é um dos principais agentes indutores da angiogénese.

Por fim, convém recordar, mais uma vez, que a matriz dentinaria constitui sé por si um reser-
vatorio de moléculas de sinalizagdo que incluem fatores morfogénicos e de crescimento. Os fatores
de crescimento, como os IGF- 1, FGFs, EGF, BMP, TGF-f3, PDGF, HGF(hepatocyte growth factor) e VEGF,
sintetizados pelos odontoblastos e sequestrados na matriz dentinaria, sao libertados aquando da
desmineralizagdo da matriz dentinaria, provocada por carie, aplicagdo de procedimentos ou materiais,
sao capazes de induzir a proliferagao, migracao, adesao e diferenciagao de células estaminais, em

células formadoras de dentina reacional ou reparadora!'®”302303.305.307.308,321-325

Contudo é importante manter em mente que a utilizagao das proteinas TGF-f, incluindo as

BMPs participam ativamente na progressao carcinogénea’?.

4.3 Células estaminais

As células estaminais ou células tronco sao células que apresentam uma grande capacidade
de autorrenovagao e proliferagao, bem como um vasto potencial de diferenciagao em diversos tipos
de células, constituindo por este motivo a salvaguarda da homeostasia dos tecidos e o garante da
sua reparagio durante toda a vida do individuo'®. Compreende-se, pois, que estejam na base de
quase todos os processos de regeneragao de tecidos. As descobertas recentes tém levado a uma
percepgio bastante otimista da versatilidade destas células e do modo como podemos pé-las ao

nosso servico'*3,

As células estaminais podem ser classificadas em dois grandes grupos, tendo em conta a
sua origem e capacidades plasticas: a) células indiferenciadas existentes nos tecidos embrionarios
durante as fases mais precoces de desenvolvimento, designadas por células estaminais embrionarias,
apresentando-se como praticamente totipotentes e b) células estaminais pds-natais (também de-
signadas por células estaminais somaticas) residentes em tecidos ja diferenciados, exibindo contudo

um potencial de diferenciagio muito mais reduzido!'?!304327.328,

A maior vantagem das células estaminais embrionarias reside na sua enorme capacidade de
proliferagio e diferenciacio®”. Porém, para além de importantes questdes éticas, apresentam uma

certa instabilidade genética, a obrigatoriedade de transplantagao para hospedeiros imunocom-
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prometidos, risco de formagao de teratocarcinomas e facil contaminagao em cultura.Ja as células
estaminais pds-natais embora nao incorrendo em limitagdes morais, encontram-se em nimero
reduzido nos tecidos(agregadas em pequenos nichos celulares), apresentando maior dificuldade

de isolamento e quando se diferenciam, conseguem gerar apenas um espectro bastante restrito
de linhas celulares'®.

Porém, parece cada vez mais evidente que as células estaminais pos-natais presentes nos teci-
dos adultos podem ser bem mais versateis do que inicialmente se pensava. A descoberta recente de
uma tecnologia fidvel’* capaz de reprogramar células somaticas em células estaminais pluripotentes,
designadas por células estaminais induzidas conhecidas pela sigla iPS abre uma janela de oportuni-
dade nos mecanismos de engenharia de tecidos. As iPS apresentam-se como substitutos ideais das
células estaminais embrionarias, podendo constituir no futuro uma fonte de células bastante Uteis

para reparacdo de outros tecidos que nio os de origem?3! 332,

4.3.1 Caracteristicas das células estaminais

Quando se divide (por mitose) cada célula estaminal (Figura 19) da origem a duas células,
uma que permanece indiferenciada, conservando o status de célula estaminal (autorrenovagao) e

outra que passa por um ciclo de etapas de proliferagao e diferenciagao.

:
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Figura 19. Esquema representativo do processo de formagao de células amplificadoras transitorias com origem
numa célula estaminal levando ao aparecimento de células maduras. Adaptada de Alberts et al.'®é.

54



Introdugio

As células “comprometidas” com o processo de diferenciagao (que passam por uma série de
divisdes antes de chegar a células maduras) designam-se frequentemente por células amplificadoras
transitérias. Ou seja, transitorias porque estao em transito, entre célula mae e a célula diferenciada.
Amplificadoras porque os ciclos de divisao pelos quais passam, tém o efeito de amplificar o nimero

final de células diferenciadas que resultam de uma Unica divisdo da célula estaminal'®®.

Convém referir aqui que a grande capacidade de divisao das células estaminais nao significa
que estas células se dividam muito rapidamente. Com efeito, um aspeto caracteristico das células
estaminais presentes nos varios tecidos € o facto de embora possuindo uma capacidade ilimitada
de autorrenovacao entrarem em divisio muito raramente '3, Este baixo indice mitotico das células
estaminais é considerado necessario para evitar a acumulagao de possiveis mutagoes. O facto de
normalmente se encontrarem num estado quiescente sera pois uma estratégia de preservagao e
protecdo destas células'®.

Este aspeto é todavia compensado pelas divisGes de amplificagdo das células progenitoras
comprometidas, permitindo assim a redugao do nimero de ciclos de divisao que as proprias células
mae tém de sofrer ao longo da sua vida e, desta forma, reduzir o risco de senescéncia replicativa e
de mutagoes prejudiciais. Deste modo, as células estaminais pos-natais, em processo de diferenciagao,
antes de atingir o seu estadio final de maturagao geram um grande numero de células transitorias.
Estas células intermédias sao chamadas de células precursoras ou progenitoras e sao células parcial-
mente diferenciadas que, por divisao celular, originam apenas células diferenciadas.

O conjunto das células estaminais propriamente ditas e das células progenitoras amplifica-
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doras transitérias constitui um sistema dindmico de reparagao de tecidos'”, capaz de responder

eficazmente a diversos e diferentes estimulos externos.

4.3.1.1 Nichos de células estaminais

A decisio entre a escolha de uma via de autorrenovagio e o inicio de um processo de
diferenciagao é muitas vezes determinado pelo microambiente que rodeia as células estaminais.
De facto, as células estaminais encontram-se geralmente associadas a outras células diferenciadas
e a estruturas constituintes da matriz extracelular formando, no seu todo, compartimentos espe-
cializados designados por nichos (stem cells niches). O microambiente criado nestes locais regula e
condiciona o destino final das células estaminais®33. Com efeito, o microambiente ai gerado forma, de
certa maneira, uma barreira contra a diferenciacao e proliferagao destas células protegendo-as de

estimulos que induzam a sua diferenciagio e proliferacdo descontrolada, ou mesmo a sua apoptose.

Estes nichos constituem, assim, “entidades” anatémicas especializadas que abrigam as células
estaminais, criando um ambiente altamente controlado que condiciona a sequestragao destas células,
num estado quiescente, inibindo a sua diferenciagao, mas conservando a sua capacidade de auto
renovagao (mantendo assim as suas caracteristicas e propriedades de células estaminais), permitindo

manter um equilibrio entre autorrenovagio e diferenciagao®*.

55



Apexificagdo e revascularizagdo pulpar em dentes permanentes imaturos — estudo experimental in vivo

Este balango ¢é alcangado através de um constante dialogo (interagao fisica e molecular) entre
as células estaminais e as restantes células em seu redor. Moléculas soltveis como Whnt, FGF e pro-
teinas hedgehog constituem importantes fatores de regulagao autécrina e paracrina da fungao das
células estaminais, com varias capacidades para induzir mecanismos de proliferagao e diferenciagao,

quando necessarios'*®.

Importa referir ainda que os nichos de células estaminais de natureza mesenquimatosa estao
geralmente situados em areas perivasculares, exercendo a matriz extracelular como ja foi referido
uma influéncia fundamental no estado de quiescéncia destas células®**. Foi ja possivel confirmar que a
matriz extracelular pode, s por si, condicionar e modular as células estaminais muito provavelmente

através de integrinas que ligam a matriz as células do estroma.

Pode pois afirmar-se que os nichos de células estaminais, englobam todos os elementos
que rodeiam as células estaminais, quer células (mais ou menos diferenciadas que possam estar
em contacto com elas), quer moléculas sinalizadoras (como as citoquinas, fatores de crescimen-
to e de diferenciacao presentes no meio), quer mesmo e sobretudo, componentes da matriz

extracelular.

Uma nota final apenas para recordar que na maioria das vezes, as células estaminais pos-natais
sdo morfologicamente idénticas ou muito semelhante as células dos tecidos onde se encontram, o
que torna a sua detecio bastante dificil*® 3433 Para contornar este problema, recorre-se a utilizagio

de marcadores bioquimicos.

As células estaminais de natureza mesenquimatosas foram primariamente identificadas com
base na utilizagdo do STRO-1 (antigénio especifico da superficie das células da medula éssea/estroma).
Porém depressa se verificou que as células STRO-I positivas representavam apenas uma pequena
proporgao das células estaminais. Atualmente sdo aceites como critérios minimos, definidos pela
Internacional Society for Cellular Therapy para identificagcao das células estaminais multipotentes, a po-
sitividade destas células para a expressio dos marcadores moleculares CD73, CD90 e CD 1053,
Para além disso, estas células sao definidas também como células aderentes e clonogénicas (quando
mantidas em recipientes plasticos com condigSes de cultura standard) e por apresentar um poten-
cial de diferenciagiao pelo menos em trés diferentes linhas de populagoes celulares, osteogénica,
condrogénica e adipogénica®®.

Os nichos de células estaminais tém vindo a ser continuamente identificados em quase todos
os tecidos do organismo, exercendo como ja foi referido um papel fundamental nos mecanismos de

cicatrizagao, reparagao e regeneragao tecidular.

A principal fonte de células estaminais de natureza mesenquimatosa nos organismos adultos
€ a medula 6ssea, constituindo geralmente uma referéncia em relagdo as quais as restantes células

conjuntivas sao comparadas.
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4.3.2 Células estaminais dentarias

Ja é grande o conjunto de estudos que demonstram a existéncia nos tecidos dentarios de
varios nichos de potenciais células estaminais e progenitoras, de extrema importincia no processo
de formagao de dentina reparadora, mecanismos de apexogénese, bem como na regeneragao dos

tecidos Periodontais%, 153, 191,212,298, 337-341

Este conjunto de células indiferenciadas parece representar somente | a 4% da populagao
celular total’®. Porém como ja foi descrito, pode originar uma multidao de células altamente dife-

renciadas como resposta a sinais especificos.

Até ao momento, foram isoladas, identificadas e caracterizadas varios tipos de células estami-
nais/progenitoras de origem dentaria, designadas coletivamente como células estaminais dentarias,
que incluem as células existentes na:a) polpa dentaria de dentes adultos (DPSCs), b) polpa dentaria
de dentes deciduos esfoliados (SHEDs), c) papila apical (SCAPs), d) ligamento periodontal (PDLSCs)
e e) foliculo dentario(DFSCs)'*3%2. Todas sao capazes de levar por diante um processo de autorre-
novagao, proliferagao e diferenciagio em varias linhagens celulares. Todas elas, excepto as SHEDs,
foram extraidas de dentes permanentes. Estas células estaminais dentarias sao consideradas células
estaminais mesenquimatosas (MSCs) com grande capacidade proliferativa e grande versatilidade, o
que aliada a sua facil acessibilidade, faz delas uma importante fonte de células estaminais para apli-

cacdo em qualquer processo de engenharia de tecidos'*.

Uma nota ainda para sublinhar mais uma vez a possibilidade de reprogramar células estaminais
somaticas em células estaminais (pluripotentes) induzidas.Também, as células provenientes de dentes
deciduos esfoliados, da papila apical ou da polpa dentaria podem ser reprogramadas, com maior
eficacia do que os fibroblastos da pele (as células mais frequentemente utilizadas nestes processos).
Estas células, de natureza ectomesenquimatosa, podem originar células idénticas as células estaminais

embrionarias, constituindo um marco importante para a engenharia de tecidos 3234,

De referir ainda que a criopreservagao de células estaminais dentarias (de dentes deciduos
esfoliados e de dentes permanentes extraidos) parece nao diminuir a sua capacidade de diferencia-
cdo e plasticidade?** 3%, Assim a criagdo de bancos de células estaminais dentarias, pode constituir

uma hip6tese muito promissora para futuras aplicagées no campo da medicina regenerativa®® %34,

4.3.2.1 Células estaminais da polpa dentaria de dentes permanentes (DPSCs)

No tecido pulpar dos dentes permanentes estd presente uma populagdo heterogénea de
células com uma grande capacidade proliferativa e de diferenciagio consideradas como células

estaminais e designadas por dental pulp stem cells (DPSCs)*!'.

A partir do trabalho de Gronthos et al?!, s3o ja varios os investigadores que isolaram e
caracterizaram células estaminais a partir da polpa dentaria, utilizando preferencialmente o terceiro

molar para este fim'430.191203:225.311,328.338,341 344345347362 Foj j3 demonstrado também, que as DPSCs tém
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uma grande capacidade de adesio e proliferagio quando colocadas em matrizes apropriadas quer

in vitro quer in vivo?'*263.348.363.364,

As células estaminais da polpa dentaria tém perfis de expressao génica e capacidade prolifera-
tiva e de diferenciagao semelhante as das células mesenquimatosas indiferenciadas da medula 6ssea,
vulgarmente conhecidas por bone marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs). Em condigoes apropria-
das (meios de cultura adequados) podem diferenciar-se em células da linha osteogénica, condrogénica,
adipogénica, miogénicas e neurogénicas, propriedades consideradas como essenciais na definicao de
células estaminais mesenquimatosas. Porém, a sua principal caracteristica reside no seu potencial de
diferenciagao odontoblastico, quer in vivo quer in vitro. Com efeito, as DPSCs sao capazes de formar
um complexo pulpo-dentinario-like, composto por uma matriz mineralizada adjacente a uma camada
de odontoblastos num arranjo semelhante ao do complexo pulpo-dentinario de dentes humanos nor-
mais'®2¢!365 O processo de diferenciagdo das DPSCs em odontoblastos funcionais tem grandes seme-
Ihangas com o mecanismos de diferenciagio das BMMSCs em osteoblastos®*®. Por outro lado,as DPSCs
sao também capazes de regenerar um tecido semelhante a polpa dentaria quando transplantadas para

canais radiculares, o que abre iniumeras possibilidades de aplicagio em endodontia regenerativa'®.

Estas células tém sido também referenciadas por possuir uma suposta atividade imunossu-
pressiva, o que pode ser considerado uma vantagem para situagoes de transplante alogénico de

células estaminais®®’.

Quando comparadas com as BMMSCs, ambas as populagSes celulares expressam CD44,
CD106,CD146, 3G5 e STRO-1, bem como fosfatase alcalina, osteocalcina e osteopontina. Todavia,
as DPSCs apresentavam uma capacidade proliferativa superior(30%) e um maior potencial de cres-
cimento. De facto, embora estas células sejam muito semelhantes as células mesenquimatosas da
medula 6ssea (compartilhando muitos marcadores comuns) apresentam, no entanto, algumas dife-

rengas na sua plasticidade, certamente resultantes da sua diferente natureza ectomesénquimatosa'*.

A origem e localizagao das DPSCs ainda é objeto de grande controvérsia, todavia, parecem
integrar diversos nichos perivasculares®. Como ja foi referido o desenvolvimento de marcadores
especificos para as células estaminais reveste-se de extrema importancia na sua localizagao, pois estas
células podem residir em diferentes locais dentro do mesmo tecido *¢. Com efeito, Sloan et al,’?,
tendo por base a utilizagao de diversos marcadores, demonstraram, numa polpa dentaria madura,a
existéncia de varios nichos distintos de células estaminais: a) células mesenquimatosas indiferenciadas,
residentes na camada rica em células, b) uma populagao celular perivascular associada aos elementos

vasculares da polpa e c) uma populagao situada no estroma da porgao central polpa.

Como também ja foi descrito, quando em condigdes fisioldgicas as células estaminais /proge-
nitoras presentes nos nichos mantem-se num estado quiescente. Porém, quando sujeitas a agressoes,
sao estimuladas no sentido de aumentarem a sua atividade proliferativa e de diferenciagao. Com

efeito as DPSCs estio ativamente envolvidas na formagdo de dentina reparadora?'2,
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O conhecimento dos mecanismos pelos quais estas células sio capazes de responder as
alteragoes do meio ambiente pode representar um avango importante no desenvolvimento de
processos de engenharia de tecidos e terapias endodénticas regenerativas®®. Mais estudos de
investigagdo serao necessarios visando esclarecer o padrao de comportamento das DPSCs aos
diferentes estimulos que possam alterar o seu estado de quiescéncia, bem como o potencial de

proliferagao e diferenciagao.

As DPSC expressam, ainda, marcadores tipicos de células da crista neural, caracteristicas de
uma fase muito precoce do desenvolvimento. Com efeito, expressam nestina, proteina glial fribilar
acida, tubulina-Blll, descarboxilase do acido glutimico e neuroenolase, tudo marcadores tipicos de
precursores neurais e células gliais'*3*. A este respeito é interessante referir também que até os
proprios odontoblastos “carregam” ainda muitas das caracteristicas do seu neuroepitélio de ori-
gem"¥!. Dentro desta filosofia, foi proposto que os odontoblastos seriam originalmente recetores
sensoriais, respondendo a alteragdes quimicas e térmicas do ambiente, especificidades que ainda
hoje se mantém. Estudos recentes demonstraram que os odontoblastos de mamiferos, para além
de caracteristicas mesenquimatosas, expressam uma série de recetores neuronais. Estao incluidos
neste contexto o recetor de capsaicina, os canais de sodio e recetores sensiveis a tetradotoxina'?"
3¢9 Em cultura de células, os odontoblastos, mostraram-se também capazes de gerar potenciais de
acao. Estas células sdo, por isso mesmo, responsaveis pela recegio e transmissio de estimulos rela-

cionados com os processos de dor'32

A recente confirmagao relativamente a presencga na polpa dentaria (quer de dentes decidu-
os quer permanentes) de duas populagdes distintas de células estaminais/ progenitoras originarias
separadamente da mesoderme e da crista neural indicia a existéncia de diferentes possibilidades

regenerativas no conjunto das células que constituem os nichos localizados no tecido pulpar3#437037!,

A possibilidade da diferenciagao das células estaminais da polpa em células neurais, demons-
trada em estudos in vitro quer in vivo aumenta a sua potencial eficicia em processos de regeneragao

craniofacial e doengas degenerativas do foro neurologico3s! 3¢2371.372,

4.3.2.2 Células estaminais de dentes deciduos esfoliados (SHEDs)

O tecido pulpar de dentes deciduos aparenta ser uma fonte excelente de células estaminais,
considerando a sua facil obtencdo e o seu estado muito precoce de diferenciagdo®”. De facto, as
células estaminais isoladas de dentes deciduos esfoliados (SHEDs) tém capacidade de se diferenciar
num maior niumero de populagoes celulares do que a maioria das DPSCs, por serem consideradas
“mais imaturas”*4 Koyama et al***afirmam mesmo que um dente deciduo naturalmente exfoliado é
semelhante a um cordao umbilical, contendo uma populagao de células estaminais com caracteristi-
cas e potencialidades Unicas. Do mesmo modo, a sua capacidade de proliferagao é também bastante
superior e mais rapida do que as DPSCs ou mesmo as BMMSCs (SHEDs > DPSCs > BMMSCs)337:3%4,
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Considerando também a sua proximidade temporal as células da crista neural, as SHEDs
tém vindo a ser utilizadas a titulo experimental no tratamento de doengas neurodegenerativas e na

reparacdo de neurénios motores®*¢374,

Salienta-se ainda que Cordeiro et al.?*?, ao associarem as SHEDs com uma matriz que con-
sideraram adequada, obtiveram um tecido semelhante ao da polpa. Desta forma, concluiram que as

SHEDs constituem também uma fonte viavel de células estaminais para a regeneragio pulpar.

Em sintese,a grande versatilidade e alta plasticidade destas células, aliada a sua facil acessibilida-
de,fazem das SHEDs uma importante e atrativa fonte de células estaminais para engenharia de tecidos.

De facto, o uso destas células parece ser bem mais vantajoso do que as recolhidas de polpa adulta.

Como sera abordado em paragrafos posteriores o rapido restabelecimento de uma rede vas-
cular é determinante para o sucesso dos mecanismos de regeneracao pulpar. Neste ambito importa
referir que tanto as DPSCs como as SHEDs apresentam capacidades para se diferenciar em células
endoteliais, contribuindo ativamente em processos de natureza angiogénica. Esta demonstrado que
estas duas linhas celulares quando expostas a fatores pré angiogénicos como o VEGF, podem adquirir
progressivamente um fenotipo endotelial, dando origem a formagao de vasos sanguineos, colaborando
desta forma para a sua propria sobrevivéncia?'?!2%, Este aspeto, devera representar um papel bem

mais importante do que a primeira vista se lhe atribui nos processos de revascularizagio pulpar.

4.3.2.3 Células estaminais da papila apical (SCAPs)

Como ja foi referido em paragrafos anteriores, durante o processo de formagio da raiz, a

papila dentaria adquire uma localizagao apical em relagao ao tecido pulpar.

Sonoyama et al. ** fizeram uma andlise histoldgica detalhada da papila apical diferenciando
esta zona da restante regiao pulpar, tendo identificado nesta area a existéncia de uma populagao de
células estaminais mesenquimatosas que designaram por células estaminais da papila apical (SCAPs).
Os processos de caracterizagao histologica e funcional bem como de cultura de células confirma-
ram tratar-se de células estaminais pluripotenciais, tendo sido demonstrado o seu vasto potencial
de diferenciagdio em condroblastos, osteoblastos e células adiposas, para além de odontoblastos.
Em comparagao com as DPSCs, as SCAPs apresentam maior nimero de células positivas para o
STRO- 1, maior velocidade de proliferagao (3 vezes superior), maior nimero de populations doubling
e maior capacidade de regeneragao dentinaria in vivo. Ao contrario das DPSCs e de outras MSCs,
as SCAPs possuem atividade telomerasica positiva (caracteristica das células embrionarias), o que
sugere tratar-se de uma fonte de células estaminais muito imatura®. Foi também sugerido que as
SCAPs, constituem a principal fonte de odontoblastos primarios envolvidos no desenvolvimento
da dentina radicular, enquanto as DPSCs funcionam como uma fonte de odontoblastos secundarios

implicados em processos de formagdo de dentina reparadora?.
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Também as SCAPs apresentam, tal como as DPSCs, capacidade de gerar um complexo
pulpo-dentinario. Huang et al,'* publicaram um estudo que parece ter sido dos primeiros a levar a
cabo um processo de regeneragao pulpo-dentinario in vivo, com base na transplantacao de células
estaminais da polpa e da papila apical de dentes humanos, obtendo uma regeneragao funcional do
complexo pulpo-dentindrio, bastante semelhante ao normal. Estes autores sublinham ainda que a
presenca da matriz dentinaria é suficiente para induzir a migragao e posterior diferenciagao das
células estaminais em células odontoblast-like, estendendo os seus prolongamentos para os tibulos
dentinarios. Mesmo a submissdo da dentina a certos tratamentos quimicos parece nao afectar esta
sua capacidade indutiva e quimiotatica. Neste estudo experimental, as células estaminais cultivadas
numa matriz de PLGA foram maioritariamente “atraidas” para a parede de dentina (em detrimento
da matriz utilizada), onde se diferenciaram, sendo atribuido ao TGF-f(armazenado e libertado da

matriz dentinaria) um papel primordial neste processo.

Em sintese, as SCAPs parecem constituir a principal fonte de odontoblastos primarios,
responsavel pelo desenvolvimento da dentina radicular, em contraste com as DPSCs que parecem

provavelmente mais envolvidas com a formacio da dentina reparadora?*?%9.337.37,

Uma nota mais, para referir que alguns estudos de investigagio®* *® parecem indicar que as
SCAPs deverao dar origem as DPSCs acompanhando a transformagao da papila em polpa. A este
proposito Lei et al** ao compararem o potencial dentinogénico das SCAPs durante o processo
de crescimento e maturagao radicular verificaram uma diminuigdo da sua capacidade dentinogénica
em favor da osteogénica. Porém, outros autores como Sonoyama et al *, sugerem que as SCAPs
podem constituir uma populagio Unica, de células estaminais pos-natais, distinta das DPSCs. Devido
a sua atividade telomerasica e capacidade de migracao podem representar uma populagao de células
indiferenciadas de alta qualidade, com particular relevancia e potencialidades imensas na regeneragio
do complexo pulpo-dentinario e desenvolvimento da raiz. Huang et al.%®, chegam mesmo a afirmar
que a papila apical representa um hidden treasure que pode apresentar uma importancia crucial na

eficacia dos mecanismos terapéuticos de apexificagio/apexogénese.

4.3.2.4 Células estaminais do ligamento periodontal (PDLSCs) e do foliculo dentario (DFSC)

As células estaminais do ligamento periodontal tém uma maior longevidade e maior ca-
pacidade de duplicagdo e proliferagio do que as da medula 6ssea®¢78, O potencial das PDLSCs
para se diferenciarem noutras linhagens celulares, visando a formagao de um tecido semelhante
ao periodonto, foi demonstrado pela capacidade das PDLSCs em cultura se diferenciarem em
células com perfil de osteoblastos, cementoblastos, adipdcitos e fibroblastos®¢. Com efeito, as
PDLSCs parecem ser as células responsaveis pelos processos de regeneragao do ligamento pe-
riodontal e demais estruturas do periodonto'”"%”° Este tema, sera novamente abordado aquando

da discussao dos resultados.
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Para finalizar, importa referir que, as PDLSCs, em relagao as demais células estaminais denta-
rias, podem constituir uma populagao muito particular, expressando altos niveis de Scleraxis (fator
de transcrigio especifico do tenddo)**, que podera representar um marcador especifico para estas
células. Este aspeto estara certamente relacionado com a capacidade de resisténcia mecanica das

células do ligamento periodontal. ¥,

O foliculo dentario é uma regiao constituida maioritariamente por um tecido conjuntivo laxo
que rodeia o érgio dentario em desenvolvimento 3382, O foliculo dentario esta ainda presente em
dentes impactados, frequentemente extraidos e desperdicados®3. No entanto, o foliculo dentario pode
constituir uma fonte de células estaminais (células estaminais do foliculo dentario - DFSCs) facilmen-

te acessivel, que podem ser criopreservadas por muitos anos e posteriormente cultivadas3®!' 362384,

A caracterizagdo destas células mostrou o seu grande potencial nos processos de regenera-
¢ao dentaria, com particular expressio nos tecidos periodontais e regeneragao ossea. Estas células
mostraram-se capazes de se diferenciar em osteoblastos, cementoblastos, adipdcitos e alguns tipos
de células neurais. Porém, as células do foliculo dentario parecem maioritariamente comprometidas
na linha fibroblastica e cementoblastica®2. E de salientar ainda que estas células apresentam in vivo

caracteristicas e comportamentos semelhantes as PDLSC382 3%,

Uma nota final para evidenciar que as DPSCs, SHEDs, SCAPs, PDLSC e DFSCs parecem
apresentar enormes capacidades de diferenciagao especificas de células estaminais de natureza
mesenquimatosas e de natureza neuronal, o que aliada a sua facil acessibilidade e preservagao lhe
conferem um grande espectro de possibilidades em muitas areas da engenharia de tecidos, nao sé

no campo da medicina dentaria como da medicina.

4.4 Interagao entre o sistema imunitario e a atividade das células estaminais no
potencial regenerativo da polpa e dos tecidos periapicais

A identificacdo e caracterizacdo dos eventos celulares e moleculares, associados aos meca-
nismos de infecao e inflamac¢ao da polpa e dos tecidos periapicais apresenta-se como fundamental
para o desenvolvimento de novas abordagens nos tratamentos a seguir visando uma verdadeira
regeneragao tecidular, bem como para a interpretagao dos resultados obtidos neste trabalho. Con-
siderando a influéncia dos processo infeciosos /inflamatérios na funcionalidade das células estaminais

pareceu-nos pertinente proceder a uma pequena exposi¢ao sobre este tematica.

4.4.1 Lesdes pulpares

A resposta imunoinflamatéria constitui uma interagdo dindmica entre os mecanismos de

defesa do hospedeiro e as agressoes microbianas. De facto, a inflamagao é uma resposta biolégica
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e fisiolégica dos tecidos vivos a uma agressao, que direcionam elementos celulares e humorais
para o local onde se processou a agressao. Compreende-se, pois, que a ativacao do sistema
imune, seja essencial para a nossa propria defesa. Porém, a polpa dentaria é uma estrutura que,
de certa forma, se encontra comprometida na sua capacidade de responder a agressoes, por
estar confinada num ambiente nao expansivel e nao possuir circulagao colateral suficiente. Este
ltimo aspeto vai reduzir a capacidade do sistema imunolégico no combate a infegdes?”. Assim,
quanto mais intenso for o processo de infecao/inflamagao do tecido pulpar menor sera a sua

capacidade de resposta'**38,

O infiltrado inflamatorio, formado como reagao a presenca bacteriana no canal radicular, é
constituido por diferentes células imunitarias e por uma grande variedade de fatores que regulam
a sua agao, representando um primeiro passo com o objetivo de rapidamente eliminar os agentes
patogénicos e iniciar um processo de resolugao/cicatrizagao. As respostas imunoinflamatorias sao
bastante diversas e podem envolver alteragées na microcirculagao, transmigragao de células sangui-

neas para o espago tecidular e ativagdo de nervos sensoriais®.

A resposta inflamatoria inicial aos processos de carie é caracterizada por uma acumulagao
focal de células inflamatorias, que é mediada inicialmente pelos odontoblastos e posteriormente pelas
células dendriticas. De facto os odontoblastos possuem recetores especificos que ao reconhecerem
moléculas associadas a patogénios (maioritariamente de natureza bacteriana), desencadeiam diver-
sos mecanismos de defesa. Com efeito, assim que estes recetores odontoblasticos sio estimulados
produzem citoquinas pré-inflamatoérias, quimioquinas e peptideos antibacterianos que resultam no
recrutamento e estimulagao de células imunes efetoras, bem como na morte direta das bactérias.
Estes elementos agem em combinagao com TGF-f libertado da dentina com les3o de carie. O influxo
subsequente de células efetoras é composto por macroéfagos, linfocitos e plasmécitos. Este infiltrado
celular é acompanhado pelo brotamento de capilares em resposta a fatores angiogénicos e fibras

nervosas em intima proximidade’®.

A medida que a lesdo cariosa progride, aumenta a densidade do infiltrado inflamatério e
das células dentriticas. Estas células s3o por sua vez responsaveis pela apresentagio de antigénios e
pela estimulagdo de linfécitos T agregando-se inicialmente na polpa e regido subodontoblastica, mas

estendendo-se depois para a camada odontoblastica e por fim para os tibulos®.

Acredita-se que os efeitos dos agressores pulpares decorrente de carie, procedimentos
restauradores ou traumatismos sejam cumulativos, ou seja a cada nova agressao a polpa diminui a
capacidade de permanecer vital. Neste ambito, devera ser feito todo o esforg¢o no sentido de mini-
mizar qualquer agressao adicional particularmente durante os procedimentos restauradores, pois
¢ possivel que uma agressao excessiva possa converter uma lesao pulpar de um estado reversivel

para um outro irreversivel’®’.
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A primeira fase do processo inflamatério tem uma importancia crucial para a sua resolugao,
sendo de realgar a sua influéncia no recrutamento de células estaminais. De facto, foi ja demonstrada
a presenga de células estaminais mesenquimatosas em polpas infetadas e sobretudo nos tecidos
periapicais de dentes infetados, sendo importante compreender como todo o processo inflamatorio

pode influenciar a atividade destas células'>*20%386.388,

A este respeito é importante sublinhar que a maioria das células estaminais/progenitoras
existentes na polpa dentaria, para além de constituirem apenas |% das células pulpares’¥, tém uma
capacidade de divisdo limitada, designada por Hayflick limit*®. Este limite representa o nimero de
vezes que uma populagdo celular consegue entrar em mitose, antes de parar de se dividir. O nime-
ro de divisoes possivel estd relacionado com o comprimento dos seus telomeros, essenciais para
a estabilizagdo dos cromossomas e processos de replicagdo®”. Cada vez que a célula se divide, o
comprimento dos seus teldmeros diminui e, quando atinge um ponto critico, a célula fica incapaz
de se dividir. A isto, chama-se senescéncia replicativa. Assim as células estaminais embrionarias, por
possuirem atividade telomerasica, apresentam uma muito maior capacidade de autorrenovagio do
que as células estaminais pés natais e, por sua vez, as células estaminais do adulto vao perdendo,

com o avangar da idade, as suas capacidade de proliferacio e diferenciagio®'.

De notar, mais uma vez, que Alongi et al.3*? vieram confirmar a existéncia de células estaminais
em situagoes de pulpite, salientando o facto de apresentarem uma senescéncia prematura, ou seja
um population doubling mais baixo. Por outro lado, apesar de expressarem igual ou maior intensidade
nos perfis de marcagao as células estaminais presentes em situagdes inflamatorias apresentam uma
diminuigdo do seu potencial dentinogénico. Com efeito, certas citoquinas como o TNF-a e IL-1,

parecem reduzir as capacidade de diferenciagdo das DPSC, nas polpas infectadas'> 3,

Mais recentemente, Pereira et al. 3 a0 compararem células estaminais extraidas de uma polpa
dentaria considerada saudavel, com células estaminais provenientes de polpas inflamadas verifica-
ram que nao se observavam diferencas significativas quanto a sua morfologia, taxa de proliferagao

e potencial de diferenciagao.

Ainda no ambito dos processo inflamatorios, torna-se necessario salientar que as células estami-
nais podem, elas proprias, também modular as respostas inflamatérias. Neste contexto importa referir
que os processos inflamatérios vao influenciar o desempenho das células estaminais e que, por sua vez,
as células estaminais expressam recetores para inimeros mediadores inflamatérios podendo exercer

uma atividade imunomoduladora, geralmente imunossupressora, das respostas imunoinflamatérias®®.

Um aspeto fundamental ainda a ter em conta reside na diferenca entre as situagoes verifi-
cadas antes e depois dos tratamentos endodonticos utilizados para debelar a infegao (antissepsia
com hipoclorito de sédio, medicagao intracanalar com hidréxido de calcio ou pasta triantibidtica) e
promover a cicatrizagao (aplicagio de materiais endodonticos como o MTA e as matrizes).Verifica-
-se, geralmente, como era de prever, um desequilibrio antes do tratamento e uma situagdo mais

favoravel depois do tratamento. Neste ambito ndo podemos deixar de referir que certos mediadores
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inflamatérios podem exercer ao mesmo tempo efeitos protetores e destruidores’*.Tomemos como
exemplo a IL-1,altamente responsavel pela reabsorgao das trabéculas 6sseas localizadas nas regides
periapicais, verificou-se que a utilizagdo de antagonistas dos recetores da IL-1, resulta numa diminui-
¢do, em cerca de 60%, das lesSes 6sseas®®. Porém esta interleucina, exerce também um importante
papel na defesa antibacteriana tendo sido ja confirmado que a sua completa inativagao conduz a um
aumento da dimensao das lesGes e a uma grave morbilidade, que pode assumir um caracter sistémico
3% De qualquer modo um tratamento antibacteriano atempado e eficaz,ao remover o agente causal,
vai promover o declinio do nimero de células do sistema imunitario e reduzir a intensidade das
reagoes de defesa diminuindo a presenca de citoquinas e quimioquinas proé-inflamatorias e os seus
efeitos adversos. Esta situagao favorece o aparecimento de um equilibrio positivo, traduzido num
aumento das citoquinas anti-inflamatérias e fatores reparadores, bem como uma maior intensidade
no recrutamento, proliferacio e diferenciacio das células estaminais mesenquimatosas®®. E cada vez
maior a capacidade demonstrada por certas citoquinas e fatores de crescimento na modulagao das
células estaminais dentarias, promovendo processos de reparagao. Os fatores de crescimento como
o TGF-$1,TGF-f3, BMP-2, BMP-4, BMP-7, IGF-1,VEGF e outras moléculas bioativas, libertadas da
matriz dentinaria (como resultado de lesdes de carie ou decorrente de aplicagao de procedimentos
e materiais endodonticos ou restauradores, como hidréxido de calcio e MTA) podem influenciar as

células estaminais da polpa dentaria no sentido odontoblastico e desencadear a sintese de dentina

reparadora'6°' 162, 163,303, 308, 309, 325, 396.

Importa referir mais uma vez que, nem so as células estaminais tem a capacidade de rececao
de sinais provenientes do meio inflamatério em seu redor, através de varios recetores, mas também
elas proprias tém capacidade de expressar varias citoquinas e fatores de crescimento (IL-6, IL-8,

IL-11 e M-CSF) com propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias®®73%,

Em sintese:a) a ativagao dos processos inflamatérios pode ser considerada uma etapa crucial,
senao mesmo um pré-requisito, no desencadear dos mecanismos de regeneracao, incluindo os do
complexo pulpo dentinario. Porém, a sua progressao e agravamento podem conduzir a uma grande
destruicao dos tecidos e minimas capacidades de regeneragao, b) as citoquinas e os fatores de cresci-
mento sintetizados/libertados localmente podem aumentar ou diminuir o recrutamento, proliferagao
e/ou diferenciacao das células estaminais, c) € possivel detectar e isolar células estaminais/progenitoras
na polpa de dentes infetados, ainda com potencial regenerativo,embora segundo alguns autores com
uma capacidade odontogénica reduzida, d) as células estaminais mesenquimatosas (incluindo as de
origem dentaria) expressam recetores para numerosos mediadores inflamatérios que podem ser
sintetizados quer por células de natureza inflamatoria, quer por células pulpares e periapicais lesadas,
ou mesmo libertados a partir da dentina ou libertados a partir de materiais utilizados durante os
procedimentos endodonticos e e) as células estaminais mesenquimatosas possuem propriedades

imunossupressoras mediadas por fatores sol(veis'>* 303.386.392.399
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O correto equilibrio entre agentes bacterianos, células estaminais, células do sistema imunitario

e imunomoduladores, depois do tratamento, ira proporcionar um ambiente adequado a cicatrizagdo®®.

O processo inflamatério quando em baixo grau promovem os mecanismos regenerativos
incluindo os processo angiogénicos. A libertagao de citoquinas pré-inflamatorias nos tecidos afetados
resultam na formagao de gradientes quimiotaticos que conduzem ao recrutamento e ativagao das
células dos sistema imunitario e das células estaminais. Pode pois considerar-se que as citoquinas
proé-inflamatoérias exer¢gam numa fase inicial um efeito benéfico na sobrevivéncia dos odontoblastos
e/ou sua diferenciagao. Nos processos mais prolongados maior duracao, intensidade e extensao

verifica-se o contrario e o seu efeito pode ser destruidor!'*.

4.4.2 Lesées periapicais
Os tecidos periapicais sao constituidos por cemento, ligamento periodontal e osso alveolar.

As respostas dos tecidos perirradiculares as diversas agressdes é semelhante a de outros
tecidos conjuntivos, manifestando-se normalmente como uma reagio imunoinflamatéria. Embora a
infecdo microbiana presente na polpa nos canais radiculares seja a causa primaria da periodontite
apical, as alteragoes patoldgicas dos tecidos periapicais, ndo sdo geralmente causadas diretamente
pelos microrganismos em si, mas preferencialmente pelas suas toxinas e pelos seus produtos me-
tabdlicos nocivos, capazes de induzir importantes respostas imunoinflamatorias'®® 3¢, De facto, a
maior parte dos danos que ocorrem na periodontite apical sao principalmente devidos a atividade
celular e aos mediadores inflamatorios, que alteram a histofisiologia dos tecidos periapicais. Assim,
a periodontite apical pode ser protetora ou destrutiva, dependendo da interagao dindmica entre a

agressdo microbiana e a capacidade de protegio dos tecidos periapicais'® 38,

A classificagao histopatologica da periodontite apical é baseada nos tipos de células caracteris-
ticas das reagoes imunoinflamatorias presentes. A resposta imunoinflamatéria aguda é caracterizada
pela presenca de neutrdfilos e a cronica pela presenca de linfécitos e macrofagos. Porém as respostas
imunoinflamatorias nao sao fases visiveis de um evento isolado, mas sim duas respostas sobrepostas,

ainda que com programas e mecanismos parcialmente distintos'®.

As lesbes dos tecidos periapicais que ocorrem na fase aguda, podem ser devidas a libertagao
de enzimas proteoliticas, lissossomais e de metaloproteinases da matriz provenientes de neutrofilos

desintegrados e macréfagos, em vez das bactérias e suas toxinas'®.

Na periodontite apical aguda primaria a destruigao ssea apical geralmente nao € observada na
radiografia, devido ao pouco tempo de duragao da resposta aguda, uma vez que os neutrofilos e macro-
fagos ativados, nao sao capazes de reabsorver matriz 6ssea. Os mecanismos de osteoclastogénese re-

querem algum tempo e deste modo s6 mais tarde se podem observar as areas de reabsor¢io dssea'®.

De referir ainda que, muitos dos danos dos tecidos periapicais resultam da ativagao das

células T que expressam altos teores de RANKL (quer na forma transmembranar, quer soltvel),
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sendo capazes de induzir diretamente (sem intervengio dos osteoblastos) os mecanismos de oste-
oclastogénese e de diferenciagdo osteoclastica, sendo por este motivo a periodontite considerada

muitas vezes uma RANKL disease'®.

Muitos sdo também os trabalhos que tém vindo a demonstrar*® que algumas citoquinas
proé-inflamatérias e os lipolissacarideos componentes da superficie da parede de algumas bactérias
Gram negativas (LPSs) podem estar envolvidos na diferenciagao terminal dos osteoclastos, de uma
forma independente dos osteoblastos (ou seja, sem a necessidade do contacto direto com estas
células).Tanto a interleucina-1 (IL-1), como a interleucina-6 (IL-6) como o fator de necrose tumoral

alfa (TNF-ct) podem estimular por si s6 a osteoclastogénese, sem recurso ao eixo RANKL/RANK*?,

Com efeito na infegdo canalar, as potentes endotoxinas (LPSs) estimulam por si s6 (de uma
forma direta), ou através da expressdo de citoquinas proé-inflamatorias, a atividade osteoclastica. A
perda de radiopacidade tipica da lamina dura é muitas vezes interpretada como uma imagem de
marca da periodontite apical crénica, traduzindo uma resposta inflamatéria associada aos processos

de reabsorcio 6ssea.

Estes mecanismos estdo muitas vezes subjacentes a atividade e progressao de certas doengas
como € o caso da periodontite, podendo afetar seriamente o osso alveolar, ao provocar grandes

areas de reabsorc¢io Ossea.

Infelizmente, o biofilme bacteriano formado nos sistemas de canais radiculares com polpa
necrosada estd maioritariamente protegido das defesas do hospedeiro e da terapia antibiotica,
devido a falta de circulagdo sanguinea nos referidos canais. Consequentemente, qualquer medida
terapéutica de natureza sistémica para reparar/regenerar os tecidos periapicais é quase sempre
inutil, ja que as toxinas bacterianas e os metabdlitos nocivos provenientes dos canais radiculares se
deslocam continuamente para as areas periapicais. Estes biofilmes bacterianos podem, no entanto,
ser significativamente reduzidos, ainda que nao completamente eliminados, recorrendo a terapias
endoddnticas ndo cirdrgicas como a instrumentagdo manual e mecanizada, irrigagdo antisséptica e

medicagio intracanalar'®.

Uma pequena nota mais para pér em evidéncia que a cicatrizagdo pulpar pode ocorrer mes-
mo quando a remogao dos agentes bacterianos for incompleta. Do mesmo modo, a cicatrizagao
dos tecidos periapicais pode verificar-se apesar de uma detegao positiva de bactérias no canal. Ou
seja, mesmo quando algumas bactérias persistem, o processo de cicatrizagao pode ocorrer, ou pelo
menos, pode ser conseguida uma situagao clinicamente satisfatéria e estavel. Isto pode ser explicado
em parte pela presenca de um nimero reduzido/baixa viruléncia bacterianos ou selamento eficiente
com consequente bloqueio de nutrientes para as bactérias residuais*' 42,

Finalmente importa sublinhar que, tal como na polpa, foi ja demonstrada a presenga de cé-
lulas STRO-I, CD146 e CD44 positivas, nas porgoes médias e apicais do ligamento periodontal e
cemento radicular nos dentes afetados por periodontite*®. De facto, nas superficies radiculares de

dentes com periodontite € muito evidente a presenga de células estaminais no ligamento periodontal,
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indiciando a ativacio deste grupo de células para a regeneragio da area afetada*®. Por sua vez, estas
células parecem responder facilmente a mudangas na matriz extracelular e a presenca de citoquinas
inflamatorias. Com efeito, através de um processo de proliferacdo e diferenciagdao vao contribuir

significativamente para a cicatrizagdo das areas afetadas®74%,

4.5 Transplantacao celular versus homing celular

Apesar de a priori a transplantagdo de células estaminais da polpa dentaria constituir um
dos recursos com maior potencial utilizados nos mecanismos de regeneracao do tecido pulpar, este
procedimento encontra, no entanto, na pratica clinica, grandes barreiras e limitagdes®**?''. Para além
de representarem técnicas muito complexas e onerosas, as dificuldades na colheita, isolamento,
cultura, manipulagdo e amplificagdo das células estaminais sio exemplos adicionais das inimeras

complexidades a ultrapassar®.

A possibilidade de implementar mecanismos capazes de desencadear o recrutamento e
migracao de células estaminais endogenas provenientes do sistema circulatério ou dos tecidos
adjacentes, para os locais anatdbmicos onde se verificaram as lesGes (tendo por base processos
quimiotaticos ou similares desencadeados por fatores soluveis libertados pelos tecidos danificados),
processo vulgarmente conhecido como cell homing, sera também um passo importante na estratégia

de regeneragio do tecido pulpar®.

Com efeito, o homing celular apresenta-se como uma grande alternativa ao transplante de
células de polpa dentaria®**7. A complexidade e custos desta metodologia seriam substancialmente
reduzidos quando comparados com as técnicas de transplantagao de células e uso de bioreatores

ex vivo3 3,

De facto, verifica-se a existéncia de um grande nimero de problemas associados as terapias
de células estaminais que incluem entre outras, segundo Bhartt e Le*® e Zivkocik'**: a) a dificuldade
na obtengao de numero suficiente de células estaminais sem causar grande morbilidade no local de
colheita, b) as células transplantadas tém uma grande tendéncia para migrarem resultando, no final
do processo, na presenga de um pequeno numero de células do dador no local de transplantagao,
c) uma vez que as células estaminais apos colheita sio normalmente sujeitas a uma expansao ex
vivo podem nao conseguir manter in vivo, a viabilidade e capacidade de diferenciagao necessarias ao
sucesso do processo regenerativo e d) ndo existe ainda conhecimento suficiente sobre a estabilidade

cromossomica e atividade tumoral das células estaminais dentarias.

Apesar das limitages acima referidas a introdugao na pratica clinica de uma terapéutica
baseada em células estaminais dentarias vai certamente representar uma ferramenta importante
nos mecanismos regenerativos quer na area da Medicina Dentaria, quer na area da regeneragao

craniofacial .
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Os mecanismos moleculares que controlam a migragao e diferenciagao das células estaminais
ainda esta longe de ser conhecido. De entre os fatores que regulam o homing das células estaminais
para os locais lesados estao incluidos fatores sollveis libertados pelos tecidos e células danificadas.
Porém a baixa densidade de células estaminais e o seu limitado potencial regenerativo podem nao
ser suficientes para conseguir regenerar grandes areas de tecido danificado, como é o caso das

grandes lesdes inflamatérias periapicais®.

4.6 Regeneracao pulpar e angiogénese

O desenvolvimento e otimizagao de mecanismos proé-angiogénicos adquire uma importancia
crucial no campo da reparagio e regeneragao pulpar. Na verdade o sucesso da engenharia de tecidos,
em particular na endodontia regenerativa, reside no rapido restabelecimento de uma rede vascular
visando satisfazer as altas exigéncias metabdlicas dos processo de reparagio e regeneracio'®. Este
aspeto assume especial relevancia no espago pulpar, tendo em conta a auséncia de vascularizagao
colateral. Assim o desenvolvimento de estratégias que estimulem os processo de neovascularizagao
pulpar constituem um dos maiores desafios no campo da engenharia de tecidos associados aos

processo de endodontia regenerativa.

No adulto, os novos vasos sanguineos originam-se como capilares que brotam a partir de
pequenos vasos ja existentes. Este processo de angiogénese surge em resposta a sinais especificos.
De facto a angiogénese é muito controlada por fatores libertados pelos tecidos circundantes'¢. O
aparecimento de uma lesao tecidular induz desde logo um grande e repentino crescimento de capi-
lares nas vizinhangas, constituindo uma fase inicial do mecanismo de cicatrizagio '*.Vérios fatores
de crescimento e ambientais sao reconhecidamente capazes de influenciarem a formagao de uma
nova rede vascular?’. Com efeito, as células endoteliais respondem a sinais produzidos pelos tecidos
que elas proprias invadem '%. O fator de crescimento das células endoteliais vascular(VEGF) é consi-
derado o mais importante fator de regulagio da vasculogénese e angiogénese, induzindo ativamente

as células endoteliais na formagdo de novas estruturas capilares'®®.

A existéncia de areas de hipdxia tao frequentes em situagao de inflamagao e necrose, estimu-
lam a indugio de VEGF*+*”?. Uma falta de oxigénio, em praticamente qualquer tipo de célula, causa um
aumento na concentragao intracelular da forma ativa do gene de uma proteina reguladora designada
por fator | induzido por hipoxia (HIF-1 alfa). O HIF-1 alfa estimula transcricao do gene VEGE A
proteina VEGF ¢ entio secretada, difunde-se através do tecido e atua sobre as células endoteliais
proximas'®. Quando os novos vasos se formam a concentragio eleva-se e a atividade HIF-1 alfa

diminui, assim como a produgio de VEGF'?": !¢,

Nos mecanismos de endodontia regenerativa, para além de um nitido aumento da neovascu-
larizagao do tecido pulpar, foi demonstrado que o VEGF, é capaz de induzir a diferenciagao da DPSCs

e das SHEDs, em células endoteliais?-2>*#'%, Os estudos de Marchionni et al.*'' mostraram um forte
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potencial angiogénico das DPSCs induzido pelo VEGF, quando cultivados na presenga de uma rede
tridimensional de fibrina.Também os trabalhos de Sakai et al?®® e Cordeiro et al.”** vieram demonstrar
que as SHEDs apresentam uma grande capacidade de se diferenciar in vivo em estruturas vasculares
funcionais. Um das principais fontes de fatores angiogénicos necessarios para a diferenciagao das

SHEDs e DPSCs em células endoteliais parece residir na matriz dentinaria envolvente.

Assim, em sintese poder-se-a considerar que as células estaminais da polpa constituem uma
fonte Unica de células de grande importancia na endodontia regenerativa uma vez que fornecem ao
mesmo tempo as células indiferenciadas essenciais ao processo de regeneragio pulpar, bem como

a rede vascular que ird suportar o novo tecido regenerado'?" 2%,
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I. Objetivos

Tentando encontrar uma matriz com melhores capacidades do que o coagulo sanguineo, que
possibilitasse a regeneragao e reabilitagdo morfofuncional do complexo pulpo-dentinario, foram

utilizadas matrizes de hialuronato de sédio e quitosano (HA:CS) e pectina e quitosano (P:CS).

Deste modo, este estudo experimental pretende avaliar in vivo, com base num modelo animal,
a resposta dos tecidos pulpo-periapicais em dentes com apice imaturo com necrose pulpar e perio-
dontite apical, apos tratamento com diferentes materiais e técnicas (apexificagao e revascularizagao

pulpar), tendo por base estudos radiograficos, histolégicos, imunocitoquimicas e histomorfométricos.

Os tratamentos endodonticos e restauradores foram efetuados recorrendo ao instrumental

e técnicas usados em dentes humanos.

Os materiais foram selecionados com base na literatura publicada, que assenta numa rela-
tiva consensualidade. Foi utilizado o MTA, tanto na técnica de apexificagao, como na realizagao da
barreira cervical nos tratamentos de revascularizagao, por se considerar no presente como um

material de referéncia.

Este trabalho foi ainda concebido com o objetivo de avaliar e comparar, em relagao ao coa-
gulo sanguineo utilizado na técnica de revascularizagdo, o desempenho bioldgico de novas matrizes,
colocadas no espago pulpar disponivel. Assim, foram adicionadas duas matrizes liofilizadas, uma de
acido hialurénico e quitosano (HA:CS) e outra de pectina e quitosano (P:CS), ao coagulo sanguineo,

de modo a criar de um microambiente favoravel aos processos de regeneragao.

A avaliagdo dos resultados dos procedimentos de revascularizagao, em dentes imaturos com
diagnodstico de necrose pulpar, baseia-se geralmente em exames de natureza radiografica, sendo
muito escassos os estudos histologicos que descrevam com pormenor a verdadeira natureza dos

tecidos presentes no espago pulpar.

E neste 4mbito que se situa o objetivo principal do trabalho experimental aqui apresentado.
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Este trabalho experimental foi concebido tendo como objetivos:

a) Primario: avaliagao radiografica, histolégica e histomorfométrica de dentes permanentes

imaturos necrosados e com periodontite apical sujeitos a protocolos de:

i. Apexificagdo com MTA.

ii. Revascularizagao pulpar ap6s colocagio de diferentes matrizes: coagulo sanguineo,

acido hialurénico/quitosano e pectina/quitosano.

b) Secundario: andlise dos tecidos neoformados durante os processo de revascularizagiao
e reparagao periapical, tendo por base estudos histomorfologicos, imunocitoquimicos e

histomorfométricos.

i. Identificacao dos tecidos formados no canal radicular.
ii. Identificacdo dos tecidos envolvidos no crescimento radicular.

iii. Encerramento apical e sua caracterizagao.

Com base nas observagoes genéricas foram elaboradas as seguintes questoes cientificas:

- Quais as principais diferencgas verificadas entre os resultados obtidos com a técnica de

apexificagdo e com as metodologias de revascularizagao do espago pulpar?

- Quais as matrizes utilizadas nos procedimentos de revascularizagao (coagulo sanguineo,
coagulo sanguineo + HA:CS e coagulo sanguineo + P:CS) que apresentam o melhor desem-
penho, relativamente aos processo de reparacao, revitalizagao ou regeneracao do espago

canalar, em dentes permanentes imaturos com necrose pulpar?

2. Materiais e Métodos

Como ja foi referido, o presente estudo pretendeu avaliar in vivo a eficacia de um novo
protocolo de revascularizagao pulpar, tendo por base a aplicagao de diferentes matrizes bioldgicas:
a) Coagulo sanguineo, b) matriz poliméricas de acido hialurénico/quitosano (HA:CS) e c) matriz
polimérica de pectina/quitosano (P:CS).

A técnica de apexificagigo com MTA foi utilizada como grupo de referéncia, constituindo

atualmente o gold standard do tratamento de dentes permanentes imaturos com necrose pulpar.
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2.1. Matrizes

2.1.1. Sintese das matrizes

O coagulo sanguineo representa uma matriz natural que é formada in situ por mecanismos

fisiologicos, tendo ja sido descrito em paragrafos anteriores.

As restantes matrizes poliméricas utilizadas no presente trabalho, foram desenvolvidas no
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de Coimbra com coordenagao da Prof. Dou-
tora Paula Ferreira (sintese e caracterizagao das matrizes). Os testes de biocompatibilidade foram
realizados no Centro de Investigagio em Ciéncias da Salide da Universidade da Beira Interior, sob
orientagdo do Prof. Doutor llidio Correia. Os trabalhos de sintese dos complexos polielectroliticos

encontram-se ja publicados?'>2:

As duas matrizes (ou scaffolds) poliméricas e biodegradaveis para regeneragao do tecido pulpar
foram preparadas com base em combinagdes de pectina/quitosano (P:CS) e hialuronato de sédio/
quitosano (HA:CS). Para tal, foram preparadas solugdes de pectina e de quitosano na concentragao
de 1% Massa/Volume (m/v) numa solugdo de tampao acetato a pH=4,5. A solugao de hialuronato
de sodio foi preparada na mesma solugdo tampao, mas na concentragao de 2% (m/v). Os complexos
polieletrolitios (PECs) foram produzidos pela mistura das solugoes de P:CS (na proporgao 1:1) e de

HA:CS (na proporcao 2:1) (Figura 20), a temperatura ambiente e sob agitagao mecanica.

COOH COOH COCH

COOH COO' COO Tl
Pectina ou COCH COO CDD
Hialuronato pKa (Pectina ou Hialuronato) < pH mistura <pKa (Quitosano) = NH . NH .
pKa~35-45 . 2 NH, 4
" " w

Quitosano

pKa~62-7.0

Figura 20. Representagdo esquematica da reagdo dos complexos polieletroliticos (PEC): hialuronato de sodio
(HA) ou pectina (P) com quitosano (CS).

Apos formagao e precipitagao, os PECs foram isolados por centrifugacao, congelados em azoto
liquido e finalmente liofilizados durante pelo menos 8 horas. As amostras obtidas foram colocadas
num molde cilindrico (4 mm de altura por 2 mm de didmetro) de forma a melhor se adaptarem ao

formato pretendido e poderem ser inseridas no canal radicular (Figura 21).
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A

. 4

Figura 21.Imagens das matrizes compostas por A) HA:CS e B) P:CS.

As matrizes obtidas no final da sintese foram analisadas de forma a avaliar a sua potencial
aplicagdo na regeneragio de tecido pulpar. Foram também determinadas algumas caracteristicas,

como a capacidade de absorgao de agua, a morfologia e a biocompatibilidade.

Todos os polimeros utilizados na preparagiao das matrizes sdo de natureza hidrofilica, o que
resultou na formagao de complexos com a mesma natureza. A capacidade de absorg¢ao de agua das
amostras, calculada por imersao das mesmas em meio aquoso, demonstrou ser consideravelmente
elevada. Esta capacidade de absor¢ao de meios aquosos, aquando da sua aplicagao in vivo, permitira
que os fluidos sanguineos sejam rapidamente absorvidos pelo material e, como tal, incorporados na
sua estrutura. Este fenémeno podera ser um fator adjuvante para a regeneracao do tecido em causa.
No entanto, e apesar desta elevada absorgdo de agua pelo material, os estudos de perda de massa
demonstraram que as matrizes sao resistentes a solubilizagao, mantendo aproximadamente 65% da
sua massa apos 5 semanas de imersdao numa solugao de tampao fosfato (PBS) a 37°C. O tempo de
resisténcia desta matriz com consequente manutengao da sua estrutura, sera importante para que

o tecido tenha tempo para ser reparado/regenerado de forma eficaz.

As imagens das matrizes obtidas em microscopia electronica de varrimento (MEV) (Figuras

22 e 23) demonstraram a sua estrutura altamente porosa e irregular.

Sku wpdsoo \\E 066716
J- W

Figura 22.Imagens em MEV da morfologia da matriz composta por HA:CS com diferentes ampliagdes:A) 1500,

B) 7500x (imagens gentilmente cedidas pela Prof.® Doutora Paula Ferreira).
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Figura 23.Imagens em MEV da morfologia da matriz composta por P:CS com diferentes ampliagées.A) 50x e

B) 150x (imagens gentilmente cedidas pela Prof. Doutora Paula Ferreira)

A existéncia de poros numa matriz utilizada para regeneragio de tecidos é fundamental para
que possa ocorrer o crescimento e migragao celular, bem como permitir a chegada de nutrientes a

e a eliminagao dos produtos resultantes do seu metabolismo.

Os testes de biocompatibilidade foram realizados in vitro utilizando células mesenquimatosas
da medula 6ssea de ratos Wistar. Com base na sua observagao em microscopia, foi possivel verificar
que as células aderiram e proliferaram na superficie destas matrizes (Figura 24), demonstrando a

sua biocompatibilidade e auséncia de citotoxicidade.

Figura 24. Aspeto em MEV das células mesenquimatosas da medula éssea na A) superficie da matriz de HA:CS,
ampliagdo no original de 3500x. B) Superficie da matriz de P:CS, ampliagdo no original de 5000x (imagens gen-

tilmente cedidas pela Prof.” Doutora Paula Ferreira).
2.2. Medicag¢ao intracanalar

2.2.1.Pasta de hidréxido de calcio

No presente estudo foi utilizada uma pasta de hidréxido de calcio (Calcicur®,Voco GmbH,
Cuxhaven,Alemanha) com o n° de lote 0932251 e prazo de validade de 06/201 I.

O hidroxido de calcio é uma substancia alcalina, de baixa solubilidade, com um pH de cerca

de 12,5. Em solugido aquosa dissocia-se em ides calcio (Ca?*) e hidroxilo (OH"), sendo estes ultimos
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responsaveis pelo ambiente alcalino e pela sua agao antibacteriana. Por sua vez os ides hidroxilo sao

radicais livres de elevada reatividade, capazes de se ligarem a diversas biomoléculas.

2.2.2. Pasta triantibiética (metronidazol, ciprofloxacina e minociclina)

A pasta triantibiotica consistiu na mistura de trés antibidticos: metronidazol, ciprofloxacina

e minociclina.

O Metronidazol é um antibidtico bactericida de origem sintética, pertencente a familia dos
5-metroimidazois (derivado heterociclico com um nicleo de 5 atomos e com radical 5-NO,). Este
farmaco apresenta um largo espectro de atividade contra bactérias anaerdbias estritas, microaerofi-
licas e forte agao antiparasitaria, mediante a redugao quimica intracelular do grupo 5-nitro (efetuada
por mecanismos Unicos do metabolismo de anaerobiose em microrganismos contendo o sistema

piruvato-ferrodo-quina-oxiredutases)*'2.

A ciprofloxacina (também incluida neste estudo), sendo uma quinolona de 2* geragdo, é uma
6-fluoroquinolona sintética,em que a introdugao dum ciclo aminado na posigdo 7, vai aumentar o seu

espectro antibacteriano, com agao bactericida. Este antibiotico atua através da inibigao da DNA girase.

As tetraciclinas, que incluem a doxiciclina e minociclina, pertencem a um grupo de agentes
antimicrobianos que, quando utilizados em doses terapéuticas, apresentam um mecanismo bacterios-
tatico, com um amplo espectro de atividade contra microrganismos Gram-positivo e Gram-negativo.
As tetraciclinas s3o eficazes na maioria das espiroquetas, em muitas bactérias anaerobias e aerdbias
facultativas. O acesso das tetraciclinas as células bacterianas ocorre por difusdo passiva através da
membrana externa, e por transporte ativo respetivo através da membrana interna. Finalmente verifica-
-se, a inibicao primaria da sintese proteica bacteriana ao nivel da subunidade 30S dos ribossomas e

o respetivo efeito bacteriostatico*'2

A minociclina (utilizada neste estudo experimental), € um derivado semissintético da
tetraciclina (molécula lipofilica, que exibe um coeficiente de partilha de 0,98 no sistema octanol-
-tampao de fosfatos). O seu espectro antibacteriano € muito idéntico ao da doxiciclina, mas com

maior atividade*'%.

2.2.2.1 Preparagdo da pasta triantibiotica

O metronidazol 250mg, ciprofloxacina 250mg, minoclicina 100mg e a agua biodestilada foram

adquiridos nos Laboratérios da Farmacia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC).

A pasta triantibiotica foi preparada no dia do tratamento, imediatamente antes do seu uso,
com base na mistura dos diferentes antibidticos (sob a forma de pd) na proporgao (I:1:1) em agua
bidestilada estéril (B Braun Medical, Portugal), mantendo-se as proporgoes finais recomendadas por

413

Hoshino*'?, que determinam um racio pé-liquido de 5:1 obtendo-se uma pasta homogénea, com uma

concentragao aproximada de 20mg/mL de cada um dos constituintes antibioticos.
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2.3. MTA

No presente trabalho, foi utilizado o ProRoot® MTA (Dentsply Tulsa, Johnson City, TN, USA)
na sua forma branca, lote 0900121, com um prazo de validade de 04/2012.

O ProRoot® MTA (Dentsply Tulsa, Johnson City, TN, USA) surgiu em 1993, apds pesquisas
desenvolvidas por Mahmoud Torabinejad e seus colaboradores na Universidade de Loma Linda,

Estados Unidos da América.

O agregado de trioxido mineral ou mineral trioxide aggregate (MTA) é caracterizado como
sendo um “cimento hidraulico” pois cristaliza na presenca de meios hiumidos, tendo sido desenvol-
vido a partir do cimento de Portland tipo |. Embora existam uma miriade de marcas comerciais, a
constituigdo base do MTA permanece bastante similar em todas elas, com apenas algumas altera-
¢oes em termos de composicao, proporcao dos seus componentes e propriedades fisico-quimicas.
O MTA é um material cuja a composigao quimica € muito similar a do cimento Portland (cimento
utilizado na construgao civil). Este pod consiste num agregado de particulas de silica, calcio, oxigénio,
ferro, bismuto e outros componentes residuais (enxofre, magnésio, aluminio, potassio) resultantes
do processo fabrico. A composicao final do MTA consiste em silicato tricélcico, silicato dicalcico,
aluminato tricalcico,aluminoferrite tetracalcica, sulfato de calcio dihidratado(gesso) e ainda de outros
compostos residuais (calcite, 5xido de bismuto, 6xidos e sulfatos de metais alcalinos)*'“. De um modo
geral, o MTA apresenta-se sob a forma de um pé fino e purificado, ao qual é necessario adicionar
uma solucao aquosa (agua destilada ou soro fisioldgico), mantendo as proporgoes recomendadas

pelo fabricante, que determina um racio pé-liquido de 3:1.

A hidratagio do p6 do ProRoot® MTA (Dentsply Tulsa, Johnson City, TN, USA) com solugio

aquosa resulta num gel coloidal, o qual solidifica em menos de 3 h*'*4'¢,

2.4. Modelo experimental

Na realizacdo deste trabalho experimental, foi usado um modelo animal, devidamente au-
torizado pela Diregao Geral de Veterinaria. Foram utilizados quatro caes (Canis familiaris) da raga
Beagle de origem pura, nascidos e criados para fins de investigagao e certificados pelo Colegio Offi-
cial de Veterindrios da Catalunya, Barcelona, com o n° 113039, adquiridos a Isoquimen, S.L. (Barcelona,
Catalunha, Espanha). Todos os animais apresentavam uma identificagao através de sistema de chips

subcutineos localizados na zona do dorso.

2.5. Manutenc¢ido e bem estar animal

A rececio, observagao, manutengio e procedimentos cirurgicos foram executados no Hospital
Veterinario da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro,emVila Real, sob supervisao do Investiga-

dor Coordenador Responsavel pelo Bem Estar Animal o Prof. Doutor Carlos Alberto AntunesViegas.
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A chegada dos animais com 4 meses de idade, as suas condigoes gerais de salde, foram
avaliadas por médicos veterinarios acreditados e com experiéncia na area da experimentagao ani-
mal. Excluidas quaisquer patologias cronicas ou agudas, os animais foram mantidos num periodo
de quarentena, com observagao diaria, durante um intervalo nunca inferior a uma semana. Todos
os animais tiveram uma fase de ambientacdo as novas instalacées de cerca de 6 semanas, antes de

qualquer intervencao.

No momento da primeira intervengao experimental os animais tinham cerca de 6 meses de

idade e pesos compreendidos entre os 8 e os 9 quilogramas (Tabela 2).

Tabela 2.Tabela da identificacio dos animais da amostra.

N° do Numero de s Data de Data da I? Peso inicial Peso final
eXxo
animal identificacao nascimento intervencao | (I%intervensao) | (eutanasia)
1 938000000326 185 8/12/2010 8,30Kg 11,30
8/12/2010
2 938000000352560 | | | o0 o 9,10Kg 13,05
3 938000000488 133 9/12/2010 8,90Kg 12,83
4 9380000005 15563 9/12/2010 8,45Kg 11,56

Os animais foram alojados em estruturas individuais normalizadas e adequadas para a sua
espécie, devidamente identificadas em relagdo ao estudo em questio e ao nimero do animal, sendo

mantidos em condigoes laboratoriais apropriadas de ciclos de luz e temperatura.

A agua, facultada aos animais ad libitum, teve como origem a rede de abastecimento municipal.
A dieta foi providenciada uma vez por dia, com ragao seca de origem comercial (Canine Puppy Heal-
thy Development Chicken, Lamb & Rice, Hills™) com concentragdes de contaminantes controladas
e analisadas pelo fabricante. Contudo apoés a primeira intervengao cirurgica e durante o restante
periodo experimental a ragao foi amolecida em agua antes de ser fornecida.

A manutengao dos animais e os protocolos anestésico e cirurgico foram avaliados e apro-
vados pela Diregao de Servigos de Saude e Protecao Animal, da Direcao Geral de Veterinaria, com
0 n°0420/201 |, respeitaram as Portaria n® 1005/92, de 23 de Outubro de 1992, Portaria n® 466/95,
de 17 de Maio de 1995 e Portaria n° 1131/97, de 7 de Novembro de 1997, e os regulamentos da

Legislagao da Comunidade Europeia para o Bem-Estar Animal e Experimentagao Animal.

2.6.0rganizacao estrutural e cronolégica do trabalho

Este trabalho experimental decorreu num periodo aproximado de 4 meses (entre Dezembro
de 2010 e Abril de 201 1), dividido pelas diversas fases de intervencao esquematizadas no workflow
(Figura 25).
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Intervencges P

Figura 25. Workflow do estudo experimental em modelo animal.

2.7. Anestesia e sedacao

Os procedimentos operatorios foram realizados no bloco operatério do Hospital Veterinario
da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro. A equipa multidisciplinar envolvida nesta fase
do ensaio experimental foi constituida por dois médicos dentistas, dois médicos veterinarios, uma

técnica de laboratério e duas tratadoras de animais.

Nas trés primeiras intervengoes, o protocolo anestésico a que os animais foram sujeitos con-
sistiu numa pré-medicagao inicial por via intramuscular (IM) com morfina 2% (0,3 mg/Kg, B Braun
Medical, Portugal,) e dexmedetomidina (0,005 mg/Kg, Dexdomitor®, Esteve Farma, Portugal), meia hora
antes da intervencio. De seguida foi cateterizada a veia cefalica com um cateter (Introcan®-W 22G,
B Braun Medical, Portugal) e efetuada a indugao anestésica geral com administragao endovenosa de
diazepam (0,2 mg/Kg, Diazepam Labesfal, Portugal) e propofol 2 mg/Kg (Propofol Lipuro 2%, B Braun
Medical, Portugal). Esta perfusao venosa foi mantida com lactato de Ringer (BraunVet, Portugal) sendo
depois efetuada uma intubagio com um tubo endotraqueal n° 6 (In tube®, Intersurgical, Portugal)
para administragdo de uma mistura de oxigénio a 100 % com | a 2 % de isoflurano (Isoflo®, Esteve

Farma, Portugal) de modo a permitir a manutengdo anestésica.
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No decurso das intervengoes operatérias foi realizada uma monitorizagao continua da
frequéncia e ritmo cardiaco com eletrocardiograma(ECG), da pressao arterial média pelo método
oscilométrico, da ventilagdo com capnografia e da saturagdo de oxigénio com oximetro de pulso

portatil. A temperatura corporal foi controlada de 30 em 30 minutos com termémetro digital.

No pos-operatoério, todos os animais foram medicados com uma dose Unica subcutanea de me-

loxicam (0,2 mg/Kg, Meloxidyl®, Ceva Santé Animale, Franca). Nao foi realizada qualquer antibioterapia.

Para os controlos radiograficos foi necessaria a sedagao dos animais através da administragao
intramuscular de butorfanol (0,2 mg/Kg, Dolorex®, Intervet Schering Plough Animal Health, Portu-

gal) e dexmedetomidina (0,005 mg/Kg, Dexdomitor®, Esteve Farma, Portugal).

2.8. Grupos experimentais

Em cada um dos animais, foram selecionados 14 pré-molares (o primeiro, segundo e terceiro
pré-molares superiores e o primeiro, segundo, terceiro e quarto pré-molares inferiores). Estes dentes
foram divididos em 6 grupos, dos quais dois grupos de controlos (com 20 raizes) e quatro grupos

de teste (76 raizes), envolvendo num total de 96 canais radiculares (Figura 26 e tabela 3).
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Figura 26. Odontograma do ciao com identificagdo dos dentes sujeitos a tratamento.

Os grupos em estudo e respetivos materiais encontram-se descritos na tabela 3.

Tabela 3. Grupos, materiais e procedimentos do estudo.

Procedimentos /Materiais

N° de canais

Grupos Apexificagao/Revascularizagao pulpar radiculares (n)
Controlo positivo | Dentes sem qualquer intervengao 12
Controlo negativo | Dente com lesdo periapical (sem tratamento endodontico) 8

| Apexificagdo (MTA) 19

2 Revascularizagio pulpar (codgulo sanguineo) 19

3 Revascularizagao pulpar (coagulo sanguineo + matriz polimérica 19
de acido hialurénico e quitosano)

4 Revascularizagio pulpar (coagulo sanguineo + matriz polimérica 19

de pectina e quitosano)
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2.8.1 Aleatorizagdo/ Randomizagdo

Em cada animal, a distribuicao dos grupos de teste foi efetuada seguindo uma metodologia
de randomizagiao permutada em blocos, tendo em vista que todos os grupos fossem testados em
dentes do mesmo tipo, localizados nos varios quadrantes e em igual nimero em todos os animais.
Esta abordagem permitiu que os animais fossem sujeitos a0 mesmo numero de intervengoes e de
tratamentos até a eutanasia, obtendo assim, uma maior homogeneidade das variaveis de base no

inicio do estudo.

2.9. Protocolo experimental

O protocolo desenvolvido compreendeu um total de 5 intervengdes. A primeira consistiu na
indugao de lesao periapical. Na segunda procedeu-se a antissepsia canalar e a aplicagao da medicagao
intracanalar. Na terceira realizaram-se os procedimentos de apexificagio ou de revascularizagao
pulpar, incluindo neste caso a indugao e estabilizagao do coagulo sanguineo e colocagao de matrizes.
Na quarta foi efetuado o controlo radiografico e finalmente na quinta, executou-se a eutandsia e a

colheita em bloco dos maxilares (Figura 27).

Anfissepsiae Apexificacd Eutandsia e
Inducdo de aplicagao_da Re |]caga0,r‘ Controlo fanasia,
les3o0 periapical A vascularizacdo adiografico colheita de
periap! im'?adc'%ﬂ%?é’r pulpar radiograft tecidos
- - // /i
7 /4
Tempo 0 3 5 11,5 18

[Semanas)

Figura 27. Diagrama cronolégico das etapas do protocolo operatoério.

Antes de qualquer intervengao, todos os dentes envolvidos neste estudo, foram radio-
grafados, utilizando um sistema de radiovisografia (Gendex Vix Win 2000, USA), pela técnica da
bissectriz nos dentes superiores e de paralelismo nos dentes inferiores*”*%, Estas angulagdes
foram registadas de modo a serem usadas em todas as radiografias subsequentes, visando
reproduzir o mesmo angulo e angulagao, possibilitando a aquisicao de uma imagem o mais iso-
métrica possivel. O exame radiografico antes da primeira intervengio permitiu confirmar a fase
de desenvolvimento radicular (incompleto) dos dentes em estudo e avaliar a sua morfologia, de
maneira a realizar cavidades de acesso que nao comprometessem de forma grave a integridade

estrutural do dente.
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Grupo de controlo positivo

Nos |2 canais atribuidos a este grupo, referentes a 6 dentes birradiculares sadios, nao foi
aplicado qualquer tratamento durante todo o tempo experimental, seguindo o seu desenvolvimento
natural. Estes dentes foram utilizados como referéncia na analise radiografica e histologica.

2.9.1. Indugdo de lesdo periapical (1° intervengdo)
O protocolo experimental nos grupos do controlo negativo e grupos |, 2, 3 e 4, foi iniciado
com a realizagio de cavidades de acesso e exposigao da polpa dos pré-molares a flora oral autéloga,

de modo a induzir uma necrose pulpar e o desenvolvimento de uma periodontite apical.

Para tal, foi realizado acesso e exposi¢do pulpar com uma broca diamantada Endo Acess™
(Maillefer Dentsply, Ballaigues, Suiga) montada em turbina, refrigerada com dgua destilada, sem utilizar
qualquer tipo de barreira de isolamento do meio oral (Figura 28 A). Com ajuda de uma lima K30
(Maillefer Dentsply, Ballaigues, Suica) foi feita com remogao da polpa camaral e disrupgao do tecido

pulpar até cerca de 2 mm para apical do orificio de entrada canalar (Figura 28B).

Figura 28. A) Imagem de um dente apds a redugdo oclusal da clspide e exposicdo pulpar e B) aspeto da

realizacdo da disrupgao pulpar com lima K 30 (B).

Apos a exposicao pulpar, foi colocado na camara uma bola de algodao contaminada com uma
suspensao de placa bacteriana autologa. Esta suspensao foi efectuada individualmente para cada cao,
usando a placa bacteriana recolhida com um escavador no sulco gengival do | molar inferior e agua
bidestilada esterilizada (B Braun Medical, Queluz, Portugal). A bola de algodio foi entio embebida nes-
ta mistura durante aproximadamente 30s antes de ser colocada na cavidade de acesso. A restauragao

foi realizada utilizando um material restaurador provisorio (Cavit®-G, 3M ESPE, Seefeld, Alemanha).

Os dentes foram monitorizados semanalmente até a evidéncia radiografica de periodontite
apical (aproximadamente 3 semanas) que, em muitos casos, foi acompanhada de sinais clinicos,como

edema e eritema.
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Grupo de controlo negativo

O grupo de controlo negativo englobava 8 dentes (n=8) monorradiculares com intuito de
induzir lesGes periapicais, mantendo-as sem qualquer tratamento endodontico. Estes controlos foram
por sua vez subdivididos em controlos negativo pulpares (CNP) e controlos negativo periapicais
(CNPA). Os controlos pulpares (n=4) foram extraidos as trés semanas (na 2° intervengao) para analise
histopatoldgica do estado pulpar no momento inicial da realizagdo dos protocolos de tratamento
testados nesta pesquisa. Porém, os controlos periapicais (n=4) foram restaurados com um cimento
ionémero de vidro (Ketac™ Fil, 3M ESPE AG, Alemanha), as trés semanas (na 2° intervengio), e

mantidos até final do tempo experimental.

2.9.2. Antissepsia e medicagdo intracanalar (2¢ Intervengdo)

Apos 3 semanas e antes de iniciar a abordagem canalar, foram efetuadas radiografias periapi-
cais dos dentes (Figuras 29 e 30) e realizou-se um polimento com pasta profilatica (Super Polish®,

Kerr Hawe, Suica).

Depois da colocagao do isolamento absoluto com recurso a dique de borracha (Diques de
Goma® ou Nic tone Dental Dam®, Proclinic, Barcelona, Espanha), grampo (210, Hygienic®, Colténe/
Whaledent AG, Suica), arco metdlico e uma resina (Oraseal®, Ultradent, Utah, USA) (Figura 31),
procedeu-se a antissepsia do dente e todo o campo operatério com uma solugiao de iodopovidona
a 10% (Betadine®, Medapharma, Portugal).

Apods a remogao da restauragiao provisoria, foi estabelecido e estimado radiograficamente
o comprimento de trabalho a 2 milimetros aquém do apice radiologico com a introdugao de uma
lima K 50.

O protocolo de antissepsia canalar realizou-se com recurso a irrigagao com hipoclorito de
sodio a 2,5% (NaOCI) preparada nos Laboratérios da Farmacia do Centro Hospitalar e Universita-
rio de Coimbra (CHUC), aquecido a 30°C. Assim os canais foram irrigados, através de uma agulha
de 27-Gauge (Kendall Monoject™, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, MA, USA) no sentido
corono-apical, com |0 mL de solugao (Figuras 32 e 33), seguida de uma irrigagao final de 3 ml de
soro fisiolégico (B Braun Medical, Portugal). Seguidamente o canal foi seco (Figuras 34 e 35) com
cones de papel esterilizados (Absorvent Paper Points,YDW GbmH, Alemanha) e procedendo-se a

colocagao da respetiva medicagao intracanalar.

Nao foi realizada qualquer instrumentagio sobre as paredes canalares, evitando deste modo

a remogao do tecido pulpar potencialmente viavel, bem como de dentina radicular.
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Figura 29. Aspeto clinico dos dentes trés semanas Figura 30.Imagem radiografica da confirmagao do de-

apos exposigao pulpar e indugao das lesdes periapicais. senvolvimento de lesGes periapicais, as trés semanas.

Figura 31. Dente sujeito a isolamento absoluto com Figura 32.Irrigagdo canalar com hipoclorito de soédio
dique de borracha, grampo(n°210, Hygienic®) e a 2,5%, apos abertura da cavidade de acesso.
Oraseal®(Ultradent), antes de iniciar a 2° intervencio.

Figura 33. Aspeto do efeito da reagio do hipoclorito Figura 34. Remogdo do excesso de humidade do

com a matéria organica. canal, com ajuda de cones de papel.

86



Estudo experimental em modelo animal

No Grupo | foi aplicada pasta de hidréxido de célcio (Calcicur®, Voco GmbH, Cuxhaven,
Alemanha), sendo introduzida no canal com uma seringa, ao nivel do comprimento de trabalho,
recuando progressivamente até ao nivel da jungao amelo-cimentéria (JAC) de modo a conseguir
um preenchimento total do canal (Figura 36 e 37 ). Apos a limpeza das paredes, colocou-se uma
bola de algodao esterilizada na entrada dos canais, o acesso coronario foi duplamente restaurado
com Cavit®-G (Cavit®-G, 3M ESPE, Seefeld, Alemanha) e cimento ionémero de vidro (Ketac™ Fil,
3M ESPE AG, Alemanha).

Nos Grupos 2, 3 e 4 foi colocada como medicagao intracanalar uma mistura de pasta trian-

tibiotica de ciprofloxacina, metronidazol e minociclina (Figuras 38 e 39).

Ap6s a introdugio da pasta no canal com uma agulha de 27-Gauge (Kendall Monoject™,Tyco
Healthcare Group LP, Mansfield, MA, USA), desde o comprimento de trabalho até ao nivel da JAC, o
acesso coronario do dente foi encerrado temporariamente como descrito para o grupo | (Figuras
40,41 e 42).

Figura 35.Imagem da cavidade de acesso preparada Figura 36. Colocagao da pasta de hidréoxido de calcio
para receber a medicagao intracanalar. (Calcicur® Voco GmbH, Cuxhaven, Germany), (Grupo

I) com uma ponta da seringa de mono uso.

Figura 37. Aspeto dos canais radiculares preenchidos Figura 38. Aplicagdo da pasta triantibiotica (cipro-
com hidréoxido de cilcio até ao soalho da cimara floxacina, metronidazol e minociclina) nos canais
pulpar. radiculares dos grupos 2,3 e 4.
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Figura 39. Aspeto da cavidade canalar apés preen- Figura 40. Colocagdo do material de restauragao
chimento com pasta triantibiotica. proviséria (Cavit®-G, 3M ESPE, Seefeld, Alemanha)

com uma pistola e ponta Centrix™ anterior (LV).

Figura 41.Imagem da cdmara pulpar apos a colocagio Figura 42. Restauragdo do dente com cimento
do Cavit®. ionéomero de vidro (Ketac Fill™ 3M ESPE).

2.9.3. Redlizagdo da apexificagdo/revascularizagdo (3° Intervencgdo)

Apods duas semanas, executou-se o isolamento absoluto do campo operatério, polimento
com pasta profilatica (Super Polish® Kerrhawe) e a desinfecio do campo operatorio com solugio de
iodopovidona a 10% (Betadine®). Foi feita a remogio da restauragio coronaria, de modo a ter acesso
a medicagdo intracanalar, removendo a bola de algoddo com um tiranervos (Dentsply Maillefer). Posto
isto, fez-se uma irrigagdo na cdmara pulpar com 3 mL de hipoclorito de s6dio a 2,5 % e no canal com
10 mL de soro fisiolégico, para remover a medicacao intracanalar. De seguida procedeu-se a secagem
canalar com pontas de papel absorvente n°80 (Absorvent Paper Points,VDW GbmH, Alemanha).

2.9.3.1.Grupo | — barreira apical com MTA

Procedeu-se a colocagio de uma barreira apical com ProRoot® MTA White (Dentsply Tulsa,
Johnson City, TN, USA). O preenchimento e colocagao do MTA foi executado de acordo com o

seguinte protocolo operatorio:
I) selegdo do transportador e selegdo do compactador vertical a 3 mm do apice radiolégico;

2) mistura do p6 de MTA com solugio aquosa;
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3) colocagdo do gel coloidal no canal com o transportador;

4) compactagio do material ao comprimento de trabalho pré-determinado e preenchimento
canalar até 2 a 3 mm da jungao amelo-dentinaria (Figura 48);

5) limpeza das paredes canalares.

Finalmente foi colocada uma bola de algodio himida na entrada dos canais e realizada a
restauragao da cavidade de acesso com CIV (Ketac™ Fil, 3M ESPE AG, Alemanha).

2.9.3.2. Grupos 2, 3 e 4 — revascularizagao pulpar

Procedeu-se a indugdo da hemorragia apical através de uma lima K 30 esterilizada (Dentsply
Maillefer) introduzida nos tecidos periapicais a 2-3 mm além do apice (Figura 43), de modo a obter

sangramento e um preenchimento do espago canalar (Figura 44).

Figura 43. Introdugdo de uma lima K30 para além Figura 44. Imagem do preenchimento dos canais
do apex do dente de modo a induzir a hemorragia. e estabilizagdo do coagulo (grupo 2, 3 e 4), apds a
indugao da hemorragia.

Grupo 2 - Coagulo sanguineo

Provocou-se uma hemorragia com a finalidade de proporcionar um preenchimento completo
do espago canalarr, aguardou-se alguns minutos para estabilizagao do codgulo a 2 mm para apical do
orificio de entrada do canal (Figura 44). Posto isto, realizou-se o selamento corondrio com a colo-
cacdo de uma barreira de ProRoot® MTA de 2 de mm de espessura até ao nivel do pavimento da

camara(Figura 48 ) e restauragao com cimento ionémero de vidro (Ketac™ Fil, 3M ESPEAG,Alemanha).

Grupo 3 -Coagulo sanguineo + Matriz polimérica de HA:CS

A seguir ao preenchimento canalar pela hemorragia, foi colocada a matriz polimérica liofilizada
de acido hialurénico/quitosano (HA:CS) a 2 mm para apical do orificio de entrada do canal (Figura
45). Apos, a formagdo do coagulo sanguineo, procedeu-se ao duplo selamento coronario como
descrito para o grupo 2 (Figura 48).
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Figura 45. Presenca de uma matriz de acido hialuro- Figura 46. Colocagao de uma matriz de pectina/

nico/quitosano, no canal radicular. quitosano (grupo 4), para além do coagulo sanguineo.

Grupo 4 - Coagulo sanguineo + Matriz polimérica de P:CS

Os procedimentos foram semelhantes ao grupo 3, com a diferenga de que foi aplicada uma
matriz de pectina/quitosano (P:CS) (Figura 46,47 e 48).

Figura 47. Imagem da matriz de P:CS embebida no Figura 48. Aspeto geral do canal apés a colocagio
coagulo sanguineo. do MTA (ProRoot® MTA).

2.9.4. Recuperagdo da anestesia e sedagdo

ApOs a realizagao de cada uma das intervengoes, os animais foram colocados em estruturas indi-
viduais, numa sala com temperatura adequada, escura, silenciosa e limpa, tendo sido vigiados na sua recu-
peragio.Tomaram-se também medidas para evitar traumatismos no reinicio da atividade motora.Todos

os animais recuperaram completamente apos os procedimentos envolvendo anestesia geral e sedagao.

2.9.5. Avdliagdo clinica e radiogrdfica da cavidade oral (4° intervengdo)

Ap0s finalizar o protocolo operatoério e durante o periodo de controlo todos os dentes foram
monitorizados clinica e radiograficamente com uma periodicidade mensal,de modo a pesquisar sinais
de patologia infeciosa, sobretudo nos dentes controlos negativos periapicais (CNPA), bem como
avaliar a integridade dos dentes e das respetivas restauragdes coronarias.
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2.9.6. Eutandsia dos animais (5° Intervencgdo)

No final do estudo experimental, decorridas 18 semanas apds a indugao de lesGes periapicais,
procedeu-se a eutanasia dos animais, seguindo o protocolo de anestesia geral, ja anteriormente descri-
to. Durante a intervengio, foi realizado o exame clinico, dando especial atengio aos seguintes aspetos:
I) integridade das restauragSes coronarias; 2) estado dos tecidos periodontais; 3) mobilidade dentaria.

Para além disso, foram realizadas radiografias periapicais em todos os dentes envolvidos no estudo.

Durante esta intervengao, foram realizados os procedimentos para fixagao in vivo dos teci-
dos maxilares. Para tal, o animal foi colocado em posigao de decubito dorsal e realizado o acesso
cirdrgico para exposicao adequada das carétidas primitivas. Seguidamente foram passados dois fios
em redor destes vasos, com dois nds cada, espagados cerca de 3 centimetros, por forma a colapsar
momentaneamente o vaso, interrompendo a circulagao sanguinea. Neste momento, procedeu-se a
injecdo através de um cateter de 120 mL de formaldeido a 10% tamponado (PRS Panreac®, Espanha)
em cada carotida. Em simultineo, desapertaram-se os nés o que fez com que a circulagdo sanguinea
fosse imediatamente restabelecida facilitando a difusdo do formol em diregao cefalica. A perfusio e
fixagdo dos tecidos pode ser confirmada pelo aparecimento progressivo de um aspeto seco e esbran-
quicado das mucosas orais. De imediato, para assegurar a eutanasia, injetou-se por via endovenosa
uma “overdose” de anestésico tiopental sédio (Pentotal® sddico, Abbot). Todos os animais sofreram

paragem cardiaca ao fim de alguns segundos, confirmada pelo monitor do ECG e por auscultacao.

2.10. Colheita da amostra

Apos a eutanasia, procedeu-se de imediato a colheita em bloco do maxilar superior e inferior.
Para tal, foram efectuadas incisGes e dissecados os tecidos moles por planos de modo a expor o
osso cortical. No maxilar foi realizada uma osteotomia transversal por distal do |°molar superior
e horizontal a espinha nasal anterior. Na mandibula foram realizados cortes transversais por distal
do 1° molar inferior. Estes blocos foram imersos em formol neutro tamponado e transportados

para o laboratorio.

2.11. Processamento histologico

Todo o material utilizado nos estudos histologicos foi processado no Laboratério de Tecidos
Duros da Clinica Universitaria de Medicina Dentaria, da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra, tendo como responsavel o Prof. Doutor Fernando Guerra. Foi usada a técnica de prepa-

racao de tecidos por “descalcificagao”.

Imediatamente apos a chegada ao laboratério, procedeu-se ao corte, separagao e identificagdo
das pegas. Do maxilar superior foram preparados 3 blocos por quadrante, contendo as raizes dos den-

tes:a) |° prémolar e raiz mesial do 2° prémolar;b) raiz distal do 2° prémolar e a raiz mesial do 3° pré-
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molar e c) raiz distal do 3° pré molar. De cada quadrante da mandibula foram efetuados 4 blocos com
as respetivas raizes:a) |° prémolar e a raiz mesial do 2° prémolar;b) raiz distal do 2° prémolar e a raiz
mesial do 3° prémolar;c) raiz distal do 3° pré molar e mesial do 4° pré molar e d) distal do 4° pré molar.

Depois de colocados em cassetes “histologicas” individuais (Figura 49), devidamente identi-
ficadas (n° do animal, quadrante e raizes dentarias), as pecas foram novamente colocadas em for-
malina tamponada a 10% a +4°C durante uma semana. Apos este processo de fixagao procedeu-se

a descalcificagao das amostras.

Figura 49.Blocos de tecido preparados a partir da mandibula, devidamente secionados,acondicionados e identificados.

2.11.1.Técnica para material descalcificado

O processo de descalcificagio foi efetuado por imersio das amostras numa solugao de Morse
(acido formico a 50% + citrato de sédio a 20% em partes iguais), sob agitagio permanente, numa
unidade de agitacao (Jkika Labortechnik HS 501), durante um periodo minimo de oito semanas.
Apos a descalcificagao das amostras e remogao das restauragoes, procedeu-se a sua desidratagao
por sucessivas passagens em solugoes crescentes de etanol, 50%, 70%, 90% e 100%, sob agitacao
permanente. Posteriormente procedeu-se a fase de diafanizagdo em xilol (Xileno PA Panreac®), im-
pregnacio e inclusdo em parafina (Paraplast® Regular), utilizando cassetes apropriadas (Kartell® Spa).
Depois do processo de inclusao, as amostras foram cortadas num micrétomo (Leica RM 2155), num
plano proximal (mesiodistal), longitudinalmente ao longo do eixo do canal, em cortes sequenciais
de 7 um de espessura, ao longo de toda a drea canalar e apex do dente. Realizou-se uma média de
30 cortes por amostra, de forma a fazer uma selegao que pudesse permitir, tanto quanto possivel,
uma avaliagdo tridimensional dos parimetros em estudo. Os cortes foram em seguida secos em
estufa a 37°C, durante cerca de |6h, sendo posteriormente selecionadas e coradas 7 laminas com
Hematoxilina e eosina (HE). Foram ainda coradas algumas laminas com Tricrémio Masson (TM).
Para cada uma das raizes foi selecionada e corada uma limina pela técnica de Brown & Brenn (BB)
visando identificar a presenca de bactérias.

Durante todo o processamento foi assegurada uma rigorosa identificacao das amostras,
contendo o numero do animal, localizagao do quadrante, identificagao das raizes e nimero de corte.
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2.11.2. Imunocitoquimica

Foram ainda efetuados alguns cortes e colocados em laminas revestidas com poli-L-lisina para
estudos imunocitoquimicos, com soro anti-queratina (Monoclonal Mouse, anti-human cytokeratin,
clone MNF 116, n° de coédigo M0821, DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca), visando a detegao
dos restos epiteliais de Malassez, considerando que as cito queratinas constituem marcadores fun-

damentais da diferenciagao epitelial.

Na técnica inunocitoquimica para microscopia de luz foi seguido o método de peroxidade-anti-
-peroxidade,apenas com pequenos ajustes de pormenor. Apos desparafinagao e hidratagio dos cortes
procedeu-se a uma “digestao” enzimatica recorrendo a agao da tripsina. A peroxidase endogena foi
inibida com um solugao de peréxido de hidrogénio a 0,6% metanol. Apds lavagens dos cortes proce-

deu-se a uma série de incubagdes realizadas em cdmara himida separadas por lavagens em tampao Tris.

O anticorpo primario Monoclonal Mouse, anti-human cytokeratin, foi utilizado com uma diluigao de
1:100,durante 30 minutos,a temperatura ambiente.Posteriormente procedeu-se a uma incubagao com o
complexo peroxidade-anti-peroxidade. A peroxidade foi revelada com uma solugao de 3,3"- diaminobe-
zidina. A técnica imunocitoquimica para os grupos controlo positivo e negativo foram feitas em simultineo.

2.12. Métodos de analise

2.12.1. Andlise radiogrdfica

Todas as radiografias foram efetuadas usando a técnica de paralelismo e bissetriz, para me-
Ihor reproduzir a colocagdo do sensor radiografico (Gendex®,VisualiX/GX-S Intraoral CCD Sensor,
Pensilvania, EUA) e angulagio do feixe de raio-X. As radiografias digitais foram gravadas e arquivadas
em computador em formato jpeg, com “software” de imagem (VixWin®, Pensilvania, EUA). Posto isto,
as radiografias foram observadas individualmente por dois avaliadores, de um modo randomizado,
apos uma sessao de calibragdo e identificagdo dos parametros em analise (Tabela 4). Aos avaliado-
res foi omitido o nimero do cdo e o tipo de tratamento realizado, sendo que para cada uma das
raizes foram avaliadas duas radiografias. A primeira radiografia foi realizada visando a confirmagao
da presenga de lesdes (imediatamente antes do inicio da 2° intervengao) e a segunda efetuada no
final do periodo experimental. A anidlise radiografica comparativa teve por base a avaliagio dos

seguintes parametros:
I) Lesao periapical radiotransparente (ausente, diminuicao, manutengao ou aumento).
2) Aumento da espessura das paredes radiculares (ausente/presente).

3) Encerramento apical (ausente/presente).

Para os casos em que nao houve unanimidade entre os avaliadores, procedeu-se a uma reuniao

para discussao de modo a chegarem a um consenso.
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2.12.2. Andlise histologica

Para além de uma analise qualitativa (com observagao das laminas e registo das imagens), a

avaliagdo histolégica incluiu também o estudo quantitativo de alguns parametros (Tabela 5).

As observagoes das laminas foram efectuadas com recurso a um microscépio de luz de campo
claro (Nikon® Eclipse 600,Téquio, Japao) e estereomicroscopio (Nikon® SMZ 1500, Téquio, Japio). Es-
tes dispositivos tém capacidade para acoplar equipamento fotografico convencional (Nikon® FDX-35,
com sensor multiponto Nikon® U-1Il,Téquio, Japao), bem como cdmaras fotograficas digitais (Optro-
nics® DEI 750D CE, Goleta, Califérnia, Estados Unidos da América e Nikon® Digital Camera DXM-1200
C,Téquio, Japao) ligadas a computadores PC (Intel®Pentium™ lll e Intel®Core™ 2 Duo Core™) com
“software” para fotografia, analise de imagem (Nikon® ACT-1C,Téquio, Japdo) e histomorfometria (Bio-

quant Osteo®2012 Bioquant™ —Image Analysis Corporation, Nashville, Estados Unidos da América).

2.12.2.1. Analise histologica qualitativa

A andlise qualitativa dos cortes histologicos consistiu na detegao da presenca ou auséncia de
tecidos vitais no espago canalar, incidindo fundamentalmente na observagao e registo das suas carac-
teristicas histomorfoldgicas, nas caracteristicas da interface destes tecidos com os materiais utilizados

(obturagao canalar ou regeneradores) e ainda na presenca ou auséncia de uma resposta inflamatoria.

Para além da coloragao com Hematoxilina-Eosina (HE), foram também utilizados mais dois
métodos de coloragio, o Tricromico de Masson(TM) e Brown & Brenn (BB), permitindo evidenciar
a presenca de colagénio e de bactérias, respetivamente. No método de coloragao de Tricréomico
de Masson destaca-se o colagénio que adquire uma coloragao verde. No método Brown & Brenn, os

diferentes tecidos coram de amarelo e as bactérias coram de azul e vermelho.

Os critérios histologicos usados para identificar a dentina, o cemento, o tecido dsseo e o liga-
mento periodontal,foram os utilizados e descritos por Wang et al.'” Assim, para a dentina, é condigdo
a presenga de tUbulos dentinarios; para o cemento, a auséncia de tibulos dentinarios e aderentes/
aposicionados a dentina, presenca de células semelhantes a cementocitos; para o osso, presenga de
sistemas de Havers com distribuicdo uniforme de células semelhantes a ostedcitos; e para o liga-

mento periodontal, presenga de fibras de Sharpey e fibras de colagénio que ligam cemento ao osso.

2.12.2.2. Analise histoldgica quantitativa

A histomorfometria foi efetuada tendo por base um “software” para analise de imagem (Bio-
quant Osteo®2012 Bioquant™ - Image Analysis Corporation, Nashville, Estados Unidos da Améri-
ca). Este programa tem a capacidade de distinguir as diferentes afinidades tintoriais dos tecidos e
componentes da amostra, convertendo essa informacao em quantificagao de areas, reprodugdes

tridimensionais, determinagdo de densidades e outros parametros mais especializados.
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A calibragao do programa e as analises foram sempre efetuadas pelo mesmo operador.Todas
as sessoes foram antecedidas por uma verificagdo da calibragio intra-examinador.

Cada raiz foi tomada como unidade individual e observada com uma ampliagao de 2x, sendo
analisada a porgao apical da raiz (aproximadamente 4mm) e os tecidos periapicais circundantes.

A quantificagao dos tecidos mineralizadoss formados no interior do canal, foi determinada
em fungao da area ocupada por estes tecidos (TM) e da area total do espago canalar (T). Com base
nestes dados foi posteriormente possivel determinar a percentagem de tecido mineralizado formado,

calculada como TM/T x 100.

O tecido mineralizado aposicionado a dentina foi designado por TMAD e considerado e quan-

tificado individualmente, bem como as ilhotas de tecido 6sseo (IO) dispersas no interior do canal.

Procedeu-se também a quantificacao das areas ocupadas pelas matrizes/scaffold (S) presentes

no interior do canal (Figura 50).

Em sintese, a analise histomorfométrica efectuada teve como objetivo a quantificagao dos
seguintes parametros:

a) Area total do canal (T) radicular.

b) Area total do tecido mineralizado formado (TM) obtida pelo somatério das duas areas
seguintes:

|. area ocupada pelos tecidos mineralizados formados no limen do canal (10);
II. area de tecido mineralizado formado por aposigio a parede interna da dentina (TMAD);
I.TM= I0+TMAD.

c) Percentagem total dos tecidos mineralizados formados = (TM/T)x100.

d) Area ocupada pelas matrizes presentes no interior do canal (S).

e) Percentagem total de tecido mineralizados e matriz residual (MT+S)/Tx100.

WPl WPl W o | P
' 8 s

justapostos a dentina
(TMAD).

[ Area de tecidos

mineralizados no
I| | limen do canal (10).

? B Matrizes residuais (S).

Figura 50. Etapas da histomorfometria:A) imagem de corte longitudinal do dente, obtida com estereomicroscépio
acoplado a um software analitico; B) delimitacdo da area total do canal (linha verde); C) identificagdo por pseudo-
-cor do novo tecido mineralizado e matriz (areas amarelas); D) representacdo das variaveis histomorfométicas
em relagdo a area do defeito: tecidos mineralizados aposicionados na parede interna da dentina - TMAD (verde),
tecidos mineralizados formados no limen do canal, IO (rosa) e matrizes presentes no interior do canal (violeta).

95



Apexificagdo e revascularizagdo pulpar em dentes permanentes imaturos — estudo experimental in vivo

Tabela 4 . Classificagdo dos parametros utilizados na analise radiografica.

Parametros da analise radiografica

Classificagao

Lesao periapical radiotransparente

0 - Ausente

| - Diminui¢ao do tamanho
2 - Manutengao do tamanho
3 - Aumento

Aumento da espessura das paredes do canal

0 - Ausente
| - Presente

Encerramento apical

0 - Ausente
| - Parcial
2 - Completo

Tabela 5. Parametros observados na andlise histolégica e respetiva classificagao, baseada em

variaveis qualitativas ordinais.

Pardmetros na andlise histologica

Classificagao

Preenchimento canalar

0- Ausente

|- Ligeiro : preenche até 50% do limen do canal disponivel

2- Parcial: preenche mais de 50% do limen do canal disponivel
3- Total: preenche 100% do limen do canal disponivel

Vascularizagao

0- Ausente
|- Presente com hiperémia
2- Presente normal

Cemento formado na parede
externa da raiz

Tecidos mineralizados formados 0- Ausente
canal |- Presente
0- Ausente

|- Presente, com aumento da espessura radicular
2- Presente, com aumento do comprimento radicular
3- Presente, com aumento da espessura e comprimento radicular

Tecidos mineralizados adjacente ao
MTA (ponte)

0- Ausente
|- Presente mas incompleta
2- Presente e completa

Encerramento apical

0- Ausente
|- Parcial
2- Completo

Reabsorgao/ reparagao de tecidos
mineralizados da parede radicular
(cemento e dentina)

0- Auséncia de reabsor¢io ou reparagio total das areas reabsorvidas.
|- Reparagdo parcial das zonas reabsorvidas
2- Reabsorgao sem reparagio

Infiltrado inflamatério

0- Ausente
|- Ligeiro

2- Moderado
3- Grave

Espessura do ligamento periodontal

0. Normal (=200um)

|. Ligeiramente aumentado (de 201 pm a 300pm)

2. Moderadamente aumentado (de 301 pm a 400um)
3. Gravemente aumentado (=401pm)

. . 0- Ausente
Presenga de microrganismos
|- Presente
- 0- Ausente
Extrusio do MTA
|- Presente
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2.12.3. Andlise estatistica

A analise dos dados foi realizada em ambiente Windows 7, com recurso ao programa estatistico
IBM Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Statistics Standards 19 (IBM Corporation, NY, USA).

A exploragdo das diferentes variaveis do estudo foi efetuada recorrendo a técnicas de es-
tatistica descritiva.Verificando-se que o nimero de medidas é limitado (n<20) e que a maioria das
variaveis sdo qualitativas ordinais, optou-se por efetuar uma andlise univariada, de todas as variaveis,
baseada em testes nao paramétricos, nomeadamente de Kruskal-Wallis. Com esta analise pretendeu-
-se avaliar diferengas entre as varias técnicas e materiais endodonticos. O Teste de Mann-Whitney U
foi usado para testar diferengas entre pares de técnicas clinicas, post-hoc. Esta analise foi feita com
um nivel de significancia de 95% (p<0.05).

Realizou-se também uma analise multivariada, em caracter exploratério, com o objetivo de
obter uma melhor compreensio da interagao entre as variaveis do estudo. Esta avaliagio iniciou-
-se com uma analise dos componentes principais (PCA) com o intuito de reduzir o numero de
dimensodes relevantes. Apos determinagio das variaveis mais pertinentes, realizou-se uma regressao
logistica (método Enter) para estas variaveis, identificadas como preditores do sucesso/insucesso do
tratamento endodontico avaliado com base nas radiografias periapicais. Procedeu-se ainda a analise

univariada para discriminar os grupos que apresentavam melhores resultados.

2.13. Locais de execug¢ido do projeto
Este estudo foi realizado nos seguintes locais:

* Centro de Investigacao em Engenharia dos Processos Quimicos e Produtos da Floresta
(CIEPQPF), Departamento de Engenharia Quimica, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra, no desenvolvimentos das matrizes poliméricas, com a colabora-
¢ao da Prof. Doutora Paula Ferreira, Prof. Doutora Helena Gil e Prof. Doutora Margarida
Figueiredo.

* Hospital Veterinario da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, em Vila Real, no
desenvolvimento de todos os procedimentos da fase experimental relacionados com o
modelo animal, com a colaboragao do Prof. Doutor Carlos Alberto Antunes Viegas.

* Laboratério de Tecidos Duros da Clinica Universitaria de Medicina Dentaria da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra, processamento do amostras para estudo histologico

e histomorfometria, Prof. Doutor Fernando Guerra e Prof. Doutor Joao Carlos Ramos.

* Instituto de Histologia e Embriologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra,

Prof. Doutora Maria Helena Figueiredo.

* Laboratorio de bioestatistica e informatica médica da Faculdade de Medicina da Universidade

de Coimbra, Doutor Miguel Patricio e Prof. Doutor Francisco Caramelo.
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3. Resultados

3.1. Evolucao do estado de saude dos animais e avaliacdo clinica da cavidade oral

Os animais utilizados neste estudo experimental toleraram bem os procedimentos opera-
torios, apresentando uma adequada recuperagao cirurgica, mantendo-se saudaveis durante todo
o periodo experimental. Ao longo do periodo do estudo nao foram observados sinais de dor ou

sofrimento, nem quaisquer manifestagoes ou alteragdes comportamentais.

As trés semanas, apos a disrupgao pulpar, foi observado clinicamente um ligeiro edema ves-
tibular com supuragao sulcular na zona do 2° pré-molar inferior direito, no animal identificado com

o numero | e na zona do 2 e 3° pré-molar superior direito (Figura 51) no animal com o nimero 4.

Ao longo das |3 semanas de avaliagao, apenas um dente (2 pré-molar inferior direito, 4°
quadrante, animal com o n° 2) do grupo | apresentou uma fratura vertical na zona da furca, o que
levou a perda da raiz as | | semanas de evolugao, motivo pelo qual foi excluida do estudo. No entanto,
dado que a raiz distal apresentava a restauragao corondria aparentemente integra e sem sinais de
infecao ativa ou bordos cortantes na margem mesial da furca, foi mantida a raiz distal até final do

periodo experimental.

As restantes 42 restauragoes mantiveram-se integras, contudo, é de referir que nos grupos
2, 3, e 4 existiram varios dentes com intensa pigmentagao coronaria associada a utilizagao da pasta

triantibiotica (Figura 52) e que se manteve durante todo o tempo experimental.

Figura 51. Aspeto da zona do 2 e 3° pré-molar superior direito (animal identificado com n°4) com ligeiro edema

vestibular e com supuragdo sulcular, observado as trés semanas.
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Figura 52.Imagem panoramica dos dentes superiores intervencionados as |18 semanas antes da eutanasia, sendo

evidente a pigmentagao dentaria provocada pela minociclina.

3.2. Analise macroscépica

As observagoes macroscopicas dos maxilares e mandibulas, recolhidos apoés a dissegao da
pele e dos tecidos moles, ndo mostraram alteragdes morfoldgicas nem a existéncia de processos
inflamatorios visiveis, para além das lesdes expectaveis e decorrentes do ato cirurgico. Constatou-
-se, também, uma evolugdo normal do processo cicatricial, com uma boa tolerancia dos tecidos em
redor dos dentes. Estes dados foram posteriormente complementados, na necropsia, com biopsias
colhidas dos diversos érgios (coragao, rim, figado, bago e ginglios linfaticos da cadeia loco regional)
para analise histopatoldgica efetuada em microscopia de luz e que, por sua vez, ndio demonstraram

também quaisquer alteragdes anatomopatologicas.

3.3. Avaliacao radiografica e histolégica

Qualquer agressio causada a um tecido vascularizado leva ao imediato desenvolvimento de
um hematoma que funciona como uma matriz cicatricial proviséria, constituida essencialmente por
uma rede de fibrina. Segue-se, entdo, uma resposta inflamatéria aguda e a formagao de um tecido
de granulagio, quase sempre acompanhado de um processo de angiogénese e finalmente a sintese

de uma matriz tecidular.

Estes eventos podem ser avaliados quer sob um ponto de vista radiologico quer histologico,
tendo em conta que as imagem radiologicas sao o resultado dos processos histologicos em curso.

Apresentamos, em primeiro lugar, os resultados radiologicos e de seguida as imagens histologicas.
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Sempre que possivel, estabelecemos um paralelismo entre os dois tipos de resultados. E ainda de
referir a importancia dos resultados radiograficos na previsao do processo de evolugao da cicatri-

zagao/regeneragao e possiveis decisoes e alteragoes dos métodos em questao.

Dado que o objetivo primario deste estudo consistia numa avaliagio do comportamento
bioldgico de diferentes matrizes no processo de revascularizagao pulpar, julgou-se conveniente deixar
passar a fase de hemorragia e de inflamagio, que constituem reagdes inespecificas comuns a quase
todas as processos iniciais de cicatrizagao e regeneragao tecidular e s6 entio avaliar a dindmica e

eficacia dos métodos aplicados e das matrizes em estudo.

De referir contudo que o hematoma e o tecido de granulagao constituem, matrizes condu-
toras que suportam (componentes estruturais) e estimulam (moléculas bioativas) o processo de
regeneragao tecidular. Por sua vez a resposta inflamatoria aguda ativa o mecanismo da angiogénese
bem como a produgio de numerosas citoquinas e de fatores de crescimento que promovem o in-
fluxo (recrutamento e migragao) de células mesenquimatosas pluripotenciais para o local da lesao,

sendo ainda responsaveis pela sua proliferagao e diferenciagao.

O conjunto das imagens histolégicas apresentadas demonstrou que a metodologia seguida na
preparagdo e corte do material foi bem sucedida, proporcionando a obtengio de cortes histologicos

com qualidade, provenientes de material bem preservado.

O procedimento de corte permitiu a obtengao de imagens coronoapicais, efetuadas no plano
mesiodistal, com elevado grau de paralelismo em relagao ao eixo da raiz, possibilitando a avaliagao de

todos os parametros histologicos e histomorfométricos, definidos nos objetivos e na metodologia.

Tendo em conta as designagSes maioritariamente utilizadas na literatura, consideramos como
controlo positivo as raizes nao intervencionadas e como controlo negativo os dentes infetados,
mas sem tratamento subsequente. Este critério foi seguido tanto para as observagdes radiograficas

como histolégicas.

Foram utilizados |12 controlos positivos e 8 controlos negativos, permitindo uma redugao

do nimero de animais a incluir na amostra e, simultaneamente, uma validagao interna do estudo.

Visando proporcionar uma certa continuidade e um melhor entendimento dos fenémenos
biolégicos decorrentes das diferentes variantes utilizadas, pareceu-nos mais elucidativo iniciar a
apresentagio dos resultados pelo controlo positivo, logo seguido pelo controlo negativo e s6 depois

os diferentes grupos experimentais.
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3.3.1.Controlo positivo (n=12)

Todas as raizes, nao intervencionadas, que como foi referido, constituem o controlo positivo,
prosseguiram o seu normal desenvolvimento. Assim, as imagens radiograficas (Figura 53) e histolo-
gicas (Figuras 54a 57) demonstraram, no final do periodo experimental, uma morfologia e espessura
dentinaria caracteristica de um desenvolvimento radicular completo, um apice radicular encerrado
e a presenga tipica de delta apical/ multiplos foramina apicais.

A figura 53 corresponde ao aspeto radiografico do 3° pré-molar inferior,do 4° quadrante do animal

identificado com o n°® 3,com aproximadamente 6 meses de idade (Figura 53A) e do mesmo dente no final do

periodo experimental (Figura 53B), revelando um normal processo de crescimento e maturagio radicular.

Figura 53. Imagens radiograficas de um dente (3° PM Inferior, 4° quadrante, animal identificado com o n°3)
do grupo do controlo positivo, apresentando um desenvolvimento radicular proprio da idade. A) Aspeto
radiografico de um apice aberto (fase inicial do periodo experimental). B) Imagem radiografica do mesmo
dente (no final do periodo experimental), mostrando um aumento da espessura das paredes radiculares e um

encerramento apical completo.

A observagao das laminas histoldgicas, no final do periodo experimental, mostrou uma cavidade pul-
par com caracteristicas estruturais e organizacdo normais,apresentando (Figura 54) perifericamente uma

camada odontoblastica continua e uma regiao central de tecido conjuntivo laxo ricamente vascularizado.

As zonas apical e periapical,no final do periodo experimental,nao apresentavam quaisquer alteragoes
dignas de registo,nem a presenga de processos inflamatorios, sendo evidente,em comparagao com a fase

inicial,um aumento da espessura das paredes radiculares e um encerramento apical completo (Figura 55).

Os componentes do periodonto de insergao (Figuras 56 e 57) apresentavam uma espessura
e estrutura histologica tipica tanto do cemento, como do ligamento periodontal e do osso alveolar
propriamente dito. De registar, ainda, a presenga de inUmeros restos epiteliais de Malassez, proximos

ao cemento e distribuidos ao longo do ligamento periodontal (Figuras 58 e 59).
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Figura 54. Aspeto do complexo pulpo-dentinario com uma estrutura e organizagao histolégica normal. Dentina
(D), pré-dentina (seta), camada odontoblastica (O) e regido central da polpa (P). (HE).

Figura 55. Corte histolégico no sentido mesiodistal de uma raiz dentaria, no final do periodo experimental,
sendo visivel um apice fechado e a presenga de multiplos foramina apicais. (HE).
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Figura 56. Aspeto histoldgico das estruturas que compdem o periodonto. Cemento (C), ligamento periodontal
(LP) e osso alveolar propriamente dito (OA) com fibras de Sharpey. (HE).

Figura 57.lmagem semelhante a da figura anterior, pondo em evidéncia a constitui¢ao histologica do ligamento

periodontal, sendo possivel observar um rolo vasculo-nervoso (*). (TM).
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Figura 58. Presenca de restos epiteliais de Malassez (localizados no ligamento periodontal junto ao cemento),

confirmada por imunocitoquimica, com anticorpos anti-queratina.

Figura 59.Maior ampliagdo de uma zona representada na figura anterior. Cemento (C) e ligamento periodontal (LP).
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3.3.2. Controlo negativo (n=8)

O controlo negativo constituido por raizes com periodontite apical (infetadas sem tratamento)
foi dividido em dois grupos com distintos periodos de avaliagao: um para avaliagao pulpar, com raizes
extraidas 3 semanas apos o inicio da fase experimental e o outro para avaliagao da regiao periapical,

no final do periodo experimental.

Este grupo permite validar o modelo utilizado ao confirmar o desenvolvimento de uma in-
fecao/inflamagao pulpar e periapical (assim como a manutengio ou aumento das lesdes) em dentes
sujeitos a um protocolo de inducao de lesoes periapicais.

3.3.2.1. Controlo negativo pulpar (CNP)

Os dentes extraidos as 3 semanas,apenas para controlo pulpar (4 raizes) apresentavam, de um
modo geral, para além de grandes espagos vazios, a presenca de tecidos em necrose e zonas de infiltra-
do inflamatoério. Em paralelo foi possivel observar grandes areas de tecido fibroso, constituido por uma
rede de fibras de colagénio (mas inexisténcia de fibroblastos viaveis), localizadas preferencialmente no
terco médio e apical e geralmente adjacentes as paredes radiculares (Figura 61,62 e 63).De referir ain-

da a presenca de grandes areas de reabsorgao de origem inflamatoria na superficie radicular externa.

3.3.2.2. Controlo negativo periapical (CNPA)

Todas as raizes, cujo sistema radicular foi infetado e deixado sem qualquer tratamento en-
dodontico, mostraram no final do periodo experimental uma inflamagao periapical com um nivel

de intensidade grave, associada a uma acentuada destruigao dos tecidos periodontais adjacentes.

Em termos radiograficos, podemos referir que, neste grupo (Figura 60), ficou demonstrado
um aumento das lesGes periapicais, das trés para as |8 semanas, traduzido por uma maior area de ra-
diotransparéncia, com paragem do desenvolvimento das paredes radiculares (tanto em comprimen-

to como em espessura), bem como destrui¢ao da lamina dura e sinais radiograficos de apice aberto.

Sob um ponto de vista histolégico, notou-se neste grupo, e em relagio as raizes nao intervenciona-
das,uma paragem do crescimento radicular;a par de uma reduzida espessura tanto da camada de dentina
como do cemento, para além de um apice aberto. De facto, nas figuras 64 e 65, verifica-se uma auséncia de
formagao de novos tecidos mineralizados na parede de todos os canais radiculares,associada a um processo
de degenerescéncia e necrose pulpar,com desenvolvimento frequente de infiltrados inflamatorios graves.

E também essencial referir que a dentina radicular mostrava varias areas de reabsor¢ao nio reparadas.

Os tecidos constituintes da maior parte do ligamento periodontal apresentavam um aspeto
bastante diferente da sua normal arquitetura e organizagao. Com efeito, era evidente um espessa-
mento a custa de um notério aumento do niimero de células e fibras de colagénio, bem como a

presenga de um infiltrado inflamatorio grave.
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Figura 60. Imagens radiograficas de um dente (1° PM Inferior, 4° quadrante, animal identificado com o n° 4) do
grupo do controlo negativo mostrando a interrupgao do seu desenvolvimento radicular. A) Aspeto radiografico
de um apice aberto e lesdo periapical 3 semanas apods a exposi¢ao e disrupgao pulpar. B) Imagem radiografica

do mesmo dente (no final do periodo experimental), mostrando um nitido aumento da lesdo periapical.

Na regido apical e periapical,era também visivel a existéncia de um intenso infiltrado inflamatoério. A
reagao inflamatoria encontrada, tipica de uma periodontite apical crénica,apresentava uma predominancia

de células mononucleadas, linfocitos, com alguns polimorfonucleares e uma grande riqueza de neovasos.

A utilizagao da técnica de coloragao Brown & Brenn nas raizes que constituem o controlo
negativo permitiu demonstrar a presenga de bactérias no limen do canal (Figura 66), nas paredes

da cavidade pulpar e nos tubulos dentinarios (Figura 67).

Foi também possivel observar muitas areas de reabsorgao na ja delgada camada de cemento,sem

qualquer processo de cementogénese associado,bem como a manutengao de um apice aberto (Figura 64).

E de sublinhar ainda a notéria destrui¢do do osso alveolar contiguo a regiao apical, ocupado
por areas de tecido conjuntivo e denso infiltrado inflamatério, com presenca de apenas algumas

trabéculas 6sseas bastante finas.

Em sintese, nas imagens dos controlos negativos periapicais constatamos a presenga de finas
paredes radiculares e grandes areas de reabsorgao dos tecidos radiculares a nivel apical, envolvendo
dentina e cemento, mais pronunciadas junto a emergéncia dos foramina. Por outro lado, era bem

visivel a presenca de um infiltrado inflamatério grave.

As areas normalmente ocupadas por osso alveolar, apresentavam-se maioritariamente for-
madas por tecido conjuntivo laxo e pequenas trabéculas dsseas irregulares e com intensa atividade

osteoclastica.

Os aspetos morfologicos descritos sao compativeis com o desenvolvimento e permanéncia

de intensas lesoes periapicais, confirmando os achados radiologicos.
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Figura 61. Imagem histologica de um controlo negativo pulpar, mostrando na cavidade pulpar grandes areas
vazias, zonas de tecido necrético e inflamatério bem como a presenca de extensa rede de fibras de colagénio.

De notar ainda a existéncia de inlmeras zonas de reabsorgio na superficie externa da parede radicular. (TM).

200um

Figura 62. Maior ampliagdo de uma zona representada na figura anterior, pondo em evidéncia uma rede de

fibras de colagénio. (TM).
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Figura 63. Presenca de fibras de colagénio e areas de infiltrado inflamatério na regido apical de um controlo
negativo pulpar (TM).

Figura 64.Imagem histoldgica de um controlo negativo periapical, mostrando uma raiz de paredes muito finas,

apice aberto e uma reagao inflamatoéria periapical grave. (HE).
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Figura 65. Aspeto tipico de uma lesdo periapical crénica exuberante associada a uma raiz pertencente a um

controlo negativo apical. (HE).

Figura 67. Presenca de bactérias numa das paredes

-

Figura 66. Presenca de grande densidade de bacté-

rias no l[imen de um canal radicular infetado e sem radiculares correspondente a um controlo negativo.
1000X no original (BB).

tratamento. 000X no original (BB).
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3.3.3. Grupo I —Apexificagdo com MTA (n=18)

As imagens radiograficas (Figura 68 A e B), obtidas neste grupo, poem em evidéncia e confir-
mam as obturagdes canalares com MTA que se apresentam com uma densidade e homogeneidade
compativeis com um elevado padrao de qualidade técnica. No entanto, foi detetada uma pequena

extrusao do MTA para os tecidos periapicais em 44 % (8 em 18) das raizes.

Para além disso, foi também possivel verificar, no fim do periodo experimental (Figura 68 A
e B), uma nitida auséncia de lesoes periapicais (inicialmente visiveis), em 94 % (17 em|8) das raizes,
associada a um aumento da espessura das paredes dos canais radiculares e encerramento apical
em 67% (12 em 17) das raizes. De sublinhar, ainda, a presenga de areas radiopacas (Figura 68 B),

certamente relacionadas com a presenga de tecidos duros, adjacentes ao MTA.

Figura 68. Imagem radiografica de um dente (2° PM inferior direito, animal com o n° 4) do
grupo |, submetido a um procedimento de apexificagio com ProRoot® MTA. A) Imagem inicial as
3 semanas, demonstrando a existéncia de grandes lesoes periapicais radiotransparentes. B) Imagem
radiografica no final do periodo experimental, pondo em evidéncia o preenchimento canalar com
MTA, presenca de areas radiopacas adjacentes ao MTA (*), encerramento apical e resolucdo das

lesGes periapicais.

As imagens histoldgicas, correspondentes a este grupo, confirmam que todo o limen dos
canais radiculares estava preenchido com o ProRoot® MTA, sendo praticamente inexistente a pre-

senca de tecidos (mineralizados ou nao) no seu interior.

E de realgar, todavia, que a caracteristica histolégica mais importante deste grupo de raizes
(sujeitas a técnica de apexificagdo), foi a presenca de areas de tecidos mineralizados, recém formados,
adjacentes ao MTA, maioritariamente associados ao encerramento apical. De facto, é visivel (Figura
69) a existéncia de um tecido mineralizado semelhante a cemento celular, adjacente ao MTA, for-
mando uma ponte (entre as paredes radiculares) em cerca de 83% (15 em 18) das raizes, sendo que
9 destas estavam incompletas. E ainda importante assinalar que este tecido apresenta uma perfeita

continuidade e semelhan¢a com o cemento celular presente das zonas periodontais (Figuras 69 e 70).
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De registar também nesta regido, junto a ponte de tecidos mineralizados, a existéncia de uma
zona de tecido conjuntivo representando uma extensao do ligamento periodontal, mantendo com
ele uma continuidade. A espessura e organizagao do ligamento periodontal apresentou-se normal

em 78% (14 em 18) dos casos.

Varias sao as amostras (Figuras 71 a 74) que apresentavam nas zonas periapicais e em pro-
ximidade ao MTA (e/ou pontes atras referidas) grandes areas de tecidos mineralizados constituidas
tanto por cemento celular, como por zonas de dentina, bem como a existéncia de estruturas muito
semelhantes a foramina. Tal como as figuras 75 A e B demostram, é visivel a existéncia de tubulos
dentinarios (contendo alguns prolongamentos odontoblasticos) em perfeita continuidade com uma
matriz mineralizada, onde é possivel identificar a presenga de células com aparéncia nitida de ce-
mentocitos. Também aqui se verifica uma extensdo do ligamento periodontal rodeando estas areas.
Podem também ser observadas estruturas deste tipo separadas da raiz correspondente (Figura 77)
por um espago ocupado por lamelas 6sseas.

De notar que o cemento celular, constituinte do periodonto, atinge na porgao apical destas
raizes uma espessura consideravel (Figura 76), quando em comparagao com a dentina adjacente.

De referir, porém, que mesmo nas situagoes em que houve extrusio do MTA, apenas trés
raizes, nao apresentaram formacgao de tecidos mineralizados, na proximidade do MTA. Nestes casos,
foi possivel observar apenas a presenca de areas de tecido conjuntivo fibroso, por vezes semelhante

ao de uma capsula fibrosa, com ligeiro infiltrado inflamatério.

De registar, por ultimo, a presenca habitual de grupos de macréfagos, contendo particulas
que julgamos ser de MTA, localizados quer no ligamento periodontal (Figura 78 A), quer mesmo nos

espagos medulares (Figura 78 B) entre as trabéculas dsseas.

Pela coloragao de Brown & Brenn nao foi possivel detectar a presenca de bactérias nos cortes

histoldgicos correspondentes a este grupo.

Em sintese, do conjunto de imagens apresentado podemos afirmar que:
* O limen dos canais radiculares encontra-se completamente preenchido com MTA.

* A existéncia de pontes de cemento celular, envolvidas por ligamento periodontal, nas areas

periapicais adjacentes ao MTA.

* A presenca frequente de grandes estruturas constituidas por dentina e cemento situadas, quer
em estreita proximidade e continuidade com as pontes atras referidas, quer separadas por

um espago ocupado por lamelas dsseas localizando-se para apical das raizes correspondentes.
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Figura 69. Imagem de uma raiz do grupo |, submetida a um procedimento de apexificagdo, onde ¢ visivel a
presenca de uma ponte de tecido mineralizado, adjacente ao MTA, rodeada por uma extensao do ligamento

periodontal. (HE).

Figura 70. Maior ampliagdo de uma zona representada na figura anterior, mostrando a ponte (P) de tecido
mineralizado semelhante a cemento celular e a sua continuagdo com o cemento constituinte do periodonto.
Cemento celular (CE), dentina radicular (D) e ligamento periodontal (LP). (HE).

112



Estudo experimental em modelo animal

Figura 71. Aspeto de uma zona periapical pertencente ao grupo |,apresentando para além de um encerramento
apical completo, a presenca na zona apical de uma grande area de tecido mineralizado constituida por cemento
celular e dentina. De notar ainda o seu envolvimento pelo ligamento periodontal. (HE).

Figura 72. Maior ampliagdo de uma zona representada na figura anterior. (HE).
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Figura 73.Imagem de uma zona periapical (grupo |),com extrusio de MTA sendo visivel a presenga de duas grandes
areas de tecido mineralizado constituidas por cemento celular e dentina, envolvidas pelo ligamento periodontal.

Estas formagoes de tecido mineralizado podem também ser observadas na imagem radiografica da figura 68. (HE).

Figura 74. Presenca de grande quantidade de células (cementdcitos), que caracterizam a maioria das areas teci-
dulares de formagio recente, adjacentes ao MTA, representadas na figura anterior. E também visivel o ligamento

periodontal e alguns foramina apicais. (HE).
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Figura 75. Existéncia de tubulos dentinarios (T) observados em muitas das areas constituintes dos tecidos

duros recém formados representados nas figuras 71 e 73. A) Corte transversal B) Corte longitudinal. (HE).

Figura 76.Maior ampliagio de uma zona representada na figura 73, pondo em evidéncia a consideravel espessura

do cemento celular periodontal (CE) quando em comparagio com a dentina adjacente (D). (HE).
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i

Figura 77.lmagem de uma estrutura mineralizada(*) localizada para apical da raiz dentéria rodeada por ligamento

periodontal e separada da raiz correspondente por areas ocupadas por trabéculas sseas. (HE).

Figura 78 . Aspeto de uma grande densidade de macroéfagos contendo particulas de MTA localizados no liga-

mento periodontal (A) e no espago medular entre as trabéculas 6sseas(B). (HE).

16



Estudo experimental em modelo animal

3.3.4. Grupos experimentais com matrizes

Antes de uma descrigdo pormenorizada de cada um dos grupos pareceu-nos vantajoso tecer
algumas consideragdes de caracter geral, apresentando alguns aspetos comuns a todos os grupos

experimentais com matrizes.

Nos grupos experimentais em que foram aplicadas as matrizes atras descritas (grupos 2, 3,
4), num total de 57 raizes, foi possivel confirmar radiograficamente, na grande maioria dos casos, a
existéncia de uma barreira cervical de MTA adequada e bastante satisfatoria. Verificou-se também
uma evolugio positiva no sentido da resolugio da radiotransparéncia apical em 84% (48 em 57) das
raizes, um aumento da espessura das suas paredes radiculares em 77,2 % (44 em 57) e um encerra-
mento apical parcial e/ou completo em 70,2% (40 em 57) das situagoes estudadas.

Histologicamente foi possivel observar no espago canalar; apical ao MTA, e na generalidade dos
casos (Figuras 79 e 80), areas de tecido conjuntivo bastante vascularizado, bem como a presenca de
tecidos mineralizados com diferentes caracteristicas e localizages. De facto, ¢ visivel, com frequéncia,
a existéncia de um tecido mineralizado com uma organizagao histolégica semelhante a cemento
celular (Figuras 81 a 84), formado em aposicio a parede dentinaria. A medida que se caminha para

coronal a espessura desta camada de cemento vai diminuindo.

E impossivel deixar de realcar as interessantes imagens de dentina revestida bilateralmente por
cemento (Figuras 81 e 83), que poderemos referenciar como cemento intracanalar e extracanalar. De
acentuar, no entanto, que a camada de cemento intracanalar e de dentina se encontram, por vezes,
destacadas uma da outra (Figura 82), verificando-se um pequeno espago entre ambas, que pode ser
entendido como um artefacto. De sublinhar também (Figuras 79 e 84) a existéncia de uma perfeita
continuidade entre este novo tecido mineralizado de formagao recente, cemento intracanalar, com

o cemento constituinte do periodonto ja existente.

Habitualmente disperso no limen do canal e geralmente mais afastado das paredes dentinarias,
foi frequentemente encontrado nestes grupos a presenca de areas de tecido mineralizado (Figuras
80, 81 e 84) com caracteristicas de tecido dsseo (intensa vascularizagdo, grande densidade celular
e alguns sistemas de Havers), que muitas vezes apresentam continuidade com as trabéculas osseas

que formam a parede alveolar da regiao periapical.

Um aspeto que nos parece importante registar € a presenga quase constante de estruturas
mineralizadas (Figura 84 e 86), circundadas por ligamento periodontal, contendo restos epiteliais
de Malassez, situadas a uma certa distancia das raizes dentarias correspondentes. Estas areas de
tecido mineralizado sdo essencialmente constituidas por cemento celular e dentina, mostrando uma
composicdo em tudo idéntica as paredes da regido apical de qualquer raiz, incluindo a presenga de
foramina. Estas formagoes bastante semelhantes as descritas no grupo do MTA, parecem posicionar-

-se ao nivel do local estimado para a formagao do seu apice.
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Com efeito, estas estruturas parecem representar o desenvolvimento de um apice radicular
totalmente (Figuras 85) ou parcialmente (Figura 109) separado da restante raiz correspondente,
dependendo da sua ligagdo ou ndo a uma das paredes radiculares. O espago entre estas formagoes e a

por¢ao mais apical da raiz correspondente esta, na maior parte dos casos, ocupado por lamelas sseas.

Um facto, que ndo podemos deixar de referir e ilustrar, prende-se com a frequéncia com
que encontramos células macrofagicas, habitualmente com uma localizagio perivascular, contendo
particulas, que julgamos ser de MTA, presentes quer na cavidade pulpar (Figuras 87 e 88) quer no

ligamento periodontal e até mesmo nos espagos medulares entre as trabéculas dsseas.

Relativamente a existéncia de bactérias nio foi possivel detectar de forma clara a sua presenca

em todos os grupos experimentais com matrizes, com excegao de dois cortes pertencentes ao grupo 3.

Feitas estas consideragdes de carater geral,achamos por bem proceder a uma descrigao mais

detalhada dos resultados obtidos em cada um dos grupos.

Figura 79. Aspeto de uma raiz do grupo 4, mostrando Figura 80.Imagem de uma raiz do grupo 2 (coagulo),
no espago canalar, para além de parte residual da ma- mostrando no espago canalar para além de tecido
triz de P:CS (M), a existéncia de areas de tecido con- conjuntivo laxo, intensamente vascularizado, zonas
juntivo laxo com intensa vascularizagio e a presenga ocupadas por tecidos mineralizados com caracteristi-
de um tecido mineralizado semelhante a cemento cas de tecido 6sseo (I0). E também visivel a presenca
celular(Cl), em aposi¢ao a parede dentinaria. (HE). de cemento celular (Cl) adjacente a dentina. (HE).
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Figura 81. Presenca no espago canalar de uma raiz do grupo 2 de areas de tecido conjuntivo bastante
vascularizado(V), areas de tecido 6sseo (IO), extensdes do ligamento periodontal (LP) e areas de cemento
celular (Cl) em aposicio a face interna da parede dentinaria (D). Sao visiveis também zonas de cemento celular
na face externa da dentina (CE) e de ligamento periodontal (LP). (HE).

Figura 82.lmagem histoldgica de uma raiz do grupo 3, mostrando um tecido mineralizado, semelhante a cemento
celular (Cl) formado em justaposicio 4 dentina (D). E de sublinhar, porém, que estes dois tecidos (cemento
e dentina) se encontram destacados um do outro, verificando-se um pequeno espago entre ambos. E ainda
possivel identificar uma area de tecido conjuntivo, considerado como uma extensio do ligamento periodontal
(LP) adjacente ao cemento celular (Cl). De notar também a presenga de uma pequena zona de cemento (CE)
e de ligamento periodontal (LP). (HE).
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Figura 83. Imagem de uma raiz do grupo 4, com uma zona de dentina (D), revestida bilateralmente
por cemento celular, que podemos referir como intracanalar (Cl) e extracanalar(CE). E também visivel parte

do ligamento periodontal (LP). (HE).

Figura 84. Presenca de areas de tecido 6sseo (IO) no limen do canal (regido central) mostrando, numa raiz
do grupo 2, algumas zonas de tecido ésseo imaturo (verde) e tecido 6sseo lamelar(vermelho). E ainda possivel
observar (na periferia) a existéncia de areas de cemento celular (Cl) adjacentes a dentina em perfeita con-
tinuidade (seta) com o cemento do periodonto (CE). O restante espago canalar esta preenchido por tecido

conjuntivo laxo muito vascularizado (V). (TM).
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Figura 85. Presenca de varias estruturas mineralizadas (*), circundadas por ligamento periodontal, situadas para
apical das raizes dentérias correspondentes. A) Raiz do grupo 2, B) raiz do grupo 3 e C) raiz do grupo 4. (HE).

Figura 86.lmagem de uma formagao constituida essencialmente por cemento celular e circundada por ligamento

periodontal e osso alveolar; localizada a uma certa distancia de uma raiz dentéria de apice aberto do grupo 3. (HE).
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Figura 87. Aspeto de uma grande densidade de macréfagos (contendo particulas de MTA) localizados na ca-
vidade pulpar de uma raiz do grupo 4. Na parede radicular é também visivel a habitual presenga de cemento

celular adjacente a dentina (HE).

Figura 88. Maior ampliagdo de duas zonas (A) e (B) representadas na imagem anterior. (HE).
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3.3.4.1. Grupo 2 — Coagulo sanguineo (n=19)

O conjunto de imagens radiograficas correspondente a este grupo experimental (Figura 89)
demonstrou, na grande maioria dos casos (74%, 14/10), o aumento da espessura das paredes radi-
culares. De notar, também, a auséncia de lesGes periapicais em 79% (15/19) dos casos em estudo, a
sua significativa diminuicdo em trés outros casos, verificando-se, apenas num caso, um aumento da

radiotransparéncia periapical.

Foi observado um encerramento apical completo em 42% (8 /19) dos casos, verificando-se
um encerramento apical parcial em 32% (6/19) dos casos. As restantes raizes nao apresentaram

sinais radiograficos de um encerramento apical.

A figura 99 pretende estabelecer um paralelismo entre uma analise radioldgica e histolégica
do mesmo dente (3°PM superior, 1° quadrante, animal identificado com o n°® 3) correspondente a
imagem histolégica da figura 98, demostrando o seu eficaz processo de crescimento e maturagao

radicular durante o periodo experimental.

Figura 89.Imagens radiograficas de um dente (3°PM inferior, 4° quadrante, animal identificado com o n° 1) do
grupo 2. A) Aspeto radiografico de um apice aberto e lesdo periapical na fase inicial do periodo experimental.
B) Imagem radiografica do mesmo dente no final do periodo experimental, mostrando resolugao da lesao

periapical, ligeiro aumento da espessura das paredes radiculares e encerramento apical (¥).

Nas raizes em que foi estimulado um procedimento de revascularizagao através da indugao
de uma hemorragia apical e desenvolvimento de um coagulo sanguineo, foi possivel identificar no
espago canalar subjacente ao MTA (Figuras 80, 81, 84, e 90) a presenca de areas de tecido conjun-
tivo laxo intensamente vascularizadas e zonas ocupadas por tecidos mineralizados com diferentes

caracteristicas e localizagoes.
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Como ja foi referido, € notéria a existéncia de um tecido mineralizado em tudo semelhante
a cemento celular, formado em aposicao a face interna da dentina radicular, sendo mesmo possivel
observar a sua continuidade (Figura 84 e 91) com as zonas de cemento periodontal. Por outro lado,
nos casos em que houve formagao de uma ponte subjacente ao MTA (Figura 98 e 100, 104 e 105),
podem também verificar-se zonas de continuidade entre esta ponte mineralizada (constituida por

cemento e dentina) e o cemento justaposto a dentina.

E de sublinhar, porém, que estes dois tecidos, cemento e dentina, se encontram muitas vezes
destacados um do outro (Figura 92A), verificando-se um espago entre ambos. Este aspeto podera
ficar a dever-se a artefactos decorrentes do processamento histoldgico, pois como é possivel ob-
servar nesta figura, nota-se uma perfeita correspondéncia entre as interfaces destes dois tecidos.
No entanto, nao sera de excluir uma certa fragilidade na sua ligagao/coesao, resultante da sua dife-
rente constituicao e diferentes periodos de formagao. Parece-nos ainda importante referir que este
espaco se encontra localizado nas areas habitualmente correspondentes a pré-dentina, sendo de
realgar a curiosa e original imagem representada na figura 92B. De facto, nota-se nesta figura uma
perfeita continuidade entre este espago e uma regido conservada de pré-dentina junto ao cemento
recém formado/neoformado, sendo muito raro encontrar pré-dentina (Figura 93) na interface entre

dentina e cemento.

Adjacente ao cemento recém formado, sobretudo na regiao apical, é visivel a presenga de um
tecido conjuntivo com caracteristicas muito semelhantes ao ligamento periodontal, verificando-se

também (Figura 94 A) uma continuidade com esta estrutura.

De registar, no entanto, que a medida que caminhamos para coronal vai diminuindo a den-

sidade celular e fibrilar apresentando-se gradualmente como um tecido conjuntivo bastante laxo.

De notar que foram encontradas imagens sugestivas de restos epiteliais de Malassez (Fi-
gura 94B) nestas zonas do ligamento periodontal de localizagio intracanalar, como muito maior
frequéncia nas regices mais apicais. Estas observacoes, devido ao seu carater inesperado e surpre-
endente, foram posteriormente confirmadas por imunocitoquimica (Figura 95), com anticorpos
anti-queratina, ficando assim demonstrado tratar-se, mesmo, da presenga de restos epiteliais de

Malassez.

Ainda no canal radicular podem ser identificadas (Figura 96 e 37) varias areas de tecido
mineralizado, por vezes bastantes extensas, dispersas no l[imen pulpar, com uma localizagao mais
interna, quando consideradas em relagao ao cemento e ligamento intracanalar atras descritos. Estas
regides apresentam nitidas caracteristicas de tecido 6sseo, mostrando uma intensa vascularizagao,
grande densidade celular e alguns sistemas de Havers. Importa também referir a existéncia de re-
gides de tecido dsseo imaturo, facilmente identificado pela sua diferente coloragao, apresentando

frequentemente processo de remodelagao ativa.
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Muitas vezes ¢é ainda possivel observar a continuidade deste tecido 6sseo (Figuras 85A, 96

e 97) de formagao recente, com o tecido 6sseo constituinte da parede alveolar.

Também, nao € invulgar encontrar uma continuidade entre estes dois tecidos, cemento celular

e tecido dsseo.

De sublinhar, a existéncia de grandes areas de tecido conjuntivo laxo, muito vascularizadas
e inervadas preenchendo os espagos entre os tecido mineralizados, ocupando no seu conjunto a
maior area da cavidade pulpar. Nestas regices (Figura 98, 101, 102 e 103) pudémos encontrar, por
vezes (em 4 dos casos estudados), a presenga de uma extensa camada de células odontoblasticas
adjacente a uma zona de pré-dentina e dentina recém formada, que consideramos como uma area
em que se verificou um verdadeiro processo de regeneragio do complexo pulpo-dentinario. Este
facto, foi maioritariamente observado em apenas uma das paredes dentinarias. Contudo, nunca foi
encontrada uma cavidade pulpar completamente regenerada e revestida na sua totalidade por células

odontoblasticas.

Nao queremos terminar a descrigao dos resultados histologicos deste grupo experimental
sem apresentar algumas imagens (Figuras 90, 98 e 99) que ilustram um completo encerramento

apical e um eficaz processo de crescimento e maturagao radicular durante o periodo experimental.

Em sintese, do conjunto de imagens apresentado podemos afirmar que apesar de encontrar-
mos, com grande frequéncia, o espago canalar novamente preenchido por grande areas de tecido
conjuntivo laxo com grande vascularizagao foi notéria na cavidade pulpar a presenca de tecidos

mineralizados.

De entre estes tecidos destaca-se por um lado a formagdo de cemento celular em aposigio a
face interna da dentina, geralmente acompanhado por um tecido conjuntivo semelhante ao ligamento
periodontal (contendo alguns restos epiteliais de Malassez) bem como, varias areas de tecido 6sseo
por vezes bastante extensas dispersas no [iUmen canal.

Ainda que nao tenha sido encontrada nenhuma cavidade pulpar completamente regenerada
foi possivel observar por vezes a presenga de uma camada extensa de células odontoblasticas, adja-
cente a zonas de pré-dentina e dentina formando um eficaz complexo pulpo-dentinario, para além

de muitas situagoes de encerramento apical completo e crescimento radicular.
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Figura 90. Aspeto de uma raiz do grupo 2, (coagulo sanguineo) mostrando no espago canalar a presenca de areas de
tecido conjuntivo laxo, intensa vascularizagiao e zonas ocupadas por um tecido mineralizado formado em aposigao

a dentina (que vai diminuindo de espessura para coronal). E também visivel um completo encerramento apical. (HE).

Figura 91.Presenca de um tecido mineralizado em tudo semelhante a cemento celular (Cl),formado em justaposicdo a
face interna da dentina (D) e a sua continuidade com o cemento periodontal (CE).E também possivel observar parte do

ligamento periodontal (LP) com alguns restos epiteliais de Malassez (seta) e tecido 6sseo (O) da parede alveolar.(TM).
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Figura 92. A) Existéncia de um pequeno espago separando o cemento intracanalar (Cl) da dentina (D), notando-
-se no entanto uma perfeita correspondéncia nas interfaces destes dois tecidos. (HE). B) E possivel observar

uma continuidade entre este espago e uma regido conservada de pré-dentina (TM).

Figura 93. Presenca de pré-dentina (PD) na interface entre dentina (D) e cemento intracanalar (Cl). E também

visivel uma camada de cementoblastos e cementdide, na periferia do cemento. (TM).
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Figura 94. A) Presenca no espago pulpar de um tecido conjuntivo (*), adjacente ao cemento intracanalar (Cl)
com caracteristicas muito semelhantes ao ligamento periodontal, verificando-se uma perfeita continuidade
(seta azul) com esta estrutura. E também possivel verificar a continuidade (seta preta) entre o tecido 6sseo
formado no ltmen pulpar e o tecido 6sseo constituinte da parede alveolar. (HE). B) Imagem sugestiva de restos
epiteliais de Malassez localizados no ligamento periodontal junto ao cemento presente no espago intracanalar.

Sdo também visiveis algumas fibras de Sharpey. (HE).

Figura 95. A) Demonstragiao por imunocitoquimica (com anticorpos anti-queratina) da existéncia de restos
epiteliais de Malassez (setas), junto ao cemento intracelular e extracelular. E ainda visivel uma area de dentina
(D) e uma pequena separagao entre este tecido e o cemento intracanalar (Cl). B) Maior ampliagio de uma
zona representada em A) pondo em evidéncia para além de restos epiteliais de Malassez, a constituigdo his-

toldgica (presenga de cementocitos) do cemento celular intracanalar (Cl) e a presenga de fibras de Sharpey.
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Figura 96. Presenca de varias areas de tecido 6sseo (IO) dispersas no limen pulpar, com uma localizagdo mais

interna quando consideradas em relagdo ao cemento intracanalar (Cl). (HE).

Figura 97. Maior ampliagdo de duas zonas representadas na figura 80 mostrando: A) algumas areas de tecido

Ssseo imaturo (*) rodeadas de tecido dsseo lamelar. E ainda possivel observar a existéncia de areas de cemento
celular (Cl) adjacentes a dentina, para além de uma intensa vascularizagiao. B) Observa-se a continuidade entre
o tecido 6sseo da parede alveolar e o tecido dsseo da cavidade pulpar. (HE).
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Figura 98. Corte mesiodistal de duas raizes (A) e (B) de um dente do grupo 2, no final do periodo experi-
mental, sendo visivel um apice fechado e miltiplos foramina. E de sublinhar ainda a existéncia de grandes areas
de tecido conjuntivo laxo, muito vascularizadas, ocupando a cavidade pulpar; subjacente a uma ponte de tecido
mineralizado (P), junto a0 MTA. E também possivel observar a presenca de uma extensa camada de células

odontoblasticas (seta), revestindo uma grande superficie da parede dentinaria. (HE).

Io

Figura 99.Imagens radiograficas de um dente (3°PM superior, |° quadrante,animal n® 4). A) Imagem inicial as 3
semanas, mostrando apice aberto e finas paredes radiculares B) Imagem do mesmo dente no final do periodo
experimental, evidenciando um aumento da espessura das paredes radiculares, encerramento apical e a presenga

de pontes radiopacas (seta branca) adjacente ao MTA observadas histologicamente nas figuras 100, 104 e 105.
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Figura 100. Maior ampliagao de uma zona representada na figura 98, mostrando uma ponte (P) completa (sub-
jacente ao MTA) constituida essencialmente por cemento celular, ligando as paredes radiculares. E ainda visivel

a sua continuidade com o cemento aposicionado a dentina. (HE).

Figura 101.Imagens de uma raiz (2°PM superior, 2° quadrante, animal n® 2) do grupo 2, no final do periodo
experimental, sendo visivel a deposicdo de uma camada adicional de dentina, adjacente a dentina primaria e
secundaria). A (HE) e B (TM).
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Figura 102. Maior ampliagdo de uma zona representada na figura 101B, mostrando de uma camada de células
odontoblasticas e de pré-dentina (PD), adjacente a uma zona de dentina (D) recém formada. (TM).
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Figura 103. Aspeto da transigao entre dentina (D) e cemento (C) observada na parede dentindria oposta a da
figura anterior. (TM).
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Figura 104. A) Presenga de uma ponte subjacente ao MTA, ligando a dentina da parede radicular (a esquerda)
ao cemento intracanalar da parede radicular (a direita). B) Maior ampliagdo de uma zona representada na figura
104A, mostrando com mais pormenor a constituigdo histolégica desta ponte: cemento celular (Cl), Dentina
(D), pré-dentina (PD) e odontoblastos (O) adjacentes. (HE).

Figura 105. Aspeto de uma area de perfeito contacto e continuidade entre a ponte (P) formada junto aoc MTA
e o cemento celular (Cl) formado em aposicio 4 dentina radicular. E ainda visivel na zona de transi¢io uma

regido constituida por dentina (D), pré-dentina (PD) e odontoblastos(O). (HE).
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3.3.4.2. Grupo 3 — Hialuronato de sédio/quitosano (N=19)

Este grupo experimental apresenta aspetos basicos comuns ao grupo anterior, mas com
menor eficacia e exuberancia, revelando algumas particularidades decorrente da aplicagao da matriz

de hialuronato de so6dio/quitosano (HA:CS) utilizada.

As imagens radiograficas correspondentes a este grupo experimental (Figura 106) demons-
traram também na grande maioria dos casos, 79% (15 em19 das raizes), um aumento da espessura
das paredes radiculares e resolucdo das lesGes periapicais radiotransparentes em 47% (9 em 19)
dos casos. Em termos de encerramento apical apenas 21% das raizes apresentaram encerramento

completo, observando-se encerramento parcial em 42 % das situagdes em estudo.

Figura 106. Imagens radiograficas de um dente (3°PM Inferior, 3° quadrante, animal com o n° 2) do grupo 3,
mostrando em A) um dapice aberto e lesGes periapicais (fase inicial do periodo experimental). B) Imagem radio-
grafica do mesmo dente (no final do periodo experimental) apresentando um encerramento apical. E também
visivel a presenca uma estrutura radiopaca (*) localizada para apical do 4pice da respetiva raiz, correspondendo

a uma estrutura histoldgica mineralizada representada na figura 86.

Nas observagoes histologicas foi facilmente identificavel (Figura 107) a presenca de grandes
areas ocupadas pela matriz atras referida (HA:CS). Foi frequente também encontrar tecidos mine-
ralizados semelhantes a cemento, rodeando as areas de matriz. Neste dmbito pareceu-nos também
interessante apresentar algumas imagens histoldgicas em paralelo com as imagens radiograficas.
Com efeito, a regido ocupada por grandes areas de matriz rodeadas de cemento, visivel na figura

107, parece corresponder a uma zona radiograficamente mais opaca observada na figura 108 B.

E de salientar a existéncia na cavidade pulpar de grandes quantidades de tecido conjuntivo
laxo, muito vascularizado e com um certo grau de hiperémia, apresentando ainda um certo reforgo

de células inflamatorias, considerado como moderado em 42% dos casos.

Relativamente a formagao de novos tecidos mineralizados, temos a considerar a presenga

de cemento celular em intima aposi¢ao a dentina e ainda em redor de areas de matriz de HA:CS
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(Figura 42 e 43). Foi mesmo possivel detectar areas de contacto e continuidade entre estas duas
regices. Com efeito, tal como a Figura 44 mostra, existe uma perfeita continuidade entre o cemento

adjacente a dentina e o cemento que envolve certas zonas da matriz.

E ainda visivel no canalar radicular a presenca de um tecido conjuntivo e restos epiteliais de
Malassez com caracteristicas semelhantes ao ligamento periodontal, verificando-se também uma
continuidade com esta estrutura. Relativamente a espessura do ligamento periodontal importa
referir um moderado aumento da sua espessura em 47% dos casos.

Foram frequentemente detetadas areas de tecido mineralizado, com caracteristicas de tecido
osseo (Figura 45), com intensos processos de remodelagao, mostrando muitas zonas de continuidade
com as trabéculas 6sseas da parede alveolar.

E também impossivel deixar de chamar a atengio para a presenca de regides de cemento
celular reparando areas de reabsorgido de dentina. Com efeito, como a figura 46 A e B pode demons-
trar, é facilmente identificavel a presenga de areas de cemento celular ocupando areas de dentina
previamente reabsorvidas. De realcar na figura 46 A, a existéncia de zonas de reabsorgao localizadas
tanto na vertente externa como na interna da parede dentinaria, reparadas por cemento celular. Nas
zonas de reabsorgao e posterior reparagao parece existir uma melhor interagao entre estes dois

tecidos nao se verificando com tanta frequéncia, nas laminas histoldgicas, a sua separagao.

De registar ainda em alguns casos o facto da matriz ocupar grande parte da cavidade pulpar
(Figura 47), parecendo impedir a sua revascularizagao e a formagao e manutengio de outros tecidos
no espago canalar. Nestas situagoes (em que a matriz preenche a maioria do espago canalar) pode
observar-se a formagao de pontes de cemento celular (Figura 24 B e 47) semelhantes, tanto em cons-

tituicao como em localizagao, as pontes formadas,aquando dos processos de apexificagaio com MTA.

Finalmente, algumas imagens de situagdes (Figuras 48 e 49) em que consideramos verificar-se

um encerramento apical completo.

Em sintese, do conjunto de imagens apresentado facilmente se verifica a presenca de grandes
areas ocupadas pela matriz (HA:CS), frequentemente rodeadas por cemento celular, bem como
grandes quantidades de tecido conjuntivo laxo bastante vascularizado, mas apresentando um certo
reforgo inflamatério. Neste contexto importa referir que nos casos em que a matriz ocupou a
grande maioria da cavidade pulpar foi possivel observar a formagao de pontes em tudo semelhantes

as verificadas aquando dos processos de apexificagao pelo MTA.

Para além da existéncia de cemento celular em intima aposi¢ao a dentina (com menor es-
pessura do que o grupo anterior), foi possivel observar com frequéncia regides de cemento celular

reparando areas de reabsorgdo de dentina, tanto na sua vertente externa como na interna.

De registar também a existéncia de areas de tecido 6sseo (ainda que em menor quantidade
que no grupo 2) e algumas zonas de tecido conjuntivo, com caracteristicas semelhantes ao ligamento

periodontal com restos epiteliais de Malassez.

O encerramento apical completo verificou-se apenas em quatro casos.
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Figura 107. Presenca no espago canalar de grandes areas de matriz de HA:CS (M) frequentemente rodeadas
por tecido mineralizado, subjacente ao qual podemos encontrar tecido conjuntivo laxo, muito vascularizado,

cemento celular em intima aposi¢ao a dentina e grandes quantidades de tecido 6sseo. (HE).

Figura 108. Imagens radiograficas de um dente (4°PM inferior, 4° quadrante, animal com o n°l) do grupo 3,
mostrando em A) um apice aberto e lesdo periapical na fase inicial do periodo experimental. B) Presenca de
uma area mais radiopaca (*) na raiz mesial certamente correspondente a uma zona ocupada por matriz rodeada

de cemento representada histologicamente na figura 107.
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Figura 109 . Presenca de zonas de cemento celular (Cl) quer rodeando uma grande area de matriz de HA:CS
(M) quer em aposicio a dentina. E também visivel na cavidade pulpar a existéncia de tecido conjuntivo laxo

vascularizado. (HE).

Figura 110. Existéncia de pequenas areas de matriz de HA:CS (M) dispersas no limen do canal rodeadas por
cemento celular (CI). (HE).
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Figura I'11. Aspeto histoldgico de uma area de continuidade entre o cemento (Cl) adjacente a dentina (D) e
o cemento que envolve certas zonas da matriz de HA:CS (M). (HE).

Figura 112.Presenca de trabéculas de tecido 6sseo, no limen da cavidade pulpar,com intensos e visiveis processos

de remodelagdo 6ssea, caracterizados por uma reabsorg¢io osteoclastica (*¥) e formagao osteoblastica (seta). (HE)
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Figura 113. Presenca de areas de cemento celular reparando zonas de reabsor¢io dentinaria: A) localizadas
tanto na vertente externa (CE) como na interna (Cl) da parede dentinaria, B) situadas apenas na face interna
da parede dentinaria. Cemento periodontal (CE), dentina (D), cemento intracanalar (Cl). (HE).

Figura | 14.Imagem de uma raiz do grupo 3 mostrando um encerramento apical completo mas com a presenga de
matriz (M) ocupando grande parte da cavidade pulpar e auséncia de formagio de novos tecidos no seu interior.
De notar, ainda, a existéncia de uma camada de cemento celular (CE) rodeando por completo o apice. (HE).
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Figura | 15.Imagem de uma raiz do grupo 3 mostrando um encerramento apical completo. E de notar na cavidade
pulpar a existéncia de grandes quantidades de tecido conjuntivo laxo, muito vascularizado, com um certo refor-
o de infiltrado inflamatério. E também visivel um aumento da espessura do ligamento periodontal (LP). (HE).

Figura 116. Aspeto de uma raiz do grupo 3 apresentando um encerramento apical completo e presenca de
cemento celular localizado na face interna da dentina, bem como rodeando pequenas dreas de matriz de HA:CS

(M). De notar, algumas zonas de continuidade entre as diferentes localizagbes deste tecido. (HE).
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3.3.4.3. Grupo 4 — Pectina/quitosano (n=19)

Este grupo com aspetos semelhantes aos ja descritos, revelou também algumas particula-

ridades decorrentes (Figura |117), certamente, da presenga da matriz de pectina/quitosano (P:CS).

As imagens radiograficas correspondentes a este grupo experimental demonstraram também
na grande maioria dos casos, 79% (15 em19,) um aumento da espessura das paredes radiculares. Foi
ainda possivel identificar em 58% das raizes (1| em 19) a resolugao das lesGes periapicais radiotrans-
parentes, no final do periodo experimental. O encerramento apical completo verificou-se em 37% dos

casos, observando-se um encerramento parcial também em 37 % das raizes e auséncia nas restantes.

Figura 117.Imagens radiograficas de um dente (4°PM inferior, 3° quadrante, animal com o n° 4) do grupo 4. A)
Apice aberto e lesdo periapical observado na fase inicial do periodo experimental. B) Imagem do mesmo dente
no final do periodo experimental mostrando a persisténcia de uma zona radiotransparente, correspondente a

uma lesdo periapical crénica, na raiz mesial e um encerramento apical completo na raiz distal.

Nas laminas histologicas foi também facilmente identificavel a presenca no espago canalar de
grandes areas ocupadas por matriz de P:CS (Figuras 118 e 119), estando no entanto escassamente
rodeadas por tecidos mineralizados. De facto, sé muito raramente se consegue observar a existéncia
de tecido mineralizado adjacente as areas de matriz (P:CS) e quando presente (Figura |19) mostra

uma pequena espessura.

Na cavidade pulpar é visivel a existéncia de grandes quantidades de tecido conjuntivo laxo,

rico em vasos e nervos (Figura 125) e com raras zonas de infiltrado inflamatério.
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Relativamente a formagao de novos tecidos mineralizados temos a considerar a presenga, em
I5 dos 19 casos estudados, de grandes areas de cemento celular em intima aposicao a face interna
da dentina. Também na figura |18 facilmente se identifica a existéncia de zonas de cemento celular

formadas em aposicao a dentina (face interna), particularmente evidentes na porgao apical.

Nas figuras 120 e 122 é possivel observar a existéncia de uma grande area de dentina terci-
aria, caracterizada pela presenga de menor niumero de tubulos, com maior desorganizagio, fazendo
protrusao para a cavidade pulpar. Esta dentina terciaria apresenta uma perfeita continuidade (Figuras
123 e 124) com a camada de cemento celular intracanalar anteriormente referida. De notar que,
no lado oposto e ao mesmo nivel, a parede dentinaria encontra-se revestida por cemento celular

intracanalar, vindo desde a zona apical.

Foram também detetadas areas de tecido 6sseo (Figuras | 18B, 120) mas com muito menor
frequéncia e em menor quantidade do que em qualquer um dos grupos anteriores tratados com

matrizes.

Em relagdo ao encerramento apical, a frequéncia de encerramento total e parcial nao foi
significativamente diferente dos demais grupos. Neste ambito e do mesmo modo que no grupo 3,
foi possivel observar também a formagao de pontes de cemento celular (Figura 85 C) muito seme-

Ihantes, as pontes formadas aquando dos processos de apexificagao com MTA.

Por ultimo importa referir, também neste grupo, a existéncia de estruturas mineralizadas,
circundadas por ligamento periodontal (Figuras 126 e 127) situadas a uma certa distancia, das raizes
dentarias correspondentes. Estas formagoes sao essencialmente constituidas por cemento celular e
dentina, mostrando uma composigao em tudo idéntica as paredes da regido apical de qualquer raiz,

incluindo a presenca de foramina.

Em sintese, do conjunto de imagens ha a assinalar a existéncia no espago canalar de grandes

areas ocupadas por matriz de P:CS, embora escassamente rodeadas por tecido mineralizado.

Na cavidade pulpar encontramos grandes quantidades de tecido conjuntivo laxo, muito vas-
cularizado e com raras zonas de infiltrado inflamatério, para além de areas de cemento celular em

aposicao a face interna da dentina.

Foi possivel identificar, também, a existéncia de pontes de cemento celular semelhantes,
tanto em constituigdo como em localizagao, as pontes formadas pelo MTA, aquando dos processos
de apexificagao, situagao que se verificou apenas quando a matriz preencheu a quase totalidade do

espago canalar.

As areas ocupadas por tecido 6sseo, foram detetadas com muito menor frequéncia e quan-

tidade do que nos grupos 2 e 3.
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Figura | 18. Aspeto de uma raiz do grupo 4, mostrando em A) areas de matriz residual, grandes quantidades de
tecido conjuntivo laxo muito vascularizado e zonas de cemento formadas em aposi¢do a dentina. B) Imagem
semelhante a anterior (mas correspondente a outra raiz) sendo mais visivel a localizagdo dos tecidos minera-

lizados, presentes no limen, na parede e no apice radicular. (HE) .

Figura 119. Maiores ampliagdes de zonas representadas na figura | |8A, pondo em evidéncia a reduzida quan-

tidade de cemento adjacente as areas de matriz de P:CS. (HE) .
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Figura 120. Corte proximal da raiz distal do 3°PM
superior (2° quadrante, animal com o n° 3) do grupo
4 (no final do periodo experimental) pondo em evi-
déncia no espago canalar, uma grande area de matriz

de P:CS (M), junto ao MTA, bem como tecido con-

juntivo laxo e algumas regides de tecido 6sseo (1O).

E ainda possivel observar (DT) a presenca de uma

grande area de dentina terciaria, fazendo protrusao

para a cavidade pulpar. (HE).

Figura 121 .Imagens radiograficas do mesmo dente
representado na figura 120. A) Aspeto inicial as 3
semanas, mostrando apice aberto e finas paredes
radiculares. B) Imagem no final do periodo expe-
rimental, evidenciando aumento da espessura das
paredes radiculares (seta).

Figura 122. Maior ampliagdo de uma zona representada na figura 120 mostrando a constituigdo histologica da

dentina tercidria (DT),de uma area de pré-dentina (*) e da camada odontoblastica (seta) adjacente. A) HE e B)TM.
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Figura 123. Continuidade e justaposi¢ao da camada de dentina terciaria (DT) com o cemento celular intracanalar
(ClI), localizado na zona apical. Cavidade pulpar (P) e ligamento periodontal (LP). (TM).

Figura |124. Maior ampliagdo de uma zona representa- Figura 125. Maiores ampliagSes de zonas representa-
da na figura anterior, mostrando com mais pormenor das na figura 120 mostrando a presenca de estruturas
o cemento intracanalar (Cl) e dentina (D). (TM). nervosas (N) e vasculares (V) na porgao mais coronal

da cavidade pulpar. (TM).
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Figura 126. Aspeto de uma formagao constituida por cemento celular (CE) e dentina(D), circundada por
ligamento periodontal (LP) e osso alveolar (O), localizada para apical da raiz distal do 3°PM inferior direito do

grupo 4. A) Imagem histoldgica, (TM). B) Imagem de radioldgica (¥).

Figura 127. Maiores ampliagSes de zonas representadas na figura 126A pondo em evidéncia a sua constitui¢ao
histologica: cemento celular (CE) e dentina (D). (TM).
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3.4. Analise estatistica univariada

3.4.1. Avdliagdo radiolégica

A anilise radiografica permitiu demonstrar (Tabela 6), na maioria dos casos pertencentes aos
quatro grupos experimentais (| a 4), uma diminuicio e/ou resolucdo da radiotransparéncia periapical,

um aumento da espessura das raizes e encerramento apical.

3.4.1.1.Resolugdo de lesbes periapicais radiotransparentes

Apbs o periodo experimental, 69,3 % das raizes dos quatro grupos experimentais nio apresen-
tavam evidéncia radiografica de lesao periapical. De referir que 18,7% das restantes raizes mostravam
sinais radiograficos de melhoria, ou seja redugdo do tamanho da lesio inicial. Relativamente a esta
varidvel, foram observadas diferencas estatisticamente significativas (C%(3) = | 1,768;p=0,008) entre
os grupos | a 4. As diferencas foram analisadas com o teste de Mann-Whitney U, sendo significa-
tivas entre os grupos | e 3 (p=0,002), | e 4 (p=0,009), assim como entre o grupo 2 e 3 (p=0,044).

O grupo que apresentou melhor desempenho para esta variavel foi o |, sendo por ordem

decrescente seguido dos grupos 2,4 e 3 (ver tabela 6 e grifico 1).

Tabela 6. Nimero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais (| a 4) em

relagao a lesao periapical radiotransparente.

Leséo periapical Grupos N° total dos
radiotransparente | 2 3 4 casos (%)
Ausente (0) 17 (94,4%) 15 (78,9%) 9 (47,4%) 11 (57,9%) 52 (69,3%)
Diminuigio (1) 1 (5,6%) 3 (15,8%) 6 (31,6%) 4 (21,1%) 14 (18,7%)
Manutengio (2) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (10,5%) 3 (15,8%) 5 (6,7%)
Aumento (3) 0 (0,0%) 1 (5,3%) 2 (10,5%) I (5,3%) 4 (5,3%)
/|
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Grifico. |. Lesdo periapical radiotransparente.
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3.4.1.2. Aumento da espessura das paredes radiculares

Da avaliagdo dos quatro grupos experimentais, ficou evidente que 77,3% das raizes mostravam
radiograficamente, um aumento da espessura das paredes radiculares, nao se registando diferengas

estatisticamente significativas (C%(3) =0,200 ; p=0,978) entre grupos (| a 4), relativamente a esta
variavel (ver tabela 7 e grafico 2).

Tabela 7. NUmero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais (| a 4)

em relagao ao aumento da espessura das paredes radiculares.

Novos tecidos Grupos NP° total dos
mineralizados | 2 3 4 casos (%)
Ausente (0) 4 (22,2%) 5(26,3%) 4(21,1%) 4 (21,1%) 17 (22,7%)
Presente (I) 14 (77,8%) 14 (73,7%) 15 (78,9%) 15 (78,9%) 58 (77,3%)
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Grifico 2. Aumento da espessura das paredes radiculares.

3.4.1.3. Encerramento apical radiografico

Globalmente, 32% das raizes, dos grupos experimentais, mostraram evidéncia radiografica de
encerramento apical completo (ver tabela 8 e grafico 3). No entanto, na comparagao entre grupos (| a

4) para esta variavel, nio existiram diferengas estatisticamente significativas (C%(3) =0,200 ; p=0,978).

Tabela 8. Nimero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais (| a 4) em

relagao ao encerramento apical.

) Grupos N° total dos
Encerramento Apical
| 2 3 4 casos (%)
Ausente (0) 6 (33,3%) 5 (26,3%) 7 (36,8%) 5 (26,3%) 23 (30,7%)
Parcial (1) 7 (38,9%) 6 (31,6%) 8 (42,1%) 7 (36,8%) 28 (37,3%)
Completo (2) 5(27,8%) 8 (42,1%) 4 (21,1%) 7 (36,8%) 24 (32,0%)
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Grifico 3. Encerramento apical.

3.4.2. Histomorfometria

3.4.2.1. Preenchimento canalar

Por preenchimento canalar considera-se o espago ocupado por quaisquer tecidos (tecidos
conjuntivos mineralizados e tecidos conjuntivos ndo mineralizados) presentes na cavidade pulpar

disponivel (aproximadamente os 4 mm apicais).

Nos grupos experimentais (| ao 4) a presenca tecidos vitais no interior da cavidade pulpar
foi de 66,7% (em 50 dos 75 casos).

Como se pode verificar na tabela 9 e no grafico 4, o grupo 2 apresentou em cerca de 52,6%

dos casos um preenchimento total da cavidade pulpar disponivel. Pela negativa destacou-se o grupo |.

Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas (C2(3) =37,009 ;p<0,001) entre
os varios grupos. As diferengas foram analisadas com o teste de Mann-Whitney U, verificando-se
significancia estatistica entre todos os grupos experimentais, ou seja, entre | e 2 (p<0,001), | e 3
(p=0,001), I e 4 (p<0,001), grupo 2 e 3 (p=0,010),2 e 4 (p=0,014),e 3 e 4 (p=0,012).

Tabela 9. Nimero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais (| a 4) em

relagao ao preenchimento canalar.

Preenchimento Grupos N° total dos casos
canalar | 2 3 4 (%)
Ausente (0) 16 (89.9%) 1 (5,3%) 6 (31,6%) 2 (10,5%) 25 (33,3%)
Ligeiro (1) 1(5,6%) 4Q21,1%) 12 (63,2%) 10 (52,6%) 27 (36,0%)
Parcial (2) 0 (0%) 421,1%) I (5.3%) 4Q21,1%) 9 (12,0%)
Total (3) I (5,6%) 10 (52,6%) 0 (0%) 3 (15,8%) 14 (18,7%)
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Grifico 4. Preenchimento canalar

3.4.2.2.Vascularizaciao

De acordo com a tabela 10 e grafico 5, o grupo 2 destaca-se mais uma vez pela positiva,
apresentando maior percentagem de casos com uma vascularizagao normal (78,9%) na cavidade
pulpar. O grupo 3 apresenta maior percentagem de hiperémia (57,9%). O grupo | destaca-se pela

quase auséncia de vascularizagao.

Existem diferencas estatisticamente significativas (C%(3) =32,961 ; p<0,001) entre os gru-
pos 2 a 4, relativamente a esta variavel. As diferengas encontradas pelo teste de Mann-Whitney
U verificaram-se entre o grupo | e os restantes grupos experimentais(p<0,001), observando-se
ainda, entre o grupo 2 e 3 (p<0,001) e grupos 2 e 4 (p=0,019). Por outro lado, estas diferencas nao

apresentavam significancia entre o grupo 3 e 4 (p=0,092).

Tabela 10. Niumero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais

(I 2 4) em relagdo a vascularizagao.

N Grupos N° total dos
Vascularizagao o
| 2 3 4 casos (%)
Ausente (0) 16 (88,9%) 1 (5,3%) 6 (31,6%) 5 (26.3%) 28 (37,3%)
Presente com o o o o o
hiperémia (1) 1 (5,6%) 3 (15,8%) Il (57,9%) 5 (26,3%) 20 (26,7%)
Presente normal (2) 1 (5,6%) 15 (78,9%) 2 (10,5%) 9 (47,4%) 27 (36,0%)
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Grafico 5.Vascularizagao.

3.4.2.3.Tecidos mineralizados presentes na cavidade canalar
A presenca de tecidos mineralizados na cavidade canalar estd representada na tabela | | e grafico 6.

O grupo 2 apresentou o melhor desempenho para esta variavel e o grupo | o pior. Assim,
para os grupos | a 4, foram observadas diferencas estatisticamente significativas (C%(3) =27,362;
p<0,001), relativamente a esta variavel. As diferengas foram analisadas com o teste de Mann-Whi-
tney U, verificando-se significancia estatistica entre o grupo | e 2 (p<0,001), | e 3 (p<0,001), | e 4
(p<0,001) e grupo 2 e 3 (p=0,013).

Tabela I1. Numero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais

(I a 4) em relagao a presenca de tecidos mineralizados formados na cavidade pulpar.

Tecidos mineralizado Grupos N° total dos
presentes na cavidade canalar I 2 3 4 casos (%)
Ausente (0) 16 (88,9%) 2 (10,5%) 9 (47,4%) 4(21,1%) 31 (41,3%)
Presente (I) 2 (11,1%) 17 (89,5%) 10 (52,6%) 15 (78,9%) 44 (58,7%)
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Grifico 6. Presenca de tecidos mineralizados no interior do canal.

3.4.2.4.Quantificacdo dos tecidos mineralizados e da matriz no canal radicular

Dado que o interior dos canais radiculares correspondente ao grupo | estava praticamente

preenchido por MTA, nos 4 mm apicais, este (grupo |) nao foi por este motivo incluido nestas analises.

Deste modo, apenas foi efetuada a quantificagido das areas ocupadas pelos tecidos minerali-

zados e pela matriz residual presentes na cavidade pulpar dos grupos grupo 2, 3, e 4.

Tecidos mineralizados presentes no lumen do canal (%)

Os tecidos mineralizados dispersos no interior do canal sao essencialmente constituidos por
trabéculas de tecido sseo, que designamos por ilhéus ésseos (1O).

O grupo 4 apresentou valores percentuais inferiores aos outros dois grupos, sendo o grupo
2 o que apresentou os melhores resultados referentes a esta variavel (ver tabela 12 e grafico 7).

Relativamente a este parametro existem diferengas estatisticamente significativas
(Cxw(2)=9,114;p=0,010) entre os grupos 2 a 4. As diferencas entre os varios grupos com matrizes

foram analisadas recorrendo ao teste de Mann-Whitney U, tendo-se verificado diferengas entre os
grupos 2 e 4 (p=0,006) e grupos 3 e 4 (p=0,025).

Tecido mineralizados adjacentes a dentina (%)

Os tecidos mineralizados formados por aposi¢do a dentina (TMAD) sdo essencialmente

constituidos por cemento celular, que denominamos como cemento intracanalar (CI).
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O grupo que apresentou melhor desempenho para esta variavel foi, mais uma vez, o grupo

2 sendo pior o grupo 3 (ver tabela 12 e grafico 7).

De referir que relativamente a esta variavel existem diferencas estatisticamente significativas
(C%w(2) =21,422 ;p<0,001) entre os grupos 2 a 4. As diferencas encontradas pelo teste de Mann-
-Whitney U verificaram-se entre os grupos 2 e 3 (p<0,001), grupos 2 e 4 (p=0,019) e grupos 3 e
4 (p=0,013).

Total de tecidos mineralizados formados no interior canal (%)

A quantificagao total do tecido mineralizado (%) recém formado (TM) na area do canal foi
efetuada através do somatoério das percentagens das areas de tecidos mineralizados aposicionados
a face interna da dentina (TMAD/CI) com as areas ocupadas pelos tecidos mineralizados dispersos

no limen do canal (10).

Foi novamente no grupo 2 que obtivemos os melhores resultados relativamente a este pa-

rametro (ver tabela 12 e grafico 7).

Relativamente a esta variavel, existem diferencas estatisticamente significativas (C%y(2)
=24,146 ; p<0,001) entre os grupos 2, 3 e 4. As diferencas foram estatisticamente significativas
entre o grupo 2 e o grupo 3 (p<0,001) e entre o grupo 2 e 4 (p<0,001). Por outro lado, nao houve

diferenca estatistica entre o grupo 3 e o 4 (p=0,085).

Matriz (%)
Dado que no final do periodo experimental foram ainda observadas areas ocupadas por matriz

(HA:CS e P:CS), foi realizada a sua contabilizagdo, apenas para os grupos 3 e 4 (ver tabela 12 e grafico 7).

Da anilise realizada ndo se verificaram diferencgas estatisticamente significativas (C%w (1)

=3,069 ; p=0,080) entre estes dois grupos, relativamente a esta variavel.

Percentagem total de tecidos mineralizados e matrizes presentes no canal (%)

Relativamente a percentagem de preenchimento canalar, convém referir que no grupo 2 este
valor ¢ igual ao da percentagem total de tecidos mineralizados, pois nao apresentava qualquer matriz

no final do periodo experimental.

De acordo com tabela 12 e grafico 7, constatou-se que o grupo 3 apresentava uma maior
percentagem de tecidos mineralizados e matrizes presentes no canal. Contudo verifica-se que ape-
sar de existirem diferengas, estas ndo apresentam significado estatistico (C%(2) =1,861 ;p=0,394)

entre os grupos.

O valor encontrado para o grupo 3 estd intimamente ligado a quantidade de matriz residual

presente no interior do canal (ver tabela 12).
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Tabela 12. Analise histomorfométrica efetuada aos grupos 2, 3 e 4, referente a percentagem total

de tecidos mineralizados e de matriz residual presentes no interior do canal radicular.

% Tecidos Tecidos Total dos Percentagem
mineralizados mineralizados dos tecidos total dos tecidos
dispersos no aposicionados a mineralizados Matriz (S) mineralizados e
Grupos limen do canal dentina formados /TM = matrizes
P (o) (TMAD) (TMAD + 10) = (TM+S)
Grupo | - - - - -
Grupo 2 21,77£11,7 32,55+20,2 39,43+16,8 - 39,43+16,8
Grupo 3 18,8+16,3 7,55%59 11,09+9,7 37,26+18,0 46,59+16,9
Grupo 4 2,3542,8 16,58%11,19 17,36£11,3 27,56£17,7 41,26%13,1

4
Grupgs
W% e pecidon minenaladag nn limen de canal (00 e kg {5
E% de vecadus minea wtenlyi & dentina (TMAD) 0% votal de toidkon rrifnsr al i paddas o marig (T &5)
B % voval de vecidos mineratizades formados (Tub=TMADSI0

Griafico 7. Analise histomorfométrica efetuada aos grupos 2, 3 e 4, referente a percentagem total de tecidos

mineralizados e de matriz residual presentes no interior do canal radicular.

3.4.2.5. Cemento formado na parede externa da raiz

O cemento formado na parede externa da raiz contribuiu para o crescimento tanto em
espessura, como em comprimento da raiz.

Este crescimento verificou-se em 45,3 % do total de raizes dos grupos experimentais de |
ao 4 (ver tabela 13 e grafico 8). Relativamente a este parametro o grupo 2 foi o que apresentou
a percentagem mais elevada neste parametro, apesar das diferengas ndo serem estatisticamente
significativas (C%(3) =3,922 ; p=0,270) entre os grupos | a 4.

Tabela 3. Numero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais (| a 4)

referente ao cemento formado na parede externa da raiz.

Cemento formado na parede externa Grupos N° total dos casos
da raiz | 2 3 4 (%)
Ausente (0) 1 (5,6%) 0 (0%) 4 (21,1%) 3 (15,8%) 8 (10,7%)
Presente, com aumento da espessura o, o o o "
radicular (1) 7 (38,9%) 7(36,8%) 7 (36,8%) 9 (47,4%) 30 (40%)
Presente, com aumento do o o o o o
comprimento radicular (2) 2(111%) 1 5:3%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (4%)
Presente, com aumento da espessura e o o o o o
comprimento radicular (3) 8 (44,4%) 11 (57,9%) 8 (42,1%) 7 (36,8%) 34 (45,3%)
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Griafico 8. Cemento formado na parede externa da raiz

3.4.2.6.Tecidos mineralizados adjacentes ao MTA (Ponte)

A ponte constituida por tecidos mineralizados adjacentes ao MTA estava praticamente au-
sente para nos grupos 3 (0%) e 4 (5,3%). Porém no grupo | verificou-se a sua presen¢a em 83,3%
dos casos e no grupo 2 em 57,9% (ver tabela 14 e grafico 9).

Relativamente a esta variavel, foram observadas diferengas estatisticamente significativas
(Cxw(3) = 37,227; p<0,001) entre os grupos | a 4. As diferencas foram analisadas com o teste
de Mann-Whitney U, verificando-se significancia estatistica entre os grupos | e 3 (p<0,001), | e 4
(p<0,001),2 e 3 (p<0,001),2 e 4 (p<0,001).

Tabela 14. Numero de casos e percentagens de pontes adjacentes ao MTA

observados nos grupos experimentais (| a 4).

Ponte de tecidos mineraliza- Grpes NF° total dos
dos adjacentes ao MTA | 2 3 4 casos (%)
Ausente (0) 3(16,7%) 8 (42,1%) 19 (100%) 18 (94,7%) 48 (64%)
Incompleta (1) 9 (50%) 3 (15,8%) 0 (0%) 1 (5,3%) 13 (17,3%)
Completa (2) 6 (33,3%) 8 (42,1%) 0 (0%) 0 (0%) 14 (18,7%)
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Griafico 9. Pontes de tecidos mineralizados junto ao MTA.

3.4.2.7. Encerramento apical

Nos grupos experimentais atras descritos, verificou-se em cerca de 70,7% dos casos a pre-

senga de encerramento apical parcial ou mesmo total.

De acordo com a tabela |5 e grafico 10 e em termos de encerramento apical completo, o
grupo 2 foi o que apresentou a maior valor (47,4%), seguido do grupo | (33,3%), grupo 4 (31,6%)
e por ultimo o grupo 3 (26,3%). Contudo, as diferencas observadas entre os grupos nio foram
estatisticamente significativas (C%y(3) =1,506 ; p=0,681).

Quando se procedeu ao somatorio de casos de encerramento parcial e total, observou-se
no grupo | um total de 83,3%, grupo 2 de 68,5%, grupo 3 de 57,3 % e grupo 4 de 68,4%.

Tabela I5. Numero de casos e percentagens de encerramento apical observados

nos grupos experimentais (| a 4).

) Grupo N° total dos casos
Encerramento apical o
Grupo | Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 *)
Ausente (0) 3 (16,7%) 6 (31,6%) 7 (36,8%) 6 (31,6%) 22 (29,3%)
Parcial (1) 9 (50%) 4 (21,1%) 7 (36,8%) 7 (36,8%) 27 (36%)
Completo (2) 6 (33,3%) 9 (47,4%) 5 (26,3%) 6 (31,6%) 26 (34,7%)
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Grifico 10. Encerramento apical.

3.4.2.8. Reabsorgao/ reparagio de tecidos mineralizados da parede radicular

Dos casos analisados (ver tabela 16 e grafico |1) referentes ao parametro de reabsorgao/
reparagao de tecidos mineralizados (dentina e cemento) constituintes da parede radicular, um total

de 65,3 % das raizes apresentava auséncia de areas de reabsorg¢do ou a sua completa reparagio.

Relativamente a auséncia de processos de reabsor¢ao ou com reparagao total das areas
reabsorvidas, os grupos | e 2 apresentaram os melhores resultados, sendo o grupo 3 o que apre-
sentou valores mais baixos. No entanto, € de referir que este grupo (3) apresenta um predominio

(em 47,4%) de areas reabsorvidas mas parcialmente reparadas,.

Apesar das diferengas encontradas nao existem diferengas estatisticamente significativas

(C%w(3) =6,871 ;p=0,076) entre os grupos | a 4, relativamente a esta variavel.

Tabela |6. Numero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais (| a 4)

relativamente a reabsorgao/ reparagio de tecidos mineralizados da parede radicular.

Reabsorg¢io de tecidos mineralizados da G N° total dos
parede radicular (cemento e dentina) | 2 3 4 casos (%)
Auséncia de reabsor¢do ou com repara- o o o o o
¢io total da dreas reabsorvidas (0) 14 (77,8%) 15 (78,9%) 8 (42,1%) 12 (63,2%) 49 (65,3%)
Reparagao parcial da zonas reabsorvidas o o o o o
o 2 (11,1%) 4 (21,1%) 9 (47,4%) 6 (31,6%) 21 (28%)
Reabsorg¢io sem reparagio (2) 2 (11,1%) 0 (0%) 2 (10,5%) 1 (5,3%) 5 (6,7%)

157



Apexificagdo e revascularizagdo pulpar em dentes permanentes imaturos — estudo experimental in vivo

100 i

0,0

0.

Percentagem

40,

20 0

10, =8

Grepo 1

Cupe 2 Grupo 3

Grupo
W Sem reaboorgio ou com reparaghs sl o0
[lReparacko parcial (13
M Reabsorio sem reparacho (2)

Caupa 4

Grifico | |. Reabsorgao/ reparagio de tecidos mineralizados da parede radicular.

3.4.2.9. Infiltrado inflamatorio

O grupo | destaca-se pela quase auséncia de infiltrado inflamatério, nos tecidos radiculares e
periapicais. Por outro lado, o grupo 3 distinguiu-se pela negativa apresentando 57,9% das raizes com

infiltrado inflamatério nos parametros moderado e grave (ver tabela 17 e grafico 12).

Relativamente a esta variavel, foram observadas diferengas estatisticamente significativas
(Cxw(3) =23,981; p<0,001) entre os grupos | a 4, particularmente entre o grupo | e 3 (p<0,001),
| e 4 (p=0,004) e entre grupo 2 e 3 (p<0,001).

Tabela I7.Numero de casos e percentagens de infiltrado inflamatério observados nos grupos

experimentais (| a 4).

Infiltrado inflamatério Srupos N total dos casos
| 2 3 4 *)
Ausente (0) 14 (77,8%) 11 (57,9%) 2 (10,5%) 7 (36,8%) 34 (45,3%)
Ligeiro (1) 4 (22,2%) 6 (31,6%) 6 (31,6%) 5(26,3%) 21 (28,0%)
Moderado (2) 0 (0%) 2 (10,5%) 8 (42,1%) 5(26,3%) 15 (20,0%)
Grave (3) 0 (0%) 0 (0%) 3 (15,8%) 2 (10,5%) 5 (6,7%)
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Griafico 12. Infiltrado inflamatorio.

3.4.2.10. Espessura do ligamento periodontal

Relativamente a esta variavel, foram observadas diferengas estatisticamente significativas
(Cxw(3) =26,351; p<0,001) entre os grupos | a 4. As diferencas foram analisadas com o teste
de Mann-Whitney U, verificando-se significancia estatistica entre os grupos | e 3 (p<0,001), | e 4
(p=0,012),2 e 3 (p<0,001),2 e 4 (p=0,002).

O grupo 2 apresentou os melhores resultados, tendo-se registado 89,5% das raizes com
uma normal espessura do ligamento, enquanto o grupo 3 se destacou pela negativa com valores

relativamente mais altos para a espessura do ligamento (ver tabela 18 e grafico 13).

Tabela 18. Numero de casos e percentagens observados nos grupos experimentais (| a 4) em

relagdo a espessura do ligamento periodontal.

Espessura do ligamento G N° total de
periodontal | 2 3 4 casos (%)
Normal (0) 14 (77,8%) 17 (89,5%) 4 (21,1%) 8 (42,1%) 43 (57,3%)
Ligeiramente aumentado (1) 4 (22,2%) 1 (5,3%) 3(15,8%) 5(26,3%) 13 (17,3%)
Moderadamente aumentado (2) 0 (0%) 1 (5,3%) 9 (47,4%) 3 (15,8%) 13 (17,3%)
Severamente aumentado (3) 0 (0%) 0 (0%) 3 (15,8%) 3 (15,8%) 6 (8%)
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Grifico |3. Espessura do ligamento periodontal.

3.4.2.11. Extrusao do MTA
Esta variavel foi calculada apenas para o grupo | (ver tabela 19 e grafico 14).
Nos casos em que nao houve extrusio do MTA(10 casos), verificaram-se seis casos com

formacgao de ponte apical completa e em quatro casos incompleta.

Tabela 19. Numero de casos e percentagens observados no grupo | para a extrusao do MTA

e para tecidos mineralizados adjacente ao MTA .

. Grupos
Extrusiao do MTA i
Ausente (0) 10 (55,6%)
Presente (1) 8 (44,4%)

B Aapanie (0 W Pegawia (1)

Grafico 14. Extrusao do MTA.
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3.5. Analise Estatistica Multivariada

Dado a nimero de variaveis e com caracter exploratorio procedeu-se a realizagao de uma
analise estatistica multivariada, com o objetivo de obter uma melhor compreensao da interagao entre
as diferentes variaveis em estudo e sua relagio com as técnicas e materiais endodénticos utilizados.

A anadlise de componentes principais é associada a ideia de reducdo de dados, com menor

perda possivel da informagao.

Com esta analise, verificou-se ser possivel reduzir a informagdo a apenas uma dimensio, que

se interpretou como traduzindo o resultado da intervencao endodontica.

Um médico dentista experiente tendo por base o seu conhecimento clinico,analisou a evidén-

cia de sucesso clinico (presente ou ausente) com base em imagens radiograficas dos casos em questao.

Nos critérios utilizados para esta avaliagao, foi considerado como sucesso a auséncia de lesao

periapical radiotransparente,a presenga encerramento apical e/ou aumento da espessura das paredes.

Os casos representativos de sucessos (verde) e de insucessos (vermelho) encontram-se

registados no grafico 15.

-4 u Fs 1 o g 10 12 14 16

Grifico |5. Distribuicao espacial da informacgao relacional entre as variaveis em apenas uma dimensao,

apos analise dos componentes principais (PCA).

Com vista a validacao da avaliacao inicial, obtiveram-se duas observa¢des adicionais do su-

cesso dos procedimentos clinicos por parte de mais dois médicos dentistas experientes, segundo
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os critérios utilizados e ja descritos anteriormente.Verificou-se uma grande coincidéncia entre as

avaliagoes dos especialistas, que foi comprovada por um teste Kappa, descritos na tabela 20.

Tabela 20. Nivel de concordancia entre os observadores.

Observadores I 2 3
| K=0,797** K=0,696**
2 K=0,802**
3
**p< 0,01

Na tabela 2| reproduzem-se os pesos de cada componente tem na dimensao representada.

Tabela 21. Pesos relativo dos componente na dimensao encontrada.

Pesos dos componentes Dimensao |
% de tecido 6sseo ,124
% total dos tecidos mineralizados formados -,248
% do total de tecido mineralizados e matriz - 132
% de Tecido mineralizado aposicionado a dentina -,229
% de Matriz ,053
Encerramento apical -,367
Preenchimento canalar -,350
Vascularizag¢ao -,345
Reabsorcao/reparacao de tecidos mineralizados 2,801
Infiltrado inflamatério ,970
Espessura do ligamento periodontal »938
Cemento formado na parede externa da raiz -,220
Tecidos mineralizados adjacentes ao MTA -,234

Com base nesta tabela 2| escolheram-se como variaveis de trabalho aquelas que apresenta-
ram um valor absoluto de contribui¢ao para a dimensao superior a 0,300. Utilizaram-se de seguida
estas variaveis como preditores do sucesso da intervengao endoddntica numa regressao logistica.
O modelo ajustado pelo método Enter é estatisticamente relevante (Nagelkerke R?=0,701, Teste
de Hosmer and Lemeshow: C?, (7) =8,505; p=0,290), apresentando uma exatidido de 90,|%, sendo
a probabilidade de uma previsao correta obtida aleatoriamente de 73,6%. Apesar de apenas uma
variavel mostrar significancia estatistica (encerramento apical), verifica-se que um modelo forward
LR baseado apenas numa Unica variavel preditora diminui a sua exatidio do modelo (para 85,7%),

pelo que se optou por manter a totalidade das variaveis preditoras.
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Os valores da variavel da dimensdo | encontrada, estio representados para cada grupo, nos

graficos seguintes (grafico 16 e 17).

Seores das varidveis na dimensio 1

Grafico 16.Valores das variaveis na dimensao |, de todos os grupos experimentais (1,2, 3 e 4)

e grupo controlo (negativo e positivo).

Scores das variaveis na dimensao 1

I B

T T T T
Grugs 1 Grupa 2 Crups 3 Grapa 4

Grupo

Griafico 17.Valores das variaveis na dimensao |, dos grupos experimentais (1,2, 3 e 4).

Nota-se desde logo na andlise do grafico 16 que os controlos se destacam dos restantes
grupos experimentais. Os controlos positivos como o melhor resultado e os controlos negativos

com o pior resultado.
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Verificou-se, com o teste de Kolmogorov-Smirnov, que a distribuicio da variavel indicativa dos
valores dos objetos na dimensao | nao pode ser ajustada por uma distribuicao normal. Recorreu-
-se assim a um teste de Kruskal-Wallis para confirmar a existéncia de diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos | a 4 (C%(3) = 26,024; p<0,001).

As diferengas entre as varias técnicas clinicas foram analisadas com o teste de Mann-Whitney
U (grafico 17),apresentando significancia estatistica entre os grupos | e 2 (p=0,034), | e 3 (p=0,008),
2 e 3 (p<0,001) e 2 e 4 (p<0,001).

Por outro lado, as diferengas existentes entre os grupos | e 4 (p=0,563) e entre os grupos

3 e 4(p=0,091) nao foram estatisticamente significativas.

Dos grupos experimentais, o grupo 2 foi o que apresentou os melhores resultados e o grupo
3 os piores. Convém referir que o grupo 4 apresentou alguma inconsisténcia nos seus resultados,

representada nos valores extremos.

164



Estudo experimental em modelo animal

4. Discussao

Quando o tecido pulpar sofre necrose num dente imaturo o seu prognéstico fica deveras
comprometido. Na verdade, a necrose pulpar num dente imaturo tras, desde logo, inimeras com-

plicagdes, representando o seu tratamento um enorme desafio.

A terapia endoddntica convencional com um protocolo de instrumentagio e irrigagio com
recurso a limas e irrigantes esta hoje desaconselhada, evitando fragilizar ainda mais um dente que,

ja por si, apresenta paredes dentinarias finas e frageis.

De igual modo a antiga filosofia da “extension for prevention” conduz, ao contrario do que
se pensava, a um aumento da agressao ao tecido lesado, particularmente durante as tentativas de
controlo dos processos infeciosos e inflamatorios, com efeitos nefastos para a preservagao da vita-
lidade pulpar e para o seu potencial de regeneragio'**. Atualmente a terapia endodéntica regene-
rativa em casos de dentes com necrose pulpar, tem despertado cada vez maior interesse e atengao,
considerando os resultados encorajadores, recentemente publicados, decorrentes de estudos de
investigagﬁo experimentall9,25,95,98, 153,201,208,211,216,419-427 e Cll’nica9-l3, 16,17,45,103-112, 114-116, 119, I20,360,428-434. Com
efeito, as novas perspetivas terapéuticas a par de técnicas minimamente invasivas podem contribuir
para diminuir ou atenuar os efeitos secundarios de diversas intervengdes, permitindo uma melhor
capacidade regeneradora e, deste modo, um melhor prognéstico para dentes imaturos com necrose

pulpar ou mesmo com periodontite apical®®.

As doengas de natureza infeciosa constituem, de longe, a principal etiologia dos processos
inflamatérios da polpa (pulpites) e das zonas periapicais (periodontites apicais). Assim o controlo
da infecao é considerado o primeiro objetivo a atingir, constituindo um processo chave no sucesso

dos tratamentos endodonticos'®.

Por outro lado, as infe¢oes desencadeiam respostas imunoinflamatorias que podem nio ser
apenas de defesa (permitindo aos tecidos ultrapassar as agressoes) mas conduzir, de acordo com
a intensidade e extensiao do processo,a uma importante destruicao destes mesmos tecidos, o que

normalmente vai diminuir a sua capacidade de regeneragio'®.

Neste contexto, importa salientar a interagdo entre as células e fatores constituintes do
sistema imunitario e as células estaminais presentes na polpa e nos tecidos periapicais. Na verdade,
o balango entre as células de natureza imunoldgica e as moléculas pré-inflamatérias e anti-inflama-
torias presentes no local da lesdo vai influenciar o resultado a favor da persisténcia da inflamag3o,
ou a favor de um processo de reparagao/regeneragao do tecido lesado, situagdo a que nao ¢é alheia
a densidade e a capacidade de resisténcia e de proliferacdo das células estaminais®®. Assim, uma
resposta inflamatoria descontrolada associada a uma pulpite irreversivel ird comprometer as hipé-
teses de regeneracao tecidular, relativamente a funcionalidade do complexo pulpo-dentinario. Com
efeito, a erradicagao atempada da infecdo e o controlo da inflamagdo associada, abrem inimeras

possibilidades de obtencdo de sucesso®®.
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Por sua vez, importa referir que, como € evidente, qualquer processo de cicatrizagao devera
resultar no maximo de regeneragao e no minimo de reparagiao,de modo a que a biologia e fisiologia
do tecido lesado, ndo seja comprometida. No entanto, verifica-se que a maioria dos mecanismos de
cicatrizagao de pulpites e periodontites apicais, resulta quase sempre numa reparagao tecidular ou,
quando muito, numa combinagdo de reparagao e regeneragao. Esta situagao parece ficar a dever-se
nao so a destruigao causada pela dimensdo da lesiao, como ao facto de as células somaticas pos-
-natais, constituintes da polpa e dos tecidos periapicais, terem um limitado potencial de cicatrizagao.
Deste modo, a resolugdo de processos de pulpite irreversivel, necrose pulpar e periodontite apical,
apos tratamentos endodonticos adequados pode ndo levar, necessariamente, a uma completa re-
generagao destes tecidos, uma vez que estdo formados por células somaticas pés-natais e que, por
sua vez, podem também estar significativamente diminuidas pela agressao. Por outro lado, a maioria
das células estaminais existentes na polpa dentaria de dentes permanentes, para além de constitu-
frem uma pequenissima percentagem das células pulpares, tém também uma capacidade de divisao

e diferenciagdo limitada, uma vez que apresentam atividade telomerasica pouco significativa? 38 3%,

Este cenario é bastante importante nas terapias endodonticas regenerativas,em que o sucesso
alcancado esta depende nao sé de uma eficaz vascularizagao, como da idade do paciente e da fase
de desenvolvimento da raiz. Assim, considerando a capacidade regenerativa dos tecidos em causa
e da gravidade (temporal e espacial) dos processos infeciosos e inflamatérios a que foram sujeitos,
o mecanismo de cicatrizagao dos tecidos lesados pode conseguir restaurar a sua integridade, mas

conduzir a uma potencial perda da sua funcionalidade biologica'®.

A este respeito importa recordar que células como os odontoblastos sao células pos-
-mitdticas terminais, incapazes de se dividir?*'?1¢3, Com efeito, quando os odontoblastos primitivos
sao destruidos serao as células estaminais/progenitoras presentes nos nichos pulpares que se vao
diferenciar em odontoblastos (secundarios), quando induzidas por estimulos apropriados. Neste
ambito, convém referir que a matriz dentinaria contém uma panéplia muito heterogénea de fatores
de crescimento e citoquinas, constituindo importantes moléculas sinalizadoras que vao dar um
grande contributo para uma eficaz resposta regenerativa, traduzida normalmente na formagao de
dentina reparadora?*'6320%305325 Porém, a baixa densidade de células estaminais pds-natais e o seu
limitado potencial proliferativo e regenerativo, ja atras descritos, podem nao ser suficientes para
conseguir regenerar grandes areas de tecido danificado, como é o caso das grandes lesoes inflama-
torias pulpares e periapicais. De facto, a cicatrizacao destas leses apresenta-se como um processo
biologicamente muito complexo que, com frequéncia, necessita do recrutamento e migragio de
células estaminais presentes noutros locais, como a papila apical, ligamento periodontal, endésteo,
medula 6ssea e periosteo. Nestas condi¢goes predominam geralmente os processo de reparagao, nao
se conseguindo o restabelecimento da histofisiologia pulpo-dentinaria, mas apenas uma revitalizagao

do espago canalar®®,

166



Estudo experimental em modelo animal

Por outro lado, e como é do conhecimento geral, os processos de regeneragao pulpar nao
podem ser levados a cabo sem um mecanismo de revascularizagao prévio, que consiste numa
inducdo angiogénica efectuada no espago canalar através de um procedimento endodéntico. No
entanto, a revascularizagao pulpar representa, apenas, o restabelecimento da vascularizagao e nao
necessariamente a repopulagao das células odontoblasticas. Ainda que os vasos sanguineos sejam
elementos essenciais da polpa dentaria, a regeneragao pulpar é considerada incompleta se nao se
verificar a formagao de uma camada odontoblastica. De facto, a regeneragao pulpar devera integrar
nao s6 um mecanismo de revascularizagado como também a restauragao funcional do complexo
pulpo-dentinario. Compreende-se deste modo que uma regeneragao do complexo pulpo-dentinario
englobe: a) existéncia de um tecido pulpar bem vascularizado e inervado, b) presenga de uma nova
camada de odontoblastos recém diferenciados e c) formagao de nova matriz dentindria, adjacente a
dentina primaria e secundaria, sintetizada pelos odontoblastos neoformados'®. Todavia este objetivo
€ bem mais dificil de alcangar do que se pode pensar. A este respeito Mao et al.*3, num dos seus
trabalhos publicados ja em 2012, chega mesmo a afirmar que |16 anos apds a introdugao destes con-

ceitos e tecnologias, “regenerative endodontics remains a scientific exercice rather than a clinical reality”.

Com efeito, apesar de a priori serem muito promissores os mecanismos de regeneragao en-
dodéntica, com recurso a engenharia de tecidos e sobretudo a transplantagio de células estaminais
pulpares, encontram, no entanto, na pratica clinica grandes barreiras e limitagées®*?''. Para além de
representarem técnicas muito complexas e onerosas, as dificuldades na colheita, isolamento, cultura,
manipulagdo e amplificagdo das células estaminais sdo exemplos adicionais das inimeras complexi-

dades a ultrapassar; antes de se tornarem uma realidade *.

Considerando tudo o que atras foi dito, a maioria dos resultados obtidos neste trabalho
experimental, apés um processo de revascularizagao do espago canalar nao apresentaram na ge-
neralidade, caracteristicas biolégicas e funcionais especificas do complexo pulpo-dentinario, ndo
podendo chamar-se-lhe, por isso mesmo, um processo regenerativo, mas sim reparativo, ou seja
uma revitalizagao e nao uma regeneragao. Com efeito, o cemento e o tecido 6sseo neoformados no
interior dos canais radiculares nao sao componentes normais do tecido pulpar, representando apenas
uma revitalizagdo e uma boa vascularizagao do espago pulpar. Estes tecidos formados no interior
do espago canalar parecem constituir uma extensao e invasao das estruturas periodontais para o
interior do espaco canalar, certamente facilitada por um éapice aberto e amplo® %45, De qualquer
forma, pode afirmar-se que a presenca destes tecidos no espago canalar ¢ indicador da erradicagdo
bacteriana e da reagao inflamatéria associada, o que por si sé deve ser considerado como um re-
sultado muito positivo. De registar ainda que, embora nao se verifique com frequéncia a formagao
de matriz dentinaria, observou-se, no entanto, o aparecimento de grandes areas representativas de

tecido pulpar, bastante bem vascularizado e inervado ocupando a maioria do espago canalar.
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Por sua vez, os resultados por nés observados, nas zonas periapicais, ao contrario do que
se verificou na cavidade pulpar, podem ser interpretados mais como processos regenerativos, do

que reparativos.

E importante recordar aqui que tanto o periodonto como a polpa dentaria, sio ambas es-
truturas com origem no ectomesénquima®®, Estas duas regides parecem desempenhar uma impor-
tancia fundamental nos mecanismos de formagao, reparagio e regeneragio dentaria constituindo
as principais regides anatomicas onde estao localizados os nichos de células estaminais com maior

atividade e potencialidade nestes processos'? %,

De salientar também que os mecanismos de dentinogénese, osteogénese e cementogénese
sao muitos semelhantes entre si e que odontoblastos, osteoblastos e cementoblastos apresentam
muitas caracteristicas morfofuncionais em comum . As suas vias de diferenciacdo sio determinadas
maioritariamente pelos componentes do microambiente em que se encontram. As diferengas mais
significativas entre estas trés linhas celulares residem em pequenas particularidades morfologicas e
sobretudo na relagdo anatémica entre as células e a matriz calcificada por elas sintetizada®:. Nesta
hierarquia o mecanismo de diferenciagao odontoblastica parece requerer um maior grau de exigéncia,
compreendendo-se pois que nos processos de regeneragao, levados a cabo no espago canalar, seja
sempre mais dificil de atingir uma reconstituicido eficaz do complexo pulpo-dentinario.

Todavia, como fica demonstrado neste trabalho é possivel, em raizes imaturas necrosadas
e com periodontite apical, revascularizar e revitalizar o espago pulpar. Os tratamentos inovadores
aplicados permitiram a revascularizagao de dentes imaturos e a recuperagao de um estado vital no
canal pulpar; possibilitando um desenvolvimento radicular para apical da restauragao coronorradicular,
traduzido por um aumento, ainda que mais significativo em espessura do que em comprimento, das

paredes radiculares a par de um frequente encerramento apical.

Anteriormente a regeneragao do tecido pulpar num dente infetado com necrose pulpar e
periodontite apical, era considerada impossivel. Atualmente se conseguirmos uma desinfegao efetiva e
atempada do sistema canalar,a criagdo de um microambiente que permita o crescimento dos tecidos
e um eficaz selamento coronario'® '%24% podemos verificar, como no presente estudo, a efetivagio
de mecanismos de reparagio e/ou revitalizagdo do espago canalar ou mesmo a regeneragio de

grandes areas de tecido pulpar, sem recorrer a técnicas muito dispendiosas e demasiado sofisticadas.

Considerando os principios basicos em que assenta a engenharia de tecidos, entendemos
que os procedimentos efetuados neste trabalho experimental, incluem a) a presenca de células
estaminais (libertadas para o interior do espago canalar aquando da disrupgao do tecido periapical
e indugao do coagulo), b) uma matriz (constituida pelo coagulo de fibrina, matrizes poliméricas e
paredes dentinaria) e finalmente c) a presenca de fatores de crescimento/morfogénicos (provenien-
tes quer da parede dentinaria, quer das plaquetas e outros constituintes do coagulo sanguineo). A
grande desvantagem desta tecnologia para além da dificuldade em debelar eficazmente os processo
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infeciosos/inflamatorios € a falta de capacidade de controlo dos elementos que constituem a triade

regenerativa.

Preservar a integridade estrutural da papila apical (evitando também o seu destacamento
da raiz correspondente) e da bainha radicular epitelial de Hertwig (ou dos seus derivados), bem
como efetuar um diagnostico atempado e controlo da infegao, a par de um eficaz mecanismo de
revascularizacgao, sao condigoes essenciais que, a partida, podem proporcionar o desenvolvimento
e maturacao das células estaminais, adequadas a diferenciacao fenétipica dos tecidos a regenerar,
o que pode fazer toda a diferenca na reconstituicao do complexo pulpo dentinario e crescimento

radicular.

Na pratica clinica, o método de avaliagio do desempenho biolégico da resposta aos ma-
teriais aplicados e as técnicas de apexificagdao e de revascularizagio é representado pelos sinais e
sintomas clinicos, bem como pelos controlos radiograficos da regiao apical e periapical. Contudo, a
formagao de tecidos pulpares e periapicais em resposta ao tratamento endodontico, sé podera ser
avaliada na plenitude por meio de um exame histologico®”*%, No entanto, fundamentalmente por
aspetos éticos e médico-legais, a biopsia dos tecidos pulpares e periapicais em seres humanos nao
¢é recomendada. Desta forma, torna-se essencial a utilizagdo de um modelo animal que possibilite a
analise histopatoldgica dos tecidos pulpares e periapicais neoformados na sequéncia das técnicas/

materiais testados*’.

Selecao do modelo animal e protocolo experimental

Num trabalho de investigacao relacionado com processos de regeneragao tecidular, a escolha
de um modelo animal apropriado deve basear-se sempre numa selegdo criteriosa e eficiente dos
objetivos a atingir. De facto, a selegdo do modelo animal mais adequado é o primeiro passo critico
no desenho de um procedimento experimental, devendo ter-se em consideragao diversos fatores,
nomeadamente a disponibilidade e custo dos animais, bem como a existéncia de instalagdes que

cumpram a legislagdo de saide e bem-estar animal.

Assim, neste trabalho experimental foi selecionado como modelo animal o cao Beagle, con-
siderado o modelo mais apropriado para estudos de regeneragao endodontica, tendo sido também

utilizado por inumeros investigadores na area da Endodoncia e Dentistaria Operatéria com bons
resultados 10,19, 105,201,211,421,425, 426, 440-444

De registar ainda a vantagem decorrente da nossa experiéncia anterior e processos de oti-
mizacao efetuados com este modelo animal, ja realizadas por um grupo de investigagao na area da
Medicina Dentaria #**? da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. No decurso destes
estudos pode constatar-se que os procedimentos experimentais aqui aplicados nido provocavam

quaisquer perturbagoes funcionais ou etoldgicas nos animais. Por sua vez, este modelo revelou-se
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muito Gtil para uma avaliagdo da resposta tecidular (especificamente pulpar e periapical) a diferentes
protocolos de tratamento endoddntico*®*2 Com efeito estes animais possuem um grande nimero
de dentes passiveis de tratamento, possuindo na sua maioria canais retos de facil acesso e que, de
um modo geral, apresentam em relagao aos seres humanos uma grande semelhanga nos processos
de reparagio/regeneracio dos tecidos apicais e periapicais em tratamentos dentes imaturos *.
Para além disso, a sua rapida velocidade de crescimento permite a obtengiao de resultados, tendo
por base periodos experimentais relativamente curtos*é. A escolha deste animal teve também em
consideragdo a existéncia de estudos prévios, que estabeleceram uma equivaléncia entre as idades
do cdo e do homem. Nesta escala, um animal com 6 meses corresponde a idade de um homem de
7,5 anos, o de | ano a um homem de |5 anos e um animal de 2 anos a um homem de 24 anos. A

partir daqui, cada aumento de um ano na idade do cdo equivale a quatro anos no homem*.

A idade do animal reveste-se também de particular importancia, pois os 1°,2° 3° e 4° pré-
-molares erupcionam por volta do 125° e 150° dia de vida e o Ultimo dente, o 3° molar, por volta
do 175° #8449 Dai em diante o desenvolvimento radicular continua, completando-se o processo de
apexogénese nos meses seguintes. A deposicao de dentina e cemento secundario prolongam-se
por toda a vida. Assim, tal como nos seres humano, vai ocorrendo uma diminui¢ao progressiva do
diametro do canal radicular e da area de comunicagao com o ligamento periodontal, através de

multiplos foramina.

Deste modo, e considerando os objetivos em questao, o conhecimento da fase de erupgao
dos dentes, nestes animais, apresenta-se de importancia crucial para este estudo, pelo que tiveram
de ser sujeitos a um controlo rigoroso, de forma a que a intervengao ocorresse no tempo certo,
isto é, aquando da erupgido dos dentes na cavidade oral e com cerca de %/, a 3/, do comprimento

radicular estimado ja formado (classe Il e lll de Patterson)<t %,

Por sua vez, o cdo € uma espécie com grande diversidade de ragas, razao pela qual os caes de
laboratério utilizados, em trabalhos experimentais, devem pertencer a mesma raga, ser de origem
pura e do mesmo sexo,de modo a apresentarem as mesmas caracteristicas anatomicas e fisiologicas
e a reagirem de forma semelhante a um determinado estimulo, permitindo assim a reprodutibilidade
dos resultados. De facto, neste projeto todos os animais utilizados pertenciam a raga Beagle do sexo
masculino, com uma linhagem pura, nascidos e criados num laboratério credenciado e com uma

idade aproximadamente de 6 meses no inicio do estudo.

A duragao total do periodo experimental foi de 18 semanas, tendo decorrido 3 semanas
desde a inducao das lesGes até a realizagcao do primeiro tratamento visando a antissepsia intraca-
nalar. Ao fim de 2 semanas de medicacao intracanalar executaram-se os processos de apexificagao
ou de revascularizagao com a aplicagao de matrizes. Desde o final do tratamento até a colheita das

amostras decorreram |3 semanas.
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O aparecimento de lesdes radiotransparentes ao fim de aproximadamente 3 semanas con-
firmaram a eficacia do protocolo utilizado para indugio das lesdes periapicais em dentes imaturos,
num curto espaco de tempo. A inducao de lesGes periapicais em dentes com apice fechado é muito

mais morosa*0 450,451,

Por sua vez e tendo por base os controlos historicos nos dentes com apices imaturos, bem
como a salvaguarda do bem estar animal optou-se pela inclusio de apenas 8 pré-molares monorra-
diculares como controlo negativo, permanecendo apenas 4 (um dente por cada animal) até ao final

do periodo experimental.

Para melhor compreendermos a situagao em que se encontravam os tecidos pulpares aquando
do inicio do processo de antissepsia canalar, ou seja, as trés semanas optamos pela extragio de 4
dentes,um de cada animal, pertencentes ao controlo negativo pulpar (CNP). De facto as observagoes
histoldgicas, parecem demonstrar que a disrupgao pulpar associada a contaminagao bacteriana em
cavidade fechada, desencadeou, a nosso ver, uma resposta muito exuberante, sobretudo para estes
tecido, destruindo praticamente todo o conteudo pulpar, deixando apenas algumas areas ocupadas

por fibras de colagénio.

Irrigacao e Medicagao intracanalar

Dado que a instrumentagdo mecénica deve ser minimizada ou eliminada'®

,No nosso protocolo
experimental foi praticamente inexistente, para evitar a fragilizagao das paredes dentinarias ja de si
muito finas. Deste modo, a obtengdo de um ambiente adequado para o desenvolvimento radicular

ficou enormemente dependente da irrigagdo e da medicagio intracanalar aplicada'? !0 103.109.428,

A utilizagao de hipoclorito de sédio (NaOCI) é rotineira nos tratamentos endodonticos,
devido a sua agao efetiva como agente antimicrobiano, associado as suas propriedades de dissolu-
¢do dos tecidos organicos*2. O NaOCI| também tem sido utilizado de forma generalizada por estes
motivos nos processos de revascularizagao, de modo a facilitar um posterior restabelecimento da

vitalidade/regeraneragao pulpar'®.

No nosso protocolo foi utilizada uma irrigagao com hipoclorito de sédio a 2,5% aquecido a
30°C, em dois momentos distintos. O primeiro, as trés semanas, recorrendo a uma irrigagao canalar
abundante, com intuito de maximizar a atividade antimicrobiana desta solugao. O segundo momento,
as 5 semanas, aquando da realizagdo dos procedimentos de apexificagdo ou de revascularizagdo com
colocagdo das matrizes, através de uma irrigagao camaral, visando apenas uma antissepsia na camara
pulpar, evitando deste modo danificar as células estaminais remanescentes.Tal como defende Lovelace

et al. %, nesta segunda fase, os canais radiculares foram apenas irrigados com uma solucio salina.

A este respeito Essner et al. ** recomendam a utilizagio de concentragdes muito mais baixas

(0,04%—0,33%) de hipoclorito com o objetivo de manter o maximo nimero de células viaveis no
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interior do canal.Porém, Huang e Trevino 2*** chegam a aplicar concentragdes de 5,25% registando,

no entanto, o seu efeito deletério nas células estaminais.

A concentragao de NaOCl a 2,5% parece-nos conseguir um bom equilibrio entre a tentativa
de controlo da infegdo e a preservagdo celular, tal como é recomendado também por diversos

investigadores'® 10275,

A medicagao intracanalar utilizada para os casos de apexificacdo (grupo |) foi o hidroxido
de calcio (Ca(OH),), sendo nos casos de revascularizagao (grupo 2, 3 e 4) aplicada uma pasta trian-

tibidtica de ciprofloxacina, metronidazol e minociclina.

A utilizagao do hidréxido de calcio como medicagao intracanalar nos processos de apexifi-
cagio, é o procedimento mais comum em dentes imaturos necrosados'é8487.88.90.110.435-457 " Apesar de
um possivel enfraquecimento da dentina, quando sujeita a uma exposi¢io prolongada ao Ca(OH),”™
79438 3 sua aplicagdo por curtos periodos de tempo apresenta-se vantajosa dada a sua atividade an-
timicrobiana *°. Devido a anatomia radicular apical divergente, tipica de apices imaturos, a aplicagdo
de hidroxido de calcio pode complementar a agao do hipoclorito de sédio na remogao de restos

necrosados.

O Ca(OH), para além de, em curtos periodos de tempo (7 dias), possuir uma atividade anti-
microbiana, sendo eficaz na maioria das infe¢es canalares*, tem ainda a capacidade de elevar o pH
intracanalar, possibilitando a criagao de um ambiente mais favoravel a reagao de presa do MTA. Lee
et al.*"*2 demonstraram que um ambiente acidico com um pH de 5 afeta as propriedades fisicas e
de hidratagao do MTA, reduzindo deste modo a sua microdureza. De realcar ainda, que a utilizagao
da medicagdo intracanalar com Ca(OH), nio parece afetar a capacidade de selamento apical do

MTA#*3-4¢ podendo mesmo melhora-la*’.

Bose et al®* num estudo retrospetivo com dentes sujeitos a procedimentos endodénticos
regenerativos, verificaram que os casos tratados com medicacao intracanalar de hidréxido de calcio
apresentavam melhores resultados relativamente ao aumento de espessura da parede radicular,
quando o Ca(OH), foi colocado até a por¢ao média do canal radicular, do que quando foi colocado

para apical da por¢ao média do canal.

A nossa preparagao da pasta triantibiotica seguiu as instrugoes descritas no protocolo men-
cionado por Hoshino et al.*'*® e Trope**. A sua efetividade e eficacia na eliminagdo de agentes
patogénicos endodonticos foi ja demonstrada tanto em estudos in vitro como in vivo *#%%° Hoshino et
al. *® verificaram que a combinagido destes antibidticos aumentava a sua eficacia, em muitas situagées
em que isoladamente nao eram capazes de eliminar por completo as bactérias. Neste ambito, Sato
et al. *° conseguiram também com recurso a esta pasta triantibiotica eliminar bactérias presentes
nos canaliculos dentinarios. Com base nestes trabalhos, tem sido recomendada a utilizacao desta
mistura triantibiotica para a desinfecdo canalar de dentes imaturos necrosados e/ou com periodontite

apical'® 12.13.16.44.84.96.105.441.470 Racentemente, Ordinola-Zapata et al. /' demonstraram a efetividade e
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superioridade desta pasta triantibidtica na eliminagdo de bactérias em biofilmes, quando em com-

paracao com um gel de clorhexidina a 2% ou com uma pasta de hidroxido de calcio.

Por sua vez, as tetraciclinas, para além de aumentam os niveis de IL-10 (interleucina anti-
-inflamatéria), podem apresentar uma importante atividade anticolagenase, devido a sua forte ligagao
ao Ca*™ e Zn**(catides essenciais a atividade enzimatica das metaloproteinases da matriz), levando a
uma redugao da desintegragiao da matriz conjuntiva. Em paralelo, diminuem a producao de algumas
citoquinas, acido nitrico e prostagladinas '%%. A ciprofloxacina e o metronidazol podem ainda estimular
a formagio de fibroblastos '°2412472 Esta combinagdo triantibidtica parece, deste modo, favorecer

os procedimentos regenerativos.

Como preocupagao de ordem clinica, permanece o facto de se verificar uma pigmentagao
dentéria devido ao uso da minociclina'*'% 12 Por este motivo, tem sido sugerido a substituicio da
minociclina por outro antibiético, como a cefalosporina (Cefaclor) ou amoxicilina ou mesmo a sua
exclusio 26%4% Por outro lado, Reynolds et al.'% aconselham o selamento dos tubulos dentinirios
da cdmara pulpar com a aplicagio prévia de um sistema adesivo, antes da utilizagdo da minociclina,
para que nao ocorra este efeito indesejado. Outro aspeto a ter em linha de conta é a colocagao
da pasta a cerca de 3 mm para apical da JAC, sem deixar residuos nas paredes coronarias, o que se

torna tecnicamente dificil devido a consisténcia atual da pasta.

Tal como foi referido para o NaOCI, esta também a ser estudado o efeito dos componentes
da pasta triantibiotica, bem como do hidréxido de calcio, sobre a populagiao de células estaminais
presentes na polpa e na papila apical*347%. A pasta triantibiotica pode afetar a integridade e funcio-
nalidade das células estaminais em duas circunstincias*’®. Uma delas verifica-se aquando da extrusio
ou difusdo da medicagdo para além do apice, atingindo as células estaminais constituintes da papila
apical (SCAPs). A outra verifica-se quando a medicagdo permanece residualmente no interior do
canal podendo danificar as células estaminais que migram da papila apical para o interior dos canais,

a indugao da hemorragia que acompanha os mecanismos de revascularizagao.

Ruparel et al.#”® observaram a agdo da medicagdo intracanalar, utilizada em procedimentos
regenerativos, sobre as SCAPs, verificando que concentragoes muito elevadas de pasta triantibiotica
exercem efeitos deletérios na sua sobrevivéncia das SCAPs. Por outro lado, concentracdes mais
baixas, bem como a utilizagao de hidréxido de calcio nao parecem alterar a sobrevivéncia e prolife-
ragao. Pode pois concluir-se que as concentragoes recomendadas e aqui aplicadas nao deverao ter

exercido efeitos nefastos nestas células*’3474,

Uma nota final para o trabalho de Cohenca et al.*?¢ que procedeu a uma avaliou da antissepsia
canalar através da comparagao de dois protocolos com base na utilizagao de hipoclorito de sédio
a 2,5%. Num dos grupos com recurso a um sistema de pressdo apical negativa (sistema EndoVac)

e no outro com irrigagao convencional com pressao positiva e agulha 30G, seguida de medicagao
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intracanalar com pasta triantibiética. Cohenca et al. #* concluiram através de estudos microbioldgicos,
que todos os canais estavam contaminados no inicio do tratamento e, apos a utilizagao destes dois
protocolos de irrigagao, obtiveram uma grande reducdo da flora microbiana existente nos canais,
na ordem dos 80%, nao se verificando diferengas estatisticamente significativas entre ambos. Na
sequéncia do mesmo estudo, agora com recurso a uma analise histoldgica, da Silva et al. #*' referem
que a irrigagao com hipoclorito em sistema de pressao negativa, quando comparado com a irrigagao
por pressao positiva seguida da pasta triantibiotica, conduziu a formagao de uma maior quantidade
de tecido mineralizado no interior do canal radicular, tecidos conjuntivos mais estruturados na zona
pulpar e periapical e um processo de reparagdo mais avangado. Estes investigadores concluiram,
por conseguinte, que o sistema de pressao apical negativa promove condi¢oes mais favoraveis a
ocorréncia de uma reparagao apical, assim como uma adequada antissepsia canalar sem irritagao
tecidular periapical significativa, dispensando a utilizagao adicional de antibiéticos. Outra das vanta-
gens apresentadas pela aplicagdo deste sistema é a minimizagao do risco de extrusdo do hipoclorito
de sodio para o periapice. No nosso estudo, esta preocupagao esteve sempre presente, tendo sido
definido um protocolo de irrigagio com agulhas de saida lateral, de calibre 27G, com utilizagao de
pressao suave e limitador de silicone colocado 3 milimetros aquém do comprimento de trabalho, de
modo a reduzir ao minimo o risco de extrusao, em conformidade com os resultados dos estudos

de dindmica de fluxo de irrigantes apresentados por Boutsioukis et al.#> ¢,

Matrizes

Dado que nio existe crescimento celular em espagos vazios, facilmente se compreende a
necessidade de aplicagao de matrizes de sustentagao de modo a criar uma estrutura tridimensional
apropriada para o crescimento e diferenciagao celular, promovendo também condigbes biologicas e
fisico-quimicas favoraveis ao processo de adesao e migragao celular. De facto, como ja foi referido,

as matrizes sao muito mais que um simples meio de acomodagao das células.

A utilizagdo de matrizes para auxiliar a regeneragiao endégena de tecido pulpar e/ou facilitar
a formagio de dentina reparadora apresenta-se como um objetivo de primordial importancia so-

bretudo nos casos de endodontia regenerativa.

Considerando que os constituintes das matrizes extracelulares controlam muitas vezes e mais
favoravelmente a diferenciagdo das células estaminais, selecionamos matrizes com uma constitui¢ao

o mais préxima possivel as matrizes extracelulares dos tecidos em questao.

Foi com este propdsito que se utilizaram as matrizes de hialuronato de sédio e quitosano
(HA:CS) e as de pectina e quitosano (P:CS), tentando encontrar uma matriz com melhores capaci-
dades biomiméticas do que as do codagulo sanguineo, que possibilitasse uma melhor regeneragao e

reabilitagao morfofuncional do complexo pulpo-dentinario.

JaThibodeau et al. '® recorreram também, para além da indugdo de um coagulo sanguineo, a

colocagao de matrizes. No entanto, estes autores referem que adicao da matriz colagénica por eles
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selecionada nio melhorou a formagao de novos tecidos. Provavelmente esta matriz foi reabsorvida
muito rapidamente, fracassando na sua fungao de suporte e estabilidade. Nesta base, Yamanuchi et
al. 2% recorreram a utilizagio de um colagénio insoltvel para permitir uma melhor estabilizagio,
obtendo melhores resultados. Contudo, Huang et al?'” alerta para o facto de poder ocorrer uma
contragdo das matrizes colagénicas, causada pela atividade das células pulpares, o que podera afetar
a regeneragao do tecido pulpar.

Foi nesta ordem de ideias que no presente trabalho procuramos utilizar matrizes a base de

quitosano, que para além da sua reconhecida eficacia nos processos de regeneragio pulpar?*

e pe-
riodontal®® e para além das suas propriedades antimicrobianas, apresenta também uma degradagio

mais lenta, levada a cabo de um modo natural, por sistemas enzimaticos.

A adicao de hialuronato de sédio ou de pectina ao quitosano visou melhorar as suas pro-
priedades de forma a proporcionar um microambiente em redor das células (particularmente das
células mesenquimatosas indiferenciadas)'**2'>2#7, capaz de melhorar o seu comportamento. Com
efeito, estes complexos polielectroliticos tinham por objetivo reunir um conjunto de variaveis que
isoladamente tém reconhecidas atividades de regeneragio tecidular?'>2¥, A sinergia resultante da
combinagao de hialuronato de sédio e quitosano (HA:CS) e pectina e quitosano (P:CS) poderiam

estimular a adesao, proliferagao e diferenciagao celular, bem como os processos de angiogénese.

Contudo, como sera abordado em paragrafos posteriores o comportamento destas matrizes
e a sua manutengao no final do periodo experimental ndo parecem melhorar os resultados obser-

vados nos grupos 3 e 4 comparativamente com o grupo 2.

Presenca de Bactérias

No presente estudo experimental,a utilizagao da técnica de coloragao Brown & Brenn aplica-
das nos cortes histologicos das raizes que constituiram o controlo negativo permitiu demonstrar a
presenca de bactérias na cavidade pulpar, particularmente junto as paredes dentinarias, bem como
nos tlbulos dentinarios. Em relagdo aos outros grupos, no final do periodo experimental nio foi
possivel detectar, com base na mesma técnica de coloragao, a existéncia de bactérias em quaisquer

deles, com excegdo de dois cortes pertencentes ao grupo 3.

Esta constatacdo constitui um resultado positivo, que demonstra a eficacia do hipoclorito
de sddio, hidroxido de célcio e da pasta triantibiotica (ciprofloxacina, metronidazol e minociclina)
na antissepsia canalar. Nao obstante, ressalvamos o facto desta técnica de coloragao apresentar

reconhecidamente uma significativa taxa de falsos negativos <t in 440.442.477,

Periodo experimental

A escolha do periodo de follow-up deste trabalho baseou-se para além de publicagbes an-

teriores acerca deste tema, Thibodeau et al.'8, Silva et al.**"*?%,Wang et al.'’, Zhu et al*'' e Tawfik et
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al*¥’, nas recomendagées das normas ISO 7405/2008 #7%, para estudos deste tipo que aconselham a

eutanasia dos animais ao fim de 90 dias ap6s o tratamento experimental.

Todavia, no final do periodo experimental, a maioria das raizes apresentavam um preenchi-
mento tecidular incompleto do espago canalar, assim como areas residuais de matriz. Provavelmente
com mais tempo e considerando os resultados dos estudos clinicos retrospetivos ja publicados'® 78,
seria de supor que os tecidos presentes no interior da cavidade pulpar ocupassem uma maior area e
ndo seriam certamente ja detetados restos de matrizes. Do mesmo modo, seria de esperar também
uma maior percentagem de encerramentos apicais. Por outro lado, com essa opg¢ao aumentariamos
o risco de aparecimento de fraturas coronarias e a presenga de acentuadas perdas Osseas associadas
ao aparecimento e desenvolvimento de doenga periodontal, tdo caracteristica destes animais, o que
poderia comprometer a avaliagido do resultado dos tratamentos efetuados. Porém,Yamauchi et al.?*"
425

com utilizagdo de um periodo experimental ligeiramente maior (14 semanas) nio observaram

diferengas significativas relativamente ao nossos resultados.

Histomorfometria

A histomorfometria foi efectuada tendo por base um software para andlise de imagem da
Bioquant Osteo®2012 Bioquant™- Image Analysis Corporation, Nashville, Estados Unidos da Amé-
rica. Este programa tem a capacidade de distinguir as diferentes afinidades tintoriais dos tecidos e
componentes da amostra, convertendo essa informagao em quantificagao de areas, reprodugoes
tridimensionais, determinagio de densidades e outros parimetros mais especializados. Este sistema
de avaliagao permite uma maior objetividade e precisao comparativamente com outros sistemas de

avaliagdo, como a radiomorfometria*? ou sistemas com escalas de graus*®.

Embora o sofware, atrds referido, tenha sido concebido inicialmente para utilizagdo em estudos
de tecido &sseo, foi possivel adaptar e otimizar este sistema visando quantificar areas de quaisquer
tecidos mineralizados presentes no interior do canal radicular. Este processo de quantificagao his-
tomorfométrica é de longe bastante mais rigoroso e preciso, quando comparado com os resultados
descritos nos primeiros estudos efetuados neste ambito'® '*#2!. Mesmo em relagio ao trabalho
realizado por Yamauchi et al®' os resultados morfométricos aqui apresentados parecem-nos mais

completos e minuciosos.

Analise estatistica

A selecao dos iniUmeros parametros por nos utilizados, baseou-se na literatura consultada
para este tipo de estudos!'® !%:201.421.425,440.442.481.482 rando-se constituido uma tabela de observacdes

completa e pormenorizada. Mas, infelizmente, a elaboragdo de uma vasta lista de parametros de ava-
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liagao, traduz-se numa dificuldade acrescida de interpretagdo e de comparagao com outros estudos,

tendo-se recorrido a uma analise univariada.

Na literatura que tenhamos conhecimento até a data, ndo existem parametros histologicos
bem definidos que avaliem com rigor este tipo de intervengao procuramos, pois, clarificar este ponto.
Assim, com este intuito decidimos recolher o maximo de informacao e além de utilizarmos as variaveis
dos estudos ja publicados nos trabalhos anteriores sobre revascularizagio'®* !, complementamos
com outros pardmetros adicionais*®#24!.462 A realizacdo de uma estatistica multivariada, embora
no nosso caso com caracter exploratorio, possibilitou-nos saber de entre as inimeras variaveis
estudadas conhecer quais as que contribuiram mais para os resultados observados. Deste modo,
permitiu-nos saber e aconselhar quais os parametros que nos transmitem mais informagao, assim
como a sua correlagio, ou seja se possuem uma contribuigao positiva ou negativa. Este assunto sera

abordado mais a frente.

Tewary et al.*® consideraram a interpretagao das imagens radioldgicas como subjetiva, indepen-
dentemente de serem efetuadas em sistemas convencionais ou digitais. Segundo estes autores, e na
nossa opiniao, os fatores que parecem ter maior impacto estao quase sempre relacionados com os anos

de experiéncia do clinico e com a familiaridade do operador com o sistema radiologico em questao.

No nosso estudo, foi possivel obter entre os operadores, apds uma calibragio inicial, um
elevado consenso entre a interpretagao radiografica inicial dos trés avaliadores e a avaliagdo radio-

grafica do sucesso/insucesso do procedimento regenerativo.

Com esta interpretagao radiografica foi possivel reduzir a informagao da distribuicdo das

variaveis a uma s6 dimensao, assim como os seus pesos.

Com a andlise multivariada, além da determinagao das variaveis com valor preditivo no resul-
tado (encerramento apical, preenchimento canalar, vascularizagao, reabsorgao/reparagao de tecidos
mineralizados, infiltrado inflamatoério e espessura do ligamento periodontal), foi também possivel
determinar qual o seu modo de influéncia (positivo ou negativo). Assim, através da andlise destas
seis variaveis poderemos prever com um grande grau de exatiddo de 90,1%, o sucesso, ou nao da
intervengio. Deste modo, facilmente se compreende a correlagio demonstrada entre estas variaveis

preditoras. Porém a presenca de encerramento apical por si sé da um grau de exatidao de 85,7%.

Em sintese, com este modelo animal e metodologia aplicada, foi possivel suportar uma correta
analise estatistica dos resultados recorrendo a um reduzido grupo de animais, uma vez que pode ser
utilizado um elevado nimero de raizes por cada animal. Para além disso, permitiu-nos estabelecer
muitas comparagoes com os trabalhos ja publicados que tiveram por base a utilizagdo de modelos

experimentais semelhantes.

Este tipo de andlise multivariada parece dar um contributo importante para o prognostico

destas situagdes.
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MTA e Apexificacao
A técnica de apexificagao com MTA é considerada uma técnica de eleicao, muito eficaz para

casos de tratamentos endodonticos de dentes com necrose pulpar e com apices abertos.

Tém sido atribuidas ao MTA, algumas propriedades importantes, particularmente a capacidade
de indugdo (estimulo) e condugio (suporte) de tecidos mineralizados, para além de uma atividade
antibacteriana, resultante do seu alto valor de pH*>4!¢%445 O MTA é pois considerado um ma-
terial bioativo com grande atividade dentinogénica, cementogénica ou mesmo osteogénica, sendo
inquestionaveis os bons resultados decorrentes da sua aplicagio*®*7. Também no presente estudo,
acentuamos os bons resultados obtidos e atribuidos ao MTA, de forma dominante e consistente, e

o facto de se verificar uma boa tolerancia dos tecidos periapicais a este material.

Sob um ponto de vista técnico pode afirmar-se que as obturagdes canalares com MTA
apresentaram uma densidade e homogeneidade compativeis com um elevado padrao de qualidade
preconizado para esta etapa do tratamento. Nao obstante, no presente trabalho foram registados
alguns casos com uma ligeira extrusao deste material para os tecidos periapicais. Nas situagoes em
que houve extrusao do MTA (em 44 % dos casos, ou seja, 8 dos 18 casos do grupo 1), somente

trés raizes (16,7%) nao apresentaram formagao de tecidos mineralizados na proximidade do MTA.

As situagdes de extrusdo de material, ainda que ocorram com alguma frequéncia devem, no
entanto, ser evitadas, pois podem prejudicar as reagdes quimicas de presa do material, tornando
menos previsivel as qualidades bioldgicas do produto final, o que pode interferir com a cicatrizagao

dos tecidos periapicais ou com o encerramento apical completo*! 4%,

Nos casos em que se verifique extrusio do MTA sera recomendado a realizagdo de controlos
a longo prazo, de modo a avaliar o processo de cicatrizagao®"*3 4%, Hachmeister et al.*® referem
ainda que a aplicagdo da barreira apical pelo canal (ou seja, ndo cirurgica) é bem mais sensivel que

por via cirdrgica, exigindo por isso maiores cuidados e atencao.

Ainda que nio fosse o objetivo deste estudo, ndo verificdmos uma correlagiao estatistica
significativa entre a presenga de extrusio de MTA e a auséncia de formagao de pontes mineraliza-
das. No entanto, quando a extrusao esta presente nao se observa a formagao de pontes completas
na porg¢io apical. Estes aspetos vio, de certo modo, de encontro aos estudos de Felippe et al. “®? e
Holland et al. ®' que referem que o material quando colocado dentro dos limites canalares apresenta

melhores resultados do que quando ocorre extrusao.

De facto, Felippe et al.*? descreveram um estudo de apexificacio com MTA, tendo por base
dois grupos diferentes. O primeiro s6 com MTA e o segundo sujeito a uma aplicagao prévia de
medicagao intracanalar com uma pasta de hidréxido de calcio/ propilenoglicol, antes da utilizagao
do MTA. Estes autores referem a ocorréncia de extrusio do MTA em 7,7% dos casos observados

no primeiro grupo e 75% no segundo, concluindo a existéncia de uma forte correlagio entre o uso
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de hidroxido de calcio e a taxa de extrusio de MTA. Na nossa opinido, os piores resultados obser-
vados no segundo grupo ficaram a dever-se mais a caracteristicas intrinsecas do propilenoglicol do
que propiamente ao hidréxido de calcio, pelo que devera ter-se em conta as propriedades fisicas
(oleosas/lubrificantes) do veiculo utilizado. No entanto, nao é também de descurar a atividade de
dissolugao do hipoclorito de sédio e do hidroxido de calcio sobre os tecidos vitais ou mesmo ne-
crosados existentes na por¢ao apical, provocando uma destruicao dos tecidos periapicais capazes
de exercer resisténcia e oposigao a progressao do MTA. De referir ainda que ja em 1999, Shabahang
et al.” observaram a extrusio deste material em duas situagées num total de |4 casos, sendo que

um deles nao apresentava formagdo de tecidos mineralizados.

Também tém sido relatados diversos casos clinicos de extrusdo do MTA, durante a técnica de
apexificagdo*”'**. Neste dmbito, Mente et al.*** num primeiro estudo retrospetivo, nio destacaram
as situagdes de extrusdo apical de MTA, nao |he atribuindo qualquer importancia nos resultados
clinicos observados, uma vez que nao foram estatisticamente significativas as diferengas entre os
casos obturados no limite ideal ou sobreobturados. Posteriormente, os mesmos autores®, avaliando
um maior nimero de casos e com mais tempo de follow-up, constataram um prognéstico menos
favoravel nos casos com extrusao de MTA.

Por sua vez, Lopes e Siqueira*®

recomendam, na execugao da técnica de apexificagao, a utiliza-
¢do prévia de certos materiais reabsorviveis (p6 de hidroxido de calcio, sulfato de calcio ou matrizes)
tentando criar uma barreira apical mais eficiente visando impedir o extravasamento do MTA para
fora do canal radicular, sobretudo em casos de apices com paredes muito divergentes para apical.
Do mesmo modo, Castellucci*’,Vanka et al.*%,Sood et al.**’ e Rudagi et al.>® referem que a utilizacio
de matrizes reabsorviveis (como a membrana de colagénio reabsorvivel ou plasma enriquecido com
plaquetas) nao apresenta qualquer contraindicagao, apesar de geralmente a resisténcia dos tecidos
apicais ser suficiente para a prevengao da extrusdo. De referir ainda, que apés completar a colocagao
do MTA em apical, deve realizar-se um controlo radiografico e caso o resultado nao seja satisfatorio,
Castellucci*” recomenda a remogdo do MTA, recorrendo a uma irrigagio com uma solugio salina

e a repeticao do procedimento para criagao da barreira apical.

De igual modo e a este respeito ndo podemos deixar de referir que no presente trabalho a
utilizagdo de matrizes, nos grupos 3 e 4, facilitou o processo de colocagio e estabilizagao do MTA,
em cervical, formando uma barreira muito eficaz e homogénea, capaz de prevenir a microinfiltragao
coronaria. Por outro lado,a colocagao do MTA diretamente sobre o coagulo, no grupo 2, revelou-se
tecnicamente mais dificil, tendo-se verificado algumas vezes a sua disseminagao para o interior do
canal, interferindo deste modo com o processo de formagao dos novos tecidos. De facto, podemos
constatar que a utilizagdo de matrizes pode contribuir para tornar a técnica de criagio de uma

barreira com MTA mais previsivel?*" 4%,

Relativamente aos resultados de natureza histolégica, observados no grupo | (apexificagao),

o facto de todo o limen do canal radicular estar preenchido com MTA impossibilitou, desde logo,
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a hipotese de formagao de novos tecidos em aposicdo a parede interna da dentina. Esta situagao
constitui uma das grandes limitagSes da técnica de apexificagao ou seja, apesar de se conseguir a
criagdo de uma barreira apical dura, mantiveram-se as paredes dentinarias muito finas e fragilizadas,
o que torna o dente muito suscetivel a fratura?2, Porém, observamos em muitos dos casos analisados

(83,3%) uma consideravel deposicdo de cemento celular na porgao externa da raiz.

E de realgar, todavia, que a caracteristica histolégica mais importante deste grupo de raizes
(sujeitas a técnica de apexificagdo), foi a presenga de areas de tecidos mineralizados neoformados,
adjacentes ao MTA, maioritariamente associadas ao encerramento apical. De facto, é visivel em cerca
de 83% dos casos a existéncia de um tecido mineralizado que caracterizamos como cemento celular,
adjacente ao MTA, formando uma ponte, entre as paredes radiculares. Shabahang et al.” refere que 13
dos |4 casos tratados, nos seus estudos, evidenciaram também a presenga de tecidos mineralizados
em redor do MTA. Do mesmo modo, Felippe et al.*? referem ainda que todos os casos tratados

com MTA, apresentaram formagao de uma barreira apical.

Estas observagdes histologicas estio subjacentes a resolugio radiografica das lesGes periapicais
verificadas na maioria dos casos por nés estudados (94%), bem como a um aumento da espessura

das paredes radiculares (77,8%) e encerramento apical (67%).

Importa ainda assinalar que o tecido mineralizado neoformado esta envolvido por ligamento
periodontal e apresenta uma perfeita continuidade com o cemento celular presente nas restantes
zonas periodontais. Este resultado é similar ao descrito por Felippe et al.*2. Por outro lado, Holland
et al. ®' referem que na maioria dos casos com extrusio de MTA, havia desorganizagdo do ligamento
periodontal, parcial ou mesmo total, com presenga de infiltrado inflamatério associado a presenca de
macrofagos, que continham particulas de MTA no seu citoplasma. Este aspeto foi também por noés
observado em algumas situagoes, sendo de registar a presenca habitual de grupos de macroéfagos
contendo particulas que julgamos ser de MTA, localizados no ligamento periodontal quer mesmo

nos espacos medulares entre as trabéculas osseas.

A libertagao de ides calcio, a partir do MTA, e a sua ligagao aos fosfatos presentes nos flui-
dos tissulares leva a formagao de um camada de hidroxiapatite que funciona como uma barreira
mineralizada e cristalina de alta qualidade, com grande capacidade de selamento que vai também
estimular e suportar a proliferagio e diferenciagio de cementoblastos e osteoblastos?*!5#16:485-488
Por sua vez, o 6xido de calcio existente no MTA, reagindo com o didxido de carbono presente nos
tecidos periapicais da origem a formagao de um carbonato de célcio, sob a forma de cristais de cal-
cite, que promove uma elevada concentragao local de fibronectina, estimulando a migragao, adesao
e diferenciagao celular e consequente formagao e mineralizagao de uma matriz, induzindo deste
modo processos de cementogénese e de encerramento apical®® ¥, Com efeito, o MTA estimula
a sintese de tecidos mineralizados com um alto grau de integridade estrutural, tanto na interface

486

dentina-material como no interior dos tubulos dentinarios*, constituindo por isso um material de

exceléncia na técnica de apexificagio. Para além disso, os ides hidroxilo resultantes da reagio do
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MTA com a agua, responsaveis pela elevacio local do pH, vao muitas vezes provocar uma necrose
celular, com consequente irritagao dos tecidos em redor, geralmente decorrente da libertagao de
mediadores pro-inflamatorios*®” 4. Assim,a presenca localizada de certas citoquinas e quimioquinas
provenientes das células necrosadas, em combinagao com fatores libertados pela matriz dentinaria
adjacente, podem exercer um papel preponderante na diferenciagdo, sintese e mineralizagdo de
tecidos, tendo por base um processo de natureza inflamatéria envolvendo células imunoldgicas e

células estaminais'>**7,

De registar ainda, a presencga frequente de grande nimero de estruturas constituidas por
dentina e cemento situadas em estreita proximidade e continuidade com as pontes atras referidas.
Estas formagoes, certamente derivadas da diferenciacao das células da papila apical, parecem contri-
buir para um nitido crescimento e reforgo radicular em comprimento, facto raramente associado
aos procedimento de apexificagdo com MTA” #2501 assumindo-se como um caso de sucesso no
ambito da apexificagdo. Situagdes deste tipo, ndo foram, tanto quanto é do nosso conhecimento, até

agora referidas na literatura.

Tecidos mineralizados subjacentes ao MTA formando pontes interdentinarias

Ainda relativamente a utilizagdo de MTA e antes de proceder a uma andlise dos resultados
obtidos nos grupos 2, 3 e 4, em que foram aplicadas diferentes matrizes, pareceu-nos vantajoso apre-
sentar algumas consideragoes a respeito da formagao de pontes de tecidos mineralizados subjacentes

ao MTA normalmente localizadas na porgao cervical, observadas em algumas casos.

O MTA, quando aplicado nas técnicas de protegao pulpar, pode induzir a formagao de pontes
de dentina reparativa, quer de um modo indireto, através da libertagao dos fatores atras referidos
presentes na matriz dentinaria, quer de uma forma direta pela estimulagao da expressao de fatores
de transcrigdo (como o Runx2) responsaveis pela ativagio em células mesenquimatosas indiferen-
ciadas de genes como o da osteocalcina, fosfatase alcalina e sialoproteinas dentinarias, associados a

diferencia¢io odontoblastica e a formagio de dentina®0%>%,

Importa sublinhar, no entanto, que estas pontes subjacentes ao MTA, ou relacionadas com
processos de apexificagao, sao maioritariamente formadas por um tecido semelhante a cemento
celular, sendo raramente observados tubulos dentinarios na sua constituicao. De facto, foi ja de-
monstrada a capacidade do MTA para promover mecanismos de cementogénese’® #4250 Neste
imbito, gostariamos de chamar a atengio para o facto de alguns investigadores'?: 2% descreverem
muitas das pontes dentinarias formadas em situagoes de protecao pulpar, como sendo constituidas
por osteodentina, mas que na nossa opiniao se trata maioritariamente de cemento celular, sem
excluir no entanto, a presen¢a de algumas areas de dentina. No conjunto de imagens apresentadas
na segao de resultados, é facil observar muitas vezes um perfeito contacto e continuidade destas

pontes, formadas por cemento celular, com a dentina das paredes radiculares.
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Com efeito, nos grupos 2, 3 e 4 em que foram utilizadas diversas matrizes visando melhorar
os processos de reparagao/regeneragao, foram observadas na cavidade pulpar algumas pontes de
cemento celular, a unir as paredes dentinarias, muitos semelhantes as encontradas nos casos de
apexificacio'” “®*. Estas observagdes, ndo nos surpreendem considerando que o cemento celular é
um tecido com fungoes reparadoras, muito menos exigente que a dentina, que se forma com mais

facilidade em condi¢des adversas.

Grupos experimentais com Matrizes (grupos 2, 3 e 4)

A vantagem dos tratamentos endodonticos regenerativos em relagao a apexificagdo reside
na possibilidade do um espessamento e alongamento das paredes radiculares resultante da revas-
cularizagao e revitalizagao/regeneracao do espago canalar. Este facto é particularmente animador

em pacientes jovens com dentes imaturos, considerando o seu apice aberto e raizes ainda curtas.

A inducao de uma hemorragia apical e a formagao do coagulo, associada a uma antissepsia
canalar com pasta triantibiética ou hidroxido de calcio e a um selamento coronario eficaz represen-
tou um importante passo, senao o mais significativo, na area da endodontia regenerativa de dentes
imaturos com apices abertos. Com efeito o coagulo sanguineo representa nio sé uma matriz de
suporte para a migragao celular como constitui também uma grande fonte de fatores de crescimento
310325 capaz de estimular a diferenciagdo e maturagio de grande numero de populagdes celulares. A
retenc¢ao, organizagao e riqueza do coagulo é considerado como um pré-requisito essencial para a
migragao das células, proporcionando os componentes estruturais e bioquimicos responsaveis pelo

inicio, desenvolvimento e controlo do processo de cicatrizagido/regeneragao®™.

A par desta metodologia a utilizagdo de novos materiais com reconhecidos efeitos pro-
-regenerativos podera também oferecer significativos avangos nesta area. Foi com este propésito
que foram utilizados neste estudo para além do coagulo sanguineo um conjunto de matrizes (HA:CS,
P:CS) tentando criar um microambiente, que possibilitasse uma mais facil capacidade de revascula-

rizagao e revitalizagdo ou mesmo uma regeneragao pulpar.

Nos grupos experimentais 2, 3 e 4, foi possivel confirmar radiograficamente, uma evolugio
positiva no sentido da resolugdo da maioria das lesdes periapicais (84%). Destas situagoes, 61,4%
apresentavam uma completa auséncia de manifestages radiograficas de patologia. Foi também pos-
sivel verificar um espessamento das paredes radiculares em 77,2% dos casos e encerramento apical

(parcial ou completo) em 70,2%.

A analise dos resultados em microscopia de luz revelou no espago canalar, adjacente ao MTA,
e na generalidade dos casos (84,2% das raizes analisadas) a existéncia de areas de tecido conjuntivo
bastante vascularizado,bem como a presenga de tecidos mineralizados com diferentes caracteristicas

e localizagoes.

Na verdade, é visivel, com frequéncia, a presenca de zonas de tecido mineralizado com uma

organizagao histologica de cemento celular formado em aposicao a parede dentinaria. Este facto sera
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responsavel pelo aumento da espessura das paredes radiculares, situagdo que observamos em 85,6%
dos casos em estudo. De acentuar, no entanto, que na maioria das laminas histolégicas observadas as
camadas de cemento intracanalar e de dentina se encontravam, por vezes, afastadas uma da outra,
verificando-se um pequeno espago entre ambas. De sublinhar ainda a existéncia de uma perfeita

continuidade entre o cemento intracanalar e o cemento constituinte do periodonto ja existente.

Adjacente ao cemento recém formado, sobretudo na regiao apical, é visivel a presenca de um
tecido conjuntivo com caracteristicas muito semelhantes ao ligamento periodontal, verificando-se
também uma continuidade com esta estrutura. De registar, no entanto, que a medida que caminhamos
para coronal, a densidade celular e fibrilar vai diminuindo, apresentando-se gradualmente como um
tecido conjuntivo bastante laxo. De assinalar também, que foram encontrados restos epiteliais de
Malassez nestas zonas do ligamento periodontal de localizagao intracanalar, como maior frequéncia
nas regioes mais apicais.

Um outro achado frequentemente observado na maioria dos grupos experimentais foi a
presenca de areas com nitidas caracteristicas de tecido 6sseo, que muitas vezes apresentavam con-

tinuidade com as trabéculas 6sseas que constituiam a parede alveolar da regiao periapical.

O conjunto das estruturas atras descrito, presentes no espago canalar, parecem representar
um processo de migragao e invasao dos tecidos constituintes do periodonto para o interior do
canal pulpar, situagdo certamente facilitada pela dimensio do apice*®. Com efeito o grande didmetro
do apice imaturo (aberto), pode promover o crescimento de vasos e de tecidos para o interior do

canal radicular, situagio também verificada em diversos trabalhos experimentais® '8 108.201.421,425,426,505

Considerando que o cemento e o tecido 6sseo neoformados no interior dos canais radiculares
nao sdo componentes normais do tecido pulpar, parece estarmos em presenc¢a de um processo de

revitalizagio do espaco pulpar e nio de uma verdadeira regeneragio'*.

Por sua vez, os resultados por nés observados, nas zonas periapicais, ao contrario do que
se verificou na cavidade pulpar, podem ser interpretados mais como processos regenerativos, do

que reparativos.

Neste contexto importa referir que, nos casos de lesoes periapicais a velocidade e a capacidade
de cicatrizagdo (ap6s um tratamento endodéntico) é geralmente de cerca de 80%°%, enquanto que
em situagdes de patologia pulpar a taxa de sucesso das protegoes pulpares ou pulpotomias € mais
imprevisivel*®. Apesar de na maioria dos estudos estas taxas serem mais baixas, situando-se entre
30 e 50%°°75%, existem no entanto relatos de taxas de sucesso entre 70-90%, para o tratamento de
protecdo pulpar com MTA em exposi¢es por carie®'?. Estas diferengas de resultados parecem ficar
a dever-se a diversas fatores, nomeadamente a variagées nos procedimentos clinicos e experiéncia
do operador. Contudo, a incapacidade de avaliar clinicamente o real estado inflamatério dos tecidos
pulpares antes do tratamento, ou seja se estamos perante uma situagao reversivel ou irreversivel,

também mais um elemento acrescentar para as diferencas nos resultados observados®®.
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Tendo em conta que os dentes extraidos as 3 semanas para controlo negativo pulpar nao
apresentavam, de um modo geral, quaisquer tecidos considerados viaveis, facilmente se compreende
que a deposicao de novas camadas de dentina seria altamente improvavel. Assim, o aparecimento
de novos tecidos no espago canalar (que foram observados na maioria dos casos) tiveram origem
noutras areas nao tao gravemente afetadas e mais ricamente vascularizadas que conservaram ainda
a sua capacidade de diferenciagio e proliferagao e que no caso presente atribuimos aos elementos

constituintes do periodonto.

E de assinalar ainda, nos dentes extraidos as 3 semanas, a existéncia no espago pulpar de
extensas areas constituidas por fibras de colagénio que podem funcionar como uma estrutura tridi-
mensional de sustentagao (matriz) contribuindo para suportar e guiar os mecanismos de migragao

e diferenciacio celular e tecidular.

Em sintese, os tratamento aplicados permitiram a revascularizagdo de dentes imaturos e a
recuperacao de um estado vital no canal pulpar, possibilitando um desenvolvimento radicular para
apical da restauragao, traduzido por um aumento, ainda que mais significativo em espessura (85,6%)
do que em comprimento (45,6%), das paredes radiculares a par de um frequente encerramento
apical, observado em 66,7% dos casos.

De sublinhar ainda, que consideramos um verdadeiro crescimento radicular em extensao
apenas quando a papila apical conseguiu sobreviver e desenvolver-se em perfeita continuidade e em
estreita proximidade a raiz correspondente. Caso de verifique um afastamento ou lesao desta es-
trutura (papila apical) o crescimento em sentido vertical apresenta-se muito mais limitado e, quando
presente, sera devido quase exclusivamente a formagio e crescimento de areas de cemento celular

em redor da extremidade apical do canal radicular.

Apesar da possibilidade teérica de uma maior eficacia nos processos de regeneragao com
aplicagao de novas matrizes (grupo 3 e 4), veio a comprovar-se na realidade que o seu comporta-
mento ficou aquém do esperado. De facto, foram encontrados melhores resultados apenas com a
inducio, formagdo e estabilizagdo do codgulo (grupo 2) do que com a adigdo das matrizes (grupo
3 e 4). Com efeito, no grupo 2 obtiveram-se 52,6 % de casos com preenchimento total da cavidade
pulpar disponivel. No grupo 4 (P:CS) encontraram-se apenas 15,8% de casos de preenchimento total

e no grupo 3 (HA:CS) nao se observou preenchimento total em nenhum dos casos.

Relativamente a percentagem de tecidos mineralizados formados na cavidade pulpar, mais
uma vez o grupo 2 (coagulo), se destaca dos restantes com 39,4% de areas ocupadas com tecidos

mineralizados, seguido do grupo 4 com 17,4% e do grupo 3 com | I,1%.

Por outro lado, a presenca no final do periodo experimental de grandes areas ocupadas por
matrizes foi visivel no grupo 3 e 4, sendo maior no grupo 3 (37,2%) do que no 4 (27,7%). Este facto,
dever-se-a certamente, a uma lenta biodegradagao das matrizes (mais para o HA:CS do que para a
P:CS), associada a uma certo efeito de barreira a migragao e desenvolvimento de células e tecidos

para o interior do espago pulpar.
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Sabendo que o quitosano se caracteriza pela grande solubilidade em solugbes acidas, (devido
a existéncia de grupos NH, livres e facilmente protonaveis em pH inferior a 6 e insolubilidade em
pH superior a 6,5,a redugio da biodegradagio das matrizes, podera estar relacionada com a subida
do pH**%_Com efeito a alcalinizagdo do meio associada a utilizagdo do MTA podera provocar uma

certa insolubilidade do quitosano, elemento comum as duas matrizes.

Por sua vez, a baixa velocidade de degradagao destas matrizes pode contribuir para a manu-
tengao de um estimulo inflamatério mais prolongado, que pode justificar o infiltrado inflamatério
encontrado (maior para o HA:CS do que para P:CS), bem como um atraso na resposta reparativa/

regenerativa.

A este respeito importa referir que numa fase inicial o quitosano parece estimular a liberta-
¢ao de citocinas e quimioquinas inflamatorias pelas células fibroblasticas, bem como a migragio de
leucdcitos polimorfonucleares e macréfagos?”. Este facto, podera ter uma repercussio negativa se
atendermos as condigbes em que se encontra o tecido pulpar, ou seja numa cavidade de paredes
rigidas e sem irrigagdo colateral®®. Mas, por outro lado, esta também demonstrado ?** que numa
fase final de cicatrizagao, apresenta uma grande atividade angiogénica e de reorganizagao da matriz

extracelular e tecido de granulagao, aspetos que nos pareceram favoraveis a processos de regeneragao.

Eventualmente a introducao de periodos de avaliagio mais longos permitir-nos-iam obter

respostas mais favoraveis com estas matrizes.

Com base numa andlise estatistica multivariada, foi possivel constatar e confirmar que a
presenca de areas de reabsor¢ao nos tecidos mineralizados constituintes da parede dentinaria sem
reparagao, de infiltrado inflamatério e a maior espessura do ligamento periodontal representam, no
seu conjunto, sinais de mau progndstico. Importa alertar também para uma correlagao direta entre
a presenca de infiltrado inflamatério e o espessamento do ligamento periodontal, facto este ja an-
teriormente assinalado por Santos*®. De referir que, no presente trabalho, para além de um grande
numero de casos em que nao se registaram areas de reabsorgao na parede radicular, foram também
observadas muitas situagoes em que se verificou uma reparagao completa das areas previamente
reabsorvidas, num total de 69,3 % (49 em 75) de casos. Este mecanismo de reparagao so se verifica
em presenca de um ambiente propicio ao desenvolvimento de novos tecidos que ficara a dever-se
a um controlo eficaz da infegdo (através da antissepsia e medicagdo intracanalar) assim como a um

selamento coronario efetivo.

Por outro lado, o preenchimento canalar, os sinais de vascularizagido e o encerramento apical
quando presentes influenciam positivamente o resultado, sendo sinais favoraveis de sucesso. Estes
trés parametros estarao de certo modo correlacionados, uma vez que o preenchimento canalar
com tecidos conjuntivos (mineralizados ou nao) a par de uma boa vascularizagao vao certamente

resultar num melhor encerramento apical.
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Por fim, apraz-nos registar que embora em escasso numero, foi possivel observar alguns casos
em que se verificaram, em simultaneo, areas de regeneragao do tecido pulpar justapostas a regioes
em que se formaram tecidos mineralizados caracteristicos do periodonto. Na verdade, de entre os
nossos resultados, verificaram-se cinco casos (4 casos no grupo 2 e | no grupo 4) em que foi possivel
observar a presenca de uma extensa camada de células odontoblasticas ,adjacente a uma zona de
pré-dentina e dentina recém formada, que consideramos como uma area em que se verificou um
verdadeiro processo de regeneragdo do complexo pulpo-dentinario. Este facto, foi quase sempre
observado em apenas uma das paredes dentinaria, nunca tendo sido encontrada uma cavidade pulpar

completamente regenerada e revestida, na sua totalidade, por células odontoblasticas.

A formacao desta nova matriz dentinaria adjacente a dentina primaria e secundaria, sinteti-
zada por odontoblastos neoformados pode ser da responsabilidade da diferenciagdo odontoblastica
das células estaminais da papila apical (SCAPs). Nestes casos verificou-se também, um verdadeiro
crescimento em comprimento da raiz. Assim, os odontoblastos recém formados provenientes da

SCAPs, permitiram completar o processo de crescimento e maturagio da raiz**%,

Por outro lado, também poderia ocorrer um mecanismo de diferenciagao das células estami-
nais pulpares (DPSCs), existentes em areas de tecido pulpar que resistiram as agressoes ou mesmo a
sobrevivéncia de odontoblastos primitivos, que continuaram a formar dentina na parede radicular?* 34,

Qualquer destes processos resulta apenas no aumento da espessura das paredes dentinarias.

Embora num estado de pulpite irreversivel ou necrose parcial, &€ possivel que num dente ima-
turo, os nichos de células estaminas da polpa e da papila apical, possam ter conseguido sobreviver e
apos um processo de antissepsia adequado encontrar condigoes que possibilitassem a regeneragao
de algumas zonas do espago pulpar. Com efeito, Alongi et al.3? confirmaram a existéncia de células
estaminais viaveis em situagdes de pulpite salientando o facto de apresentarem uma diminuigao
do seu potencial dentinogénico, certamente devido ao efeito de certas citoquinas como o TNF-a
e IL-1'>3%2 Pelo contrario, Pereira et al>* afirmam que nestas condi¢des as células estaminais nio

apresentam diferengas quanto a sua morfologia, taxa de proliferacao e potencial de diferenciacao.

Também os casos em que houve formagdo de dentina terciaria e/ou de pontes de dentina
resultaram provavelmente da sobrevivéncia e maturagao de células pulpares indiferenciadas. De
sublinhar ainda que a formagao de pontes constituidas por cemento e dentina, mas sobretudo por

dentina s6 se verificam em situagdes em que houve manutengiao da camada odontoblastica.

Nos estudos até agora publicados, utilizando este modelo animal e metodologia semelhante,
e que tenhamos conhecimento até a data, foi apenas possivel observar a sobrevivéncia parcial de
areas de tecido pulpar com uma camada intacta de células odontoblasticas em apenas numa raiz'.
Todos os outros estudos®!2!! 421425426 3o relataram quaisquer casos em que se observasse neo-

formacao de dentina.

No presente trabalho foram alcangados resultados bastante semelhantes aos divulgados por

quase todas as equipas de investigacdo nesta area's %201.421.425.426,
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Com efeito, estudos realizados por Thibodeau et al.'® e mais tarde complementados por Wang
et. al.”” tendo por base uma anilise histoldgica mais aprofundada, concluiram que o processo de
revitalizagao em dentes imaturos com polpa infectada e periodontite apical permitia o crescimento
de tecidos para o interior do espago canalar. Os tecidos presentes no espago pulpar eram consti-
tuidos por cemento, ligamento periodontal e tecido sseo. Estes investigadores, referiram também
que apesar da revitalizagao ser um tratamento mais favoravel do que a apexificagao, nao poderia ser

considerado como um mecanismo de regeneragao.

Silva et al.**' observaram também a existéncia de tecidos conjuntivos mineralizados e niao

mineralizados no interior do canal radicular com origem periodontal.

De referir ainda os trabalhos de Yamauchi et al.?®' que apesar de apresentarem algumas va-
riagoes no sentido de melhorar a estabilizacao das matrizes de suporte e a interface com a matriz
dentindria nao conseguiram mesmo assim, regenerar o complexo pulpo dentinario, continuando
a obter resultados idénticos aos anteriormente descritos. Mais tarde, Yamauchi et al.**® tendo por
base o mesmo estudo experimental, procederam a caracterizagao imunohistoquimica dos tecidos
formados no interior da cavidade canalar valorizando pequenas diferengas na sua composigao, so-
bretudo no que respeita a camada de cemento intracanalar neoformado. Estes autores designaram
este tecido, que consideramos cemento, como um tecido mineralizado com caracteristicas Unicas
que nao pode ser classificado como cemento, embora seja muito semelhante. Tendo em conta o
seu aspeto histologico tipico, a sua localizagao (intimamente adjacente ao ligamento periodontal) e

a nitida continuidade com o cemento radicular, discordamos desta opiniao.

Uma revisio recente feita por Andreasen e Bakland **%, descreve para a cicatrizagdo do espago
canalar a possibilidade de ocorréncia de quatro resultados diferentes: a) revascularizagio do tecido
pulpar com uma formagao acelerada de dentina, conduzindo a um obliteragao canalar, b) presenca
de cemento e ligamento periodontal, c) presenca de cemento, ligamento periodontal e tecido 6sseo

e d) presenca de tecido 6sseo e medula ossea.

Paralelamente a estes estudos surgiram outros investigadores que desenvolveram trabalhos de
identificacao e detegao das populagSes celulares responsaveis pela diferenciagao e crescimento dos
tecidos formados nos interior do espago canalar,bem como dos principais fatores de crescimento/

citoquinas capazes de estimular o homing destas células para a cavidade pulpar.

E neste ambito que destacamos o trabalho de Lovelace et al. que demonstrou pela primei-
ra vez e em humanos que a indugao da hemorragia desencadeia uma significativa acumulagao de
células estaminais mesenquimatosas indiferenciadas (no espago canalar), envolvidas nos mecanis-
mos de regeneragao dos tecidos pulpares. Com efeitos estes autores, com recurso a técnicas de
imunocitoquimica e de reagao da polimerase em cadeia (PCR) em tempo real, demonstraram que a
intensidade de células marcadas com CD105, CD73 e STRO-I, recolhidas do espago canalar (apos
a indugdo da hemorragia) era muito superior (na ordem das centenas) aos niveis encontrados na

corrente sanguinea. Concluiram, pois, que a manipulagdo por disrupgdo mecanica das estruturas pe-
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rirradiculares, em paralelo com a indugdo da hemorragia devera representar uma etapa importante
e basica aos diferentes protocolos de endodontia regenerativa, responsavel pela libertagao, para o
espago canalar, de células estaminais existentes nestes tecidos. Ainda que nao esteja determinada
com rigor a principal fonte de origem destas células, tudo indica que em condicoes ideais seriam as
células estaminais residentes nos nichos na papila apical*. Porém, as células estaminais que invadem
o canal, podem também ser provenientes de outros tecidos, adjacentes ao apice radicular como o
ligamento periodontal, osso alveolar/ medula éssea ou mesmo do foliculo dentdrio'¢**'". Esta situagio
devera ser bem mais frequente que o desejavel uma vez que encontramos no espago pulpar uma
predominancia de tecidos de origem e natureza periodontal. Por ultimo, é importante referir que,
a hemorragia que invade o espago canalar ira certamente facilitar o transporte destas células para
o interior da cavidade pulpar e que a utilizagdo de matrizes com efeitos pro-regenerativos podera

ajudar a criar um microambiente propicio a regeneragao do complexo pulpo dentinario.

O recurso ao transplante de células estaminais dentarias descrito e aplicado pela maioria
dos investigadores com trabalhos nesta area'®2'"2'¢, raramente conduziu a neoformagio de matriz
dentinaria com caracteristicas semelhantes a dentina primaria. Com efeito, o grupo de Huang et. al.
15 afirma que apesar de conseguir uma melhoria gradual no processo de regeneragio do complexo
pulpo-dentinario, (com base no transplante de varias linhas de células estaminais dentarias e diferentes
tipos de matrizes), refere também a dificuldade na obtengdo de um tecido como uma constitui¢ao
estrutural e funcional semelhante a dentina. Na verdade, os melhores resultados observados na
maioria dos seus estudos experimentais'®, mostraram a formagido de uma camada de dentina fina,
descontinua, desorganizada e aparentemente pouco resistente'>2'¢, O facto de Huang et. al. '° terem
utilizado células estaminais nao s6 provenientes da polpa dentaria, mas também da papila apical

podera justificar grande parte do seu éxito neste estudo.

Por sua vez, Zhu et al?'" utilizando um modelo animal semelhante e um protocolo de pul-
petomia, sem indugao de periodontite apical mas com recurso ao transplante de células estaminais
pulpares e plasma enriquecido com plaquetas (PRP), para além da indugao do coagulo, obtiveram
apenas a formagio de cemento e ligamento periodontal. Estes autores concluiram que estes proce-
dimentos (transplantagao de células estaminais pulpares e PRP) nao trouxeram nenhuma alteragao

nos tecidos recém formados quando em comparagao com o coagulo sanguineo.

Por outro lado, mesmo Wang et al.2'é, aplicando uma matriz colagénica(Gelfoam) a qual foram
adicionadas células estaminais pulpares autolégas, referem um processo de regeneragao pulpar e

neoformacao de matriz dentinaria, mas muito residual.

Por fim importa referir alguns relatos de séries de casos de indole clinica assentes
em protocolos de revascularizagdo, confirmados essencialmente por analises radiograficas e
avaliagdes clinicas®!'3 16 17:45.103-113. 115, 118.120.360.431 afjrmando que esta modalidade de tratamento sera

sempre preferivel a apexificagao tradicional. Porém e como é natural, sao escassos os estudos
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acompanhados de analises histologicas realizados em dentes humanos sujeitos a um procedimento
de revascularizagao/regeneragao visando esclarecer a natureza dos tecidos neoformados no espago
canalar e regides periapicais. Neste dmbito, convém salientar os trabalhos de Shimizu et al.**? e Martin
et al.** que incluem excecionalmente uma andlise histologica de dentes que apds tratamento sofreram

fraturas e que por este motivo foram extraidos*2 43,

Martin et al.**® num dente com um diagnéstico inicial de necrose pulpar e periodontite apical
e com dois anos de evolugao apés um procedimento de revascularizagao (utilizando plasma enrique-
cido com plaquetas para além de codagulo), descrevem também a presenca de tecidos mineralizados
similares a cemento e tecido 6sseo no interior do canal. Registaram ainda a auséncia de qualquer
camada de células odontoblasticas ou HERS no apice radicular. Este estudo permite antever uma
correta extrapolagdo dos resultados obtidos em modelos animais para a espécie humana. A este
respeito é impossivel nio deixar de referir o trabalho de Nygaard-Ostby e Hjortdal ** realizado em
humanos em 1971, que descreve a presenga de cemento celular a revestir o interior das paredes
dentinarias da maioria dos dentes sujeitos a um tratamento de bio/necropulpetomia, sobreinstru-

mentagao com ou sem indugao do coagulo sanguineo e preenchimento parcialmente dos canais.

Por sua vez, Shimizu et al.**%, observaram no interior do canal radicular, de um dente com pul-
pite irreversivel mas sem lesao periapical,a presenga de um tecido semelhante a polpa, uma camada
de odontoblastos adjacente a pré-dentina e auséncia de tecidos mineralizados no limen do canal,
detetando ainda a presenca de células semelhantes a HERS, em redor do apice. Estes resultados
foram observados apenas trés semanas e meia apés um procedimento de revascularizagao. Estas
circunstancias, ou seja uma polpa infectada, mas nio totalmente necrosada, poderia ter possibilitado

a obtengao destes resultados espantosos em tao curto espago de tempo.

As imagens tdo diferentes obtidas nestes dois casos***®, podem estar mais dependentes de
fatores relacionados com o diagnostico, timing da intervengdo e controle da infecio e inflamagao,

do que propriamente com o tratamento regenerativo utilizado.

Para finalizar é importante referir que a prevencao, dete¢ao precoce do estado pulpar e
tratamento atempado dos processo infeciosos/inflamatorios podera aumentar de sobremaneira a
eficacia dos mecanismos de regeneragao, minimizando os processo de reparagao. Somos de opiniao
que a otimizagdo e aperfeicoamento destes passos técnicos aliada a indugio e/ ou enriquecimento
do coagulo e preservagao da integridade estrutural dos tecidos periapicais (particularmente da

papila apical) sera mais eficaz do que propriamente investir nos processos em transplantagao celular.

Sem perder uma perspetiva global dos resultados e dada a especificidade e variedade dos
tecidos encontrados no espago canalar pareceu-nos vantajoso apresentar algumas consideragoes
acerca de cada um deles individualmente, bem como algumas tentativas de interpretacao da sua

presencga ectopica.
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Cemento celular

Enquanto o cemento acelular pode ser considerado um tecido Unico o cemento celular

partilha grandes semelhancas morfoldgicas funcionais e bioquimicas com o tecido 6sseo'?5!2513,

Por sua vez, o cemento celular constitui um tecido de reparagao por exceléncia, que pode ser
encontrado nao sé no periodonto como também na cavidade pulpar, de que sao exemplos certas
calcificagoes intrapulpares, preenchimento de areas reabsorvidas pelos odontoclastos durante os
processos de exfoliagao dos dentes deciduos e algumas pontes dentinarias, para além da presenca

fisiologica de cemento na face interna do foramen apical.

Por outro lado, o cemento celular apresenta-se como um tecido menos exigente quando
comparado com o tecido 6sseo ou com a dentina, que se forma com mais facilidade e maior rapidez
em situagoes adversas, uma vez que é um tecido avascular e bastante desestruturado. Neste contexto
¢ interessante salientar que independentemente das terapias regenerativas utilizadas em processos
de regeneragao/ reparagao periodontais em seres humanos encontra-se sempre como resultado
final a presenga de um cemento celular®'. Isto é, quaisquer que sejam as metodologias aplicadas, ndo

parecem influenciar o tipo de cemento reparador neoformado®'*.

As células estaminais/progenitoras responsaveis pela formagao e regeneragao do cemento
tem origem nos nichos pericapilares presentes no ligamento periodontal’®5'>, Com efeito, parece
confirmar-se um fluxo continuo de células capazes de se diferenciarem na linha fibroblastica, cemen-
toblastica ou osteoblastica, a partir das células endoteliais e ou dos pericitos constituintes da parede
vascular dos novos vasos sanguineos formados no ligamento periodontal aquando dos processo de

reparagio /regeneracio, recapitulando os mecanismos de desenvolvimento embrionario®'®.

Considerando ainda que a diferenciacao das células estaminais esta fortemente regulada
por fatores extrinsecos as células, como as caracteristicas do microambiente extracelular em que
se encontram, facilmente se compreende que, a expressio final dos diferentes fenétipos celulares
presentes no ligamento periodontal possa depender de um cross-talking entre as células estaminais/
progenitoras e os componentes da matriz extracelular em seu redor®'¢. Assim, quando em contacto
com a matriz dentinaria as células estaminais vao diferenciar em cementoblastos, situagao a que
ndo sera alheia, a influéncia dos restos da bainha radicular epitelial de Hertwig, também visiveis no
espaco canalar. Deste modo parece-nos natural, a formagio de cemento celular adjacente a dentina

e/ou pré-dentina aquando da invasdo do ligamento periodontal para o interior do espago canalar.

Uma outra hipdtese possivel para a presenca de cemento no interior do espago pulpar é
defendida por Cotti et al.!' que referem um crescimento direto da camada de cemento constituinte

dos tecidos periapicais para o interior do espago canalar.

Por Ultimo, é necessario recordar que o preenchimento de areas de dentina reabsorvida
verifica-se sempre a custa da aposi¢ao de cemento celular. Esta situagao, caracteristica da superficie
externa da dentina, pode também observar-se, como ficou demonstrado no capitulo de resultados,
na sua face interna, se as condigoes assim o permitirem, uma vez que, como ja foi referido, o cemento

celular constitui no dente o principal tecido de reparagao.
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Interface entre dentina e cemento intracanalar

Na maioria das imagens histoldgicas, correspondentes a generalidade dos grupos 2, 3 e 4
as camadas de cemento intracanalar e de dentina encontram-se, com muita frequéncia, destacadas
uma da outra, verificando-se um pequeno espago entre ambas. Este aspeto, podera ficar a dever-se
a artefactos decorrentes do processamento histolégico, pois nota-se uma perfeita correspondéncia
na interface entre estes dois tecidos. No entanto, nao sera de excluir uma certa fragilidade na sua
coesao, resultante da diferente constitui¢ao histolégica destes tecidos, bem como do facto de terem

sido formados em diferentes periodos.

Tendo em conta os mecanismos de formagao radicular, ja descritos na introdugao, esta
separagao podera, com grande probabilidade, resultar da auséncia de uma camada de cemento de
ancoragem (cemento acelular de fibras extrinsecas), responsavel em condigSes fisiologicas pela
forte ligagao entre cemento e dentina. Com efeito, durante a formagao do cemento intracanalar os
cementoblastos sintetizam matriz cementaria sobre uma dentina ja mineralizada nao permitindo a
ancoragem e mineralizagao simultanea das fibras colagénicas constituintes das suas matrizes. Assim
sendo, facilmente se compreende a ocorréncia de um plano de clivagem na interface entre dentina

e cemento. Este assunto tem constituido sé por si objeto de varias publicagdes®'* 3752,

Por outro lado, se houver um processo de reabsorgao prévio da superficie dentinaria havera
uma probabilidade mais forte de coesao no complexo cemento/dentina, uma vez que ficou exposta
a matriz colagénica da dentina, constituindo, deste modo, uma maior possibilidade de entrelagamento
entre as fibras e os cristais da matriz da dentina e da matriz do cemento neoformado em aposigao.
Este mecanismo, tenta recapitular o processo de cementogénese observado aquando da formagao e
mineralizagio da dentina do manto. Neste dmbito,importa referir os trabalhos de Yamanuchi et al. "
42 que antes da indugio do coagulo e colocagdo de matrizes utilizaram EDTA, visando remover a
smear layer e expor a malha colagénica de dentina, para assim obter uma melhor coesio. Na verdade
com aplicagao de EDTA conseguiram menor numero de separagoes entre dentina e cemento, mas

mostram também um grande receio dos efeitos sobre as células pulpares e periapicais.

A este respeito interessa referir também que apesar de recomendado pela American Asso-
ciation of Endodontists com o intuito de remogao da smear layer, exposicao da malha de colagénio
e libertagdao dos fatores sequestrados na matriz dentinaria, o EDTA apresenta uma citotoxicidade
que vai de moderada a severa®'. Além disso, quando presente nos tecidos periapicais, situagio que
pode ocorrer durante a preparagao canalar, parece inibir a atividade macrofagica alterando as res-
postas inflamatérias dos tecidos®2. Do mesmo modo, a sua alta capacidade de tampao, requer uma
grande quantidade de agentes quimicos para neutralizagdo alcalina®®. Lee el at.*? alertam ainda para
a possibilidade do EDTA interferir na reagao de hidratagaio do MTA, levando a uma diminuigao da

sua resisténcia e a uma fraca adesao celular.

Uma outra circunstancia interessante por nés observada e ilustrada no capitulo de resultados

foi o aparecimento de cemento celular (intracanalar) adjacente a camada de pré-dentina, permitindo
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talvez uma mais facil ancoragem entre estes dois tecidos. Neste caso a aplicagio de EDTA atras
referida seria desnecessaria. Fica no entanto por esclarecer como se comportaram os odontoblas-
tos nestas circunstincia e como se desenvolveu a frente de mineralizagdo. Esta questdo s6 ficaria
esclarecida com o sacrificio de animais em periodos de evolugao mais curtos de modo a fazer um

acompanhamento gradual e progressivo deste processo.

Ligamento periodontal

Foi visivel adjacente ao cemento recém formado, sobretudo na regidao mais apical,a presenga
de um tecido conjuntivo com caracteristicas muito semelhantes ao ligamento periodontal(LP),
verificando-se também uma continuidade com esta estrutura. Porém, é rara a presenca de fibras
de colagénio constituindo os caracteristicos feixes de fibras do ligamento periodontal. De facto,
a medida que caminhamos para coronal a densidade, distribuicao e orientagao das fibras de co-
lagénio diminui drasticamente, apresentando-se este tecido quase como um tecido conjuntivo
laxo, afastando-se cada vez mais da normal organizacao e composicao do ligamento periodontal.
De registar também, o menor numero de fibras de Sharpey orientadas perpendicularmente ao
cemento. De igual modo, na interface com o tecido 6sseo (quando presente) é ainda mais escassa a
existéncia de fibras de Sharpey dirigidas do ligamento para o tecido 6sseo. Por todas estas razoes,
quanto mais nos dirigimos para o interior do espago canalar, mais dificil se torna identificar este

tecido como ligamento periodontal.

Este facto resulta certamente das diferentes forgas mecanicas existentes no espago canalar,
quando comparadas com o que se verifica no periodonto. Com efeito, considerando a importancia do
binémio estrutura-fungio, alterando-se o ambiente biomecanico a que estio normalmente sujeitos
os componentes do periodonto (auséncia da participagdo na sustentagdo dos dente) modificar-se-a

também a sua estrutura e organizagao histologica'?” %,

Os processos de reparagao do LP sao semelhantes a quaisquer outros processos de cicatriza-
¢ao de tecidos conjuntivos. Porém, para um tecido conjuntivo, o ligamento periodontal apresenta-se
excecionalmente bem vascularizado, acompanhando o alto turnover dos seus constituintes celulares

e extracelulares, traduzindo uma alta taxa de renovagio'? %,

Durante os mecanismos de reparagao/regeneragao do LP, novos fibroblastos derivados das
células estaminais/ progenitoras presentes nos nichos perivasculares localizados nas regices adja-
centes a lesio migram para as areas a reparar'?” 28524 Com efeito, esta ja confirmado que as células
com intensa atividade mitotica originam-se num raio de 200um da margem da zona danificada,
localizando-se primariamente,a 5pm dos vasos sanguineos, necessitando em média de trés dias para
alcangarem o local da ferida®*3":525, S3o entdo rapidamente formadas novas fibras de colagénio, ge-
ralmente sem uma orientagio funcional nem uma ligagio aos tecidos mineralizados adjacentes'? %,

Com efeito foi ja demonstrada a grande capacidade proliferativa das células estaminais do LP, quando
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comparados com as células estaminais da medula 6ssea, bem como o seu potencial de diferenciagao

em cementoblastos, osteoblastos e adipcitos, para além de fibroblastos produtores de colagénio®”’.

Foi também possivel identificar e isolar estas células em casos de periodontite®*®“, Por sua
vez, Park et al.5? ao compararem células estaminais presentes num ligamento periodontal considerado
saudavel, com células estaminais extraidas de ligamentos periodontais em situagdes de periodontite
verificaram que n3o se observavam diferencgas significativas, quanto a sua capacidade de diferen-
ciacao e potencial proliferativo e ainda que as células estaminais presentes nos tecidos inflamados
apresentavam uma muito maior capacidade de migragao. Esta constatagao pode explicar, em parte,a
facilidade e frequéncia com que se observa o desenvolvimento e crescimento desta estrutura para
o interior da cavidade pulpar. Na verdade, ja em 1993,Vojinovic e Vojinovic®?” com base em técnicas
autorradiograficas demostraram o aparecimento de processos de angiogénese e a migragao das

células do PL para a porgao apical do canal radicular apds pulpetomia em dentes imaturos.

Por outro lado, durante a agressao dos tecidos periapicais, podem ser libertados pelos teci-
dos lesados, moléculas sinalizadoras nomeadamente BMPs(BMP-7) e TGFs—f} que, juntamente com
os processos angiogénicos, possam ser responsaveis pela regeneragiao do ligamento periodontal e
pela indugdo de mecanismos de cementogénese e sintese de osso alveolar. O efeito sinérgico da
BMP-7 e dos TGF-f é crucial para a formacao dos tecidos periodontais radiculares. Este processo
parece também verificar-se na regeneragao pés natal destas estruturas, uma vez que estas proteinas

continuam a residir na matriz extracelular destes mesmos tecidos'?.

E importante sublinhar também, o grande potencial das células mesenquimatosas indiferen-
ciadas provenientes da medula 6ssea dada a frequéncia de locais de comunicagao entre o LP e os
espagos medulares existentes no osso alveolar adjacente, particularmente, ao longo das regioes
laterais. Neste ambito, é importante recordar que as BMMSCs com origem no estroma da medula
Ossea apresentam uma certa atividade telomerasica %,

Assim podem ser consideradas no ligamento periodontal duas diferentes fontes (pools) de cé-

lulas indiferenciadas, umas localizadas nos nichos perivasculares, outras no estroma da medula éssea'”.

No presente estudo, apés a resolugdo do processo infecioso e inflamatorio, as lesdes pe-
riapicais apresentaram um grande potencial de regeneragiao, uma vez que estavam rodeadas por
grandes areas de LP normal e ricamente vascularizado, bem como por uma grande superficie de

parede dssea, com canais de Volkman.

Em sintese, a grande vascularizacdo do LP associado a existéncia de um grande nimero de
possiveis nichos de células mesenquimatosas indiferenciadas (com uma localizagao perivascular
ou provenientes da medula 6ssea) e a sua grande plasticidade, potencial proliferativo e capacidade
migratéria (tanto em condigdes fisiologicas como em situagdes de periodontite), podem justificar

o eficaz processo de regeneracgao desta estrutura, bem como a sua invasao para a cavidade pulpar.
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Tecido 6sseo

A organizagao do tecido 6sseo intracanalar mostra tratar-se de um tecido 6sseo de pre-
dominio trabecular, a maioria das vezes imaturo, que muito frequentemente mostra a presenca de

osteoclastos, revelando mecanismos ativos de reabsorgao.

A existéncia destas areas de tecido 6sseo foi também observada e descrita por diversos

investigadores'* 201421425 tando por base o mesmo modelo animal e metodologia aplicada.

A presenca de tecido dsseo na cavidade pulpar pode resultar como decorréncia da entrada,
crescimento e diferenciagdo do ligamento periodontal e das suas estruturas adjacentes para o es-
pago canalar. Por outro lado, ou em paralelo, tendo em conta a grande dimensao do apice, o tecido
osseo intracanalar pode apresentar-se como uma projecao, vinda diretamente do osso alveolar
propriamente dito, de acordo com o que foi também referido por Skoglund e Tronstad 2, da Silva et
al. *' Yamauci et al.®' e Srisuwan et al.2®, De facto, verifica-se muitas vezes uma perfeita continuidade
entre as areas de tecido 6sseo intracanalar e o osso alveolar propriamente dito, sendo importante
recordar aqui que esta camada de tecido 6sseo é parte integrante do periodonto e como tal tem

origem no foliculo dentdrio ou seja é formado, tal como a polpa dentaria, por ectomesénquima®®,

A presenca de tecido 6sseo demonstra mais um vez a existéncia de uma rica vascularizagao

no espago pulpar, pré requisito essencial para a sintese de matriz ossea.

Por dltimo, a formagdo de tecido 6sseo na cavidade pulpar pode também ser considerada
como um processo de diferenciagio osteogénica das células estaminais da polpa (DPSCs)?%833!.529-531,
Com efeito, Laino et al. *¥isolaram uma sub populagio de DPSCs designadas por stromal bone pro-
ducing dental pulp stem cells (SBP- DPSCs), constituindo 10 % do total de células estaminais pulpares,
que apresentam uma maior capacidade de diferenciagao em osteoblastos do que em odontoblas-
tos®?*%32, De facto as SBP-DPSCs, em estudos experimentais in vitro, sintetizam tecido 6sseo e nio
dentina, observando-se uma alteragao nos seus antigénios de superficie, durante os mecanismos de
diferenciacio. E interessante referir ainda que estas células mostram sempre uma reagio negativa
para a sialofosfoproteina dentinaria(DSPP), um marcador especifico da dentina*'%52:532 De registar
também, que as SBP-DPSCs, durante os processos de ossificagao dao origem tanto a osteoblastos
como a células endoteliais, representando um modelo de diferenciagao sinérgica evidenciando o

coupling entre osteogénese e angiogénese*°.

De notar ainda que, quando bem resolvidas as situagdes de infegao e inflamagao dos tecidos
periapicais sao geralmente acompanhadas (como foi descrito na alinea dos resultados) por um

notorio reforgo do tecido 6sseo nestas regioes.

Liao et al. 3 confirmaram a presenga de células estaminais nos tecidos periapicais inflamados
(iPAPCs), demostraram uma forte capacidade osteogénica destas células in vitro e in vivo. Neste ambito
interessa referir que as células das papila apical apresentam fortes potencialidade para se diferenciarem
na linha osteoblastica, em detrimento da linha odontoblastica®3'. Com efeito, as células estaminais
quer da polpa quer da papila quando cultivadas apresentam, apds poucas passagens, uma restrigao

no seu potencial diferenciagio, apresentando um desvio em favor de um fenétipo osteoblastica®>*33,
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Finalmente, é interessante registar no interior da cavidade canalar a manutengio da topo-
grafia e organizagao de todos os elementos constituintes do complexo periodontal, em muitos dos
resultados apresentados, apesar de se modificarem as caracteristicas anatémicas e funcionais em
que normalmente se desenvolvem estas estruturas. Este facto parece pressupor a existéncia de
uma pré-programacao das células responsaveis pelo desenvolvimento final do cemento, ligamento

periodontal e osso alveolar'?” 12213,

Apesar da importancia exercida pela especificidade da matriz extracelular em redor das
células indiferenciadas poder ser determinante para a regulagiao do seu processo de diferenciagao,
as caracteristicas intrinsecas (pré-programagao) de certas células podem também ter um efeito
igualmente crucial no seu fenétipo final e definitivo. Este aspeto, ja referido em paragrafos anteriores,
¢ frequentemente observado nas células provenientes da crista neural como € o caso das células do
ectomesénquima que formam o saco ou foliculo dentario, responsavel pela formagao, diferenciagao

e regeneracdo do periodonto'? 127138,

A correta localizagao e manutencao da identidade regional de certas areas (como o cemen-
to, osso alveolar propriamente dito e organizagao e manutengao da espessura do ligamento) esta
dependente de proteinas codificadas maioritariamente por genes homeéticos (ativados em certas
ocasioes nas células do ectomesénquima) que ajudam a selecionar o destino final de muitos grupos

de populagdes celulares'?.

Por outro lado, nao podera ser excluida também a influéncia direta das células epiteliais (no
caso presente os restos epiteliais de Malassez, aliada a presenca de certos fatores quimiotaticos),
como relevantes elementos de regulagao responsaveis pela ativagao da expressao de diferentes genes
homedticos nas células do ectomesénquima adjacente envolvidos nos processos de regeneragao/
reparagao das estruturas periodontais. Na verdade, a interagio epitélio/mesénquima observada nas
fases mais precoces do desenvolvimento dos germes dentarios, ja abordados na introdugao, conti-

nuam a verificar-se nos mecanismos de reparagio e regeneragio dentéria'?.

Papila apical e HERS

Papila apical

Um aspeto que nos parece importante registar é a presenca quase constante de formagdes
mineralizadas, circundadas por ligamento periodontal, contendo restos epiteliais de Malassez, situadas
a uma certa distancia das raizes dentarias correspondentes. Estas areas de tecido mineralizado s3o
essencialmente constituidas por cemento celular e dentina, mostrando uma composi¢ao em tudo
semelhante as paredes do apice de qualquer raiz, incluindo a presencga de foramina. Estas estruturas
bastante idénticas as descritas no grupo do MTA, parecem posicionar-se ao nivel do local estimado
para a formagao do apice. O espago entre estas formagoes e a porgao mais apical da raiz corres-

pondente esta, na maior parte dos casos, ocupado por lamelas dsseas.
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Estas estruturas parecem representar o desenvolvimento de um apice radicular totalmente
ou parcialmente separado da restante raiz correspondente, dependendo da sua ligagao, ou nao, a
uma das paredes radiculares. De facto, foi possivel observar na mesma raiz, uma tentativa de encer-
ramento numa das paredes radiculares (com cemento, dentina e existéncia de foramina), enquanto
a outra permaneceu aberta. Esta situagao, parece ficar a dever-se a uma continuidade da parede
radicular com a papila apical respetiva enquanto a outra perdeu este contacto. Deste modo nao
usufruiu da contribui¢ao das células constituintes da papila apical para a formagiao da camada de

dentina da parede radicular.

O aparecimento isolado destas estruturas, ou seja a sua separagao da raiz correspondente,
pode ficar a dever-se a traumatismos mecanicos ou fatores iatrogénicos, tendo em conta, que estas
formagoes sao facilmente destacaveis. Por sua vez o aumento da mobilidade dos dentes provocado
pela infecao pulpar e o edema dos tecidos periapicais, podem contribuir para um excesso de mobi-

lidade do dente atuando como uma forga de separagio, de forma semelhante a um traumatismo*®.

A sobrevivéncia da papila apical podera dever-se as suas caracteristicas histoldgicas proprias
e ao facto de estar rodeada pelo ligamento periodontal, beneficiando deste modo de uma circulagao

colateral, o que lhe confere uma maior resisténcia a infegao®.

Por outro lado, as células da papila apical podem mesmo ser estimuladas sob condiges
inflamatorias. A este respeito convém referir que a IL- 13, TNF-o apresentam um notavel efeito na
capacidade proliferativa e formagao de matriz mineralizada das células da papila apical. Com efeito,
foi demonstrado que o TNF-a pode promover a proliferagao da células da papila apical, assim como
o aparecimento de uma matriz mineralizada **. Este facto é de grande relevancia em dentes imaturos
necrosados com periodontite apical, justificando a frequéncia com que encontramos estruturas mine-

ralizadas constituidas por cemento celular e dentina, localizadas para apical da raiz correspondente.

De referir mais uma vez, que as células estaminais presentes na papila apical quando com-
paradas com as da polpa, apresentam maior nimero de células positivas para o marcador STRO-1,
maior capacidade proliferativa, maior nimero de population doubling, maior capacidade de migragao
e maior capacidade de regeneragio de dentina®. Por outro lado, as SCAPs apresentam grandes ni-
veis de atividade telomerasica, o que sugere um alto grau de imaturidade, bem préximo das células
embrionarias®. Uma nota mais, para recordar as SCAPs como a principal fonte de odontoblastos
primarios, responsaveis pela formagio, crescimento e maturagio da dentina radicular®. Huang et
al. ® chega mesmo a designar a potencialidade e capacidade das células da SCAPs como the hidden

treasure in apical papilla.

Por todas estas razoes, é bastante surpreendente nao ver descrito em nenhum artigo na area
dos estudos de experimentagao animal a presenga destas formagoes, que nos parecem resultar da
diferenciagio da papila apical e que observamos com tanta frequéncia. E no entanto, importante
referir trés casos clinicos publicados que descrevem o desenvolvimento de um apice radicular se-

parado da raiz correspondente*® 53,

196



Estudo experimental em modelo animal

Consideramos estas estruturas como fundamentais e imprescindiveis para um crescimento ra-
dicular normal. A auséncia de encerramento apical e de crescimento radicular em comprimento, regis-
tados em indmeros casos tanto no presente estudo como nos trabalhos até hoje publicados parece-nos

ficar a dever-se a separagao entre a papila apical e a sua raiz correspondente ou entao a sua destruigao.

Importa referir por Ultimo que a diferenciagao, desenvolvimento e maturagao da papila apical

nao pode ser levado a cabo sem a influéncia da bainha radicular epitelial de Hertwig (HERS).

HERS

A bainha radicular epitelial de Hertwig (HERS) desempenha um papel crucial no desenvol-
vimento radicular, quer na formagao de dentina quer na formagao de cemento. Do mesmo modo
que se verifica na dentinogénese da coroa, a dentinogénese da raiz, necessita do contacto entre o
folheto interno da HERS e as células do ectomesénquima da papila dentaria*'?"-''. Por sua vez, a
diferenciacao dos cementoblastos para além do contacto com a matriz dentinaria, requer também
a interagdo da HERS com as células do ectomesénquima do foliculo dentario. Bosshardt e Nanci®'?
e Zeichner-David'’® '® chegam mesmo a referir que o desenvolvimento radicular é regulado pela

HERS e nio pela papila apical. Com efeito a HERS vai guiar e modular o desenvolvimento radicular.

Por outro lado, parece estar comprovado que a HERS consegue sobreviver a periodontites
apicais em dentes permanentes imaturos com polpa infetada apés procedimentos de apexificagao.
Ou seja, se a HERS ou os restos epiteliais de Malassez sobreviverem as lesoes inflamatérias serao
capazes de induzir as células estaminais do ligamento periodontal para um processo de diferencia-
¢ao em cementoblastos promovendo o desenvolvimento da raiz e a regeneragao das estruturas do

periodonto'”".

De facto, Dominguez et al.”® e Heithersay'®"*% afirmam que apds apexificacdo de dentes per-
manentes imaturos a HERS é mais resistente que a propria papila apical a situagoes de periodontite

ou abcessos apicais.

Por sua vez, os restos epiteliais de Malassez (ERMs) ao permanecerem no ligamento perio-
dontal durante toda a vida, devem continuar a exercer um papel importante, certamente relacionado
com os mecanismos de reparagio e regeneragio tanto do cemento como do ligamento periodontal'’®
537 E cada vez maior a nogio de que os ERMs possuem um papel decisivo nas diferentes fungées do
periodonto, quer na sua manutengao quer na sua reorganizagao, situagao frequentemente traduzida
pelo sucesso clinico da utilizagdo dos extratos de proteinas derivadas da matriz do esmalte nos

mecanismos de regeneragio periodontal'”!:537:53%,

Como ja foi referido na introdugao, importa sublinhar que a proliferagao dos ERMs é eviden-
te em aproximadamente 52% das leses de periodontite apical'®. Esta hiperplasia é causada pelo
estimulo de fatores de crescimento e citoquinas produzidas durante a resposta imunoinflamatoria

e estara certamente relacionada com os processo de resposta reparativa/regenerativa'® '8,
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Por sua vez foi ja demonstrado também que estes agregados de células epiteliais reagem a
situagoes de stress mecanico aumentando o seu indice de proliferagao durante a erupc¢ao dentaria e
durante os movimentos ortoddnticos®*’. De facto, os ERMs parecem prevenir mecanismos de rea-
bsorgao radicular, mas ao mesmo tempo participam nos processos de remodelagao do periodonto
associados a movimentos dentarios através da secrecio de prostagladinas E2%373°, bem como devido

ao seu envolvimento direto com elementos nervosos®¥® 54!,

Como consideragoes a reter importa destacar o aparecimento de restos epiteliais de Malassez
visiveis em zonas do ligamento periodontal de localizagao intracanalar, que podem derivar da fragmen-
tagao da HERS que cresceu com o ligamento periodontal para o interior da cavidade pulpar, ou serem
o resultado duma hiperplasia de origem inflamatéria de localizagdo periapical. A frequéncia destes
achados, devido ao seu carater inesperado e surpreendente, foram posteriormente confirmados
por imunocitoquimica, com anticorpos anti-queratina, ficando assim demonstrado tratar-se, mesmo,
da presenca de restos epiteliais de Malassez no espago pulpar. Esta observagao nao foi descrita em
nenhum artigo relacionados com processos de endodontia regenerativa de que tenhamos conhe-

435

cimento até a data. Andreasen e Bakland #** chegam mesmo a afirmar a auséncia destas formagoes

epiteliais (ERMs) no interior do canal, embora se encontrem visiveis no ligamento periodontal.

Apesar da existéncia de restos epiteliais de Malassez no interior do canal radicular, este facto
parece nio ter sido suficiente para induzir a diferenciagido das células mesenquimatosas indiferen-
ciadas de origem pulpar em células odontoblasticas. Porém deverao exercer um papel de relevo nos
mecanismos de diferenciagdo e regeneragao da estrutura periodontal bem como na formagao de
tecidos mineralizados (também observados no interior do espago pulpar). Dado o envolvimento dos
restos epiteliais de Malassez em muitas situagoes de natureza fisioldgica e patologica do periapice,
este assunto merecia ser alvo de um estudo muito mais exaustivo. A este respeito, & interessante
referir os trabalhos de Athanassiou-Papaefthymiou et al*** que alertam para a existéncia de célu-
las estaminais nos restos epiteliais de Malassez, que poderiam estar relacionadas com processos
regeneracdo de esmalte, quando co-transplantadas com as DPSCs. Por outro lado, Xiong et al.'”’
afirmam que as células epiteliais de Malassez sao passiveis de um processo de transdiferenciagao
em células mesenquimatosas, representando deste modo uma populagdo de células estaminais com

caracteristicas unicas, localizadas no ligamento periodontal.
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5. Consideracoes finais e perspetivas futuras

A maioria dos resultados obtidos neste trabalho experimental, apés procedimentos de re-
vascularizagio do espago canalar de raizes imaturas nao apresentou, na generalidade, caracteristicas
biologicas e funcionais especificas do complexo pulpo-dentinario, nao podendo chamar-se-lhe, por

isso mesmo, um processo regenerativo, mas sim reparativo.

Com efeito, se conseguirmos uma antissepsia efetiva e atempada do sistema canalar,a criagao
de um microambiente que permita o crescimento dos tecidos e um eficaz selamento coronario
podemos verificar, como no presente estudo, a efetivagio de mecanismos de reparagao e/ou re-
vitalizagdo do espago canalar ou mesmo, nalguns casos, a regeneragiao de grandes areas de tecido

pulpar, sem recorrer a técnicas muito dispendiosas e demasiado sofisticadas.

Consideramos ainda que neste trabalho, estiveram presentes os quatro principios basicos em
que assenta a engenharia de tecidos e que englobam a) a presenca de células estaminais libertadas
para o interior do espago canalar, aquando da disrupgao do tecido periapical e indugio do coagulo,b)
uma matriz constituida pelo coagulo sanguineo, matrizes de natureza polimérica e paredes dentina-
rias, c) a presenga de fatores de crescimento/morfogénicos, provenientes quer da parede dentinaria,
quer das plaquetas e de outros constituintes do coagulo sanguineo e finalmente d) a criagdo de um

microambiente favoravel ao processo de regeneragao tecidular.

A grande desvantagem desta tecnologia reside na falta de capacidade de regulagao deste
conjunto de elementos e sobretudo, na baixa densidade de células estaminais e no seu limitado
potencial proliferativo e regenerativo ou mesmo na sua sobrevivéncia a situages tio adversas. Com
efeito, a baixa densidade de células estaminais pds-natais presentes nos nichos da polpa dentaria e
papila apical pode nao ser suficiente para conseguir regenerar grandes areas de tecido danificado,

possibilitando a sintese de nova matriz dentinaria.

Todavia, considerando o conjunto de estudos publicados nesta area e os resultados aqui apre-
sentados, somos de opiniao que sera importante continuar a investir no aperfeicoamento e otimizagao
dos pormenores técnicos de indugido e enriquecimento do coagulo, bem como na manipulagio dos
tecidos periapicais, de modo a preservar a integridade estrutural da papila apical e da HERS/ERM

e sobretudo nos mecanismos capazes debelar eficazmente os processo infecciosos /inflamatorios.

Uma vez que a viabilidade da HERS e papila apical em dentes permanentes imaturos esta depen-
dente da gravidade e duragio dos processos de pulpite/periodontite apical, a prevengio, diagnostico
precoce e tratamento atempado destas situagoes pode aumentar sobremaneira o aparecimento de

mecanismos de regeneragao, minimizando os processo de reparagao apos tratamento endodontico.

A revascularizacdo do espago pulpar em termos de procedimentos clinicos é relativamente
simples e rapida para um profissional experiente, necessitando também de poucos recursos. De
igual modo, sera mais eficaz apostar na utilizagdo de moléculas capazes de estimular o homing das

células estaminais endogénas do que propriamente investir nos processos onerosos de transplan-
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tagdo de células. O homing celular oferece uma alternativa mais segura e menos dispendiosa que o

transplante de células.

Apesar dos resultados pouco animadores obtidos com as matrizes utilizadas no presente
trabalho, sera importante continuar a apostar na sua utilizagao e otimizagao. O desenvolvimento e a
aplicagdo de matrizes continua, sem dlvida, a constituir um passo decisivo em engenharia de tecidos
na area da endodontia regenerativa. A este respeito pensamos que a aplicacao clinica do plasma
enriquecido em plaquetas (PRP — platelet-rich plasma) sera uma alternativa a considerar permitindo
um incremento na concentracao de plaquetas superior a 338%, aumentando teoricamente o teor
em PDGF e de TGF-f3, potentes agentes quimiotaticos para as células estaminais/progenitoras. De
registar ainda que, a sua combinagao tem um efeito sinérgico, uma vez que o TGF-f atua essencial-
mente como um agente de diferenciagao e o PDGF como um forte fator mitogénico e proliferativo.

Por sua vez, a presenca de VEGF vai reforcar os mecanismos de angiogénese.

Por fim, importa referir que a identificagdo dos sinais moleculares capazes de estimular a
migracao e proliferagao das células estaminais/ progenitoras presentes nos tecidos periapicais para o
interior do espago canalar e dos mecanismos responsaveis pela sua diferenciagao num fenétipo odon-

toblastico constitui, quanto a nds, a principal questao a resolver em futuros trabalhos de investigagao.

Neste ambito, interessa realgar que neste trabalho foi possivel criar condigdes no espago
canalar que possibilitaram, para além da formagao de tecido conjuntivo e cemento, o aparecimento
de tecido &sseo, tecido que necessita de um conjunto de circunstancias, nomeadamente uma boa

vascularizagdo, que permitam a sintese da uma matriz tdo organizada e mineralizada.

O mecanismo de diferenciagao odontoblastica parece requerer um maior grau de exigéncia
quando comparado com tecido 6sseo e com o cemento, compreendendo-se pois que nos processos
de regeneracio, levados a cabo no espago canalar, seja sempre mais dificil de atingir uma recons-
tituicdo eficaz do complexo pulpo-dentinario. Assim, é nossa opiniao que as estratégias futuras
deverao continuar a incidir na otimizagao dos mecanismos de migracao, proliferagao e, sobretudo,

de diferenciagao das células estaminais endégenas em células da linha odontoblastica.

Em termos clinicos a criagao de um microambiente propicio a maturagao e diferenciagao
celular, estara imperativamente associado ao desenvolvimento e optimizagao de técnicas e materiais
tanto no campo da antissepsia canalar, como no selamento coronario. Continua em aberta a neces-
sidade que encontrar outros materiais, irrigantes/medicagoes intracanalares e técnicas alternativas,
de modo a melhorar o processo de antissepsia com o minimo de danos para os tecidos vitais
remanescentes e sem provocar efeitos secundarios como a pigmentagao coronaria. Neste ambito,
estdo incluidos, materiais de selamento coronario com menor tempo de presa, melhor adesdo as

paredes permitindo um reforgo estrutural e a prevencio da microinfiltragdo coronaria a longo prazo.

Uma nota final mais uma vez para referir que, atualmente, nao existem protocolos padroniza-
dos relativos aos métodos de tratamento regenerativo na area de endodontia, baseados na evidéncia
cientifica ou clinica, que recomendem um procedimento reconhecido como sendo o mais correto

e indicado para o tratamento de dentes imaturos infetados.
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6. Conclusoes

Este estudo apresenta uma caracterizagao histolégica pormenorizada dos tecidos neoforma-
dos ap6s aplicagio de técnicas de apexificagdo e procedimentos de revascularizagio, permitindo por
em evidéncia algumas particularidades que consideramos de grande interesse. Assim, do trabalho
experimental realizado e dos resultados obtidos e apresentados decorrente das metodologias tes-

tadas, foi possivel tirar as seguintes conclusdes:

* Os estudos realizados neste trabalho experimental, em modelo animal, demonstraram di-
ferencas significativas, no espago canalar e na regiao periapical, entre os resultados obtidos
com a técnica de apexificagdo e os resultados alcangados apos aplicagido de procedimentos

de revascularizagao.

Na andlise radiografica das raizes submetidas a procedimentos de apexificagao, observamos
para além da presenga do MTA, uma resolugio das lesoes periapicais em 94% dos casos,um
ligeiro aumento da espessura das paredes radiculares em 77,8% dos casos e encerramento
apical em 67% dos casos. De referir também algumas situagoes (44%) nas quais se verificou
alguma extrusao do MTA, registando que somente em 3 raizes (16,7%) nas quais se observou

a formacao de tecidos mineralizados.

O:s resultados de apexificagao, em microscopia de luz, mostraram o limen dos canais comple-
tamente preenchidos com MTA, bem como a criagao de uma barreira apical, formando uma
ponte entre as paredes radiculares, constituida maioritariamente por cemento celular. De
assinalar, que este tecido mineralizado neoformado esta envolvido por ligamento periodontal

e apresenta uma perfeita continuidade com o cemento celular constituinte do periodonto.

Observaram-se em muitos dos casos analisados (83,3%) uma consideravel deposicao de
cemento celular adjacente a face externa da parede dentinaria, contribuindo para um au-

mento da espessura da parede radicular.

Para além da resolugdo das lesGes periapicais, registou-se a presenca frequente de grande
numero de estruturas constituidas por dentina e cemento situadas geralmente em estreita
proximidade com as pontes de cemento constituintes da barreira apical. Estas formagoes,
certamente derivadas da diferenciagdo das células da papila apical, parecem contribuir para
um nitido crescimento e reforgo radicular em comprimento, facto raramente associado aos

procedimento de apexificagao com MTA, assumindo-se assim como um caso de sucesso.

* No presente estudo, acentuaram-se os bons resultados observados e atribuidos ao MTA,
de forma dominante e consistente, e o facto de se verificar uma boa tolerancia dos tecidos

periapicais a este material.
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* Os procedimentos de revascularizagdo aplicados em dentes imaturos (grupos 2, 3 e 4) permi-
tiram observar radiograficamente, na grande maioria dos casos, a existéncia de uma barreira
cervical de MTA adequada e bastante satisfatoria.Verificou-se também uma evolugao positiva
no sentido da resolugdo da radiotransparéncia apical em 84%,um aumento da espessura das

paredes radiculares em 77,2 % e um encerramento apical em 70,2%, das situagdes estudadas.

Em microscopia de luz foi possivel verificar na sequéncia dos diferentes protocolos de
revascularizagao aplicados a recuperagao de um estado vital no canal pulpar, possibilitando
um desenvolvimento radicular para apical da restauragao, traduzido por um aumento, ainda
que mais significativo em espessura (85,6%) do que em comprimento (45,6%), das paredes

radiculares, a par de grande nimero de casos (66,7%) de encerramento apical.

Independente das matrizes utilizadas, encontramos com grande frequéncia, o espago canalar
novamente preenchido com grandes areas de tecido conjuntivo laxo muito vascularizado
e a presenca de tecidos mineralizados com diferentes caracteristicas e localizagoes. De
entre estes tecidos destaca-se por um lado a formacao de cemento celular em aposicao a
face interna da dentina, geralmente acompanhada por um tecido conjuntivo semelhante ao
ligamento periodontal (contendo também alguns restos epiteliais de Malassez), bem como

varias areas de tecido &sseo por vezes bastante extensas dispersas no l[imen do canal.

Foram frequentes as situagdes em que se observou a existéncia de uma perfeita conti-
nuidade entre o cemento intracanalar, aposicionado a superficie interna da dentina, e o
cemento constituinte do periodonto ja existente. Do mesmo modo, foi possivel verificar
também, uma continuagao entre o ligamento periodontal e certas areas de tecido conjuntivo
presentes na cavidade pulpar, em particular na porg¢ao apical. Foi ainda possivel observar a
continuidade do tecido 6sseo de localizagao intracanalar com o tecido 6sseo constituinte
da parede alveolar, nao sendo invulgar encontrar zonas de perfeita uniao entre cemento

celular e tecido 6sseo ou mesmo entre cemento celular e dentina.

O conjunto das estruturas presentes no espago canalar representa um processo de revas-
cularizagdo/revitalizagdo do espago pulpar, que parece resultar da migragio e invasdo dos
tecidos constituintes do periodonto para o interior do canal pulpar, situagao certamente
facilitada pela dimensao do apice. De qualquer forma, pode afirmar-se que a presenga destes
tecidos no espago canalar é indicador da erradicagido bacteriana e da reagdo inflamatéria
associada, o que por si s6 deve ser considerado como um resultado muito positivo. A este
respeito, importa salientar a eficacia da pasta triantibiotica (ciprofloxacina, metronidazol e

minociclina) utilizada como medicagdo intracanalar.

Por sua vez, os resultados observados nas zonas periapicais, ao contrario do que se verifi-
cou na cavidade pulpar, podem ser interpretados mais como processos regenerativos, do

que reparativos.
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* Apesar da possibilidade tedrica de uma maior eficacia nos processos de regeneragao com
aplicagao de diferentes matrizes (grupo 3 e 4),foram encontrados melhores resultados apenas
com a indugao, formagao e estabilizagao de um coagulo sanguineo (grupo 2). Assim,a capa-

cidade regenerativa resultante da adicao das matrizes ao coagulo nao se revelou favoravel.

No grupo 3, onde foi aplicada uma matriz de acido hialurénico e quitosano (HA:CS),
observou-se a presenga no espago canalar de grande areas ocupadas por esta matriz, fre-
quentemente rodeadas por cemento celular, para além de regides de tecido conjuntivo laxo
e de um certo reforco inflamatério. De registar também a existéncia de areas de tecido

osseo, ainda que em menor quantidade que no grupo 2.

No grupo 4, onde foi utilizada uma matriz de pectina e quitosano (P:CS), é de assinalar também
a presenca de grandes areas ocupadas por matriz,embora escassamente rodeadas por tecido
mineralizado. Na cavidade pulpar encontramos ainda grandes quantidades de tecido conjuntivo
laxo muito vascularizado e raras zonas de infiltrado inflamatério. As areas ocupadas por teci-

do 6sseo, foram detetadas com muito menor frequéncia e quantidade do que nos grupos 2 e 3.

A alcalinizagao do meio associada a utilizagdo do MTA podera ser responsavel pela inso-
lubilidade do quitosano, elemento comum as duas matrizes utilizadas, justificando assim a

sua lenta biodegradagao.

Com base na analise estatistica multivariada, foi possivel confirmar que a presenga de areas
de reabsor¢ao na parede dentinaria sem reparagao, de infiltrado inflamatério e de espessa-
mento do ligamento periodontal representam, no seu conjunto, sinais de mau prognostico.
Por outro lado, o preenchimento canalar, sinais de vascularizagao e encerramento apical
quando presentes influenciam positivamente o resultado, sendo sinais favoraveis de suces-
so. Assim, através da analise destas seis variaveis e da sua correlagao, poderemos prever
um grande grau de exatidao (90,1%), o sucesso ou insucesso da intervengao. Sendo que a

presenca de encerramento apical por si s6 da um grau de exatidao de 85,7%.

Um aspeto que nos parece importante registar, nos casos em que foram aplicados os
procedimentos de revascularizacao, é a presenca frequente de formagdes mineralizadas,
circundadas por ligamento periodontal, contendo restos epiteliais de Malassez, situadas a uma
certa distancia das raizes dentarias correspondentes. Estas estruturas bastante idénticas as
observadas no grupo do MTA, posicionam-se ao nivel do local estimado para a formagao do

apice, surgindo como resultado de um processo de diferenciagao e maturagao da papila apical.

O aparecimento isolado destas estruturas, pode ficar a dever-se a traumatismos mecanicos
ou fatores iatrogénicos, tendo em conta que sio facilmente destacaveis. A auséncia de
encerramento apical e de crescimento radicular em comprimento, observado em muitas
situagoes, parece-nos ficar a dever-se a separagao entre a papila apical e a sua raiz corres-

pondente, ou mesmo a sua destruigao.
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» Ainda que nao tenha sido encontrada nenhuma cavidade pulpar completamente regenerada
foi possivel observar alguns casos em que se verificou a regeneragao de grandes areas de
tecido pulpar bastante bem vascularizado e inervado ocupando a maioria do espago canalar.
De entre os resultados apresentados, verificaram-se cinco casos (4 casos no grupo 2 e | no
grupo 4) em que foi possivel observar a presenga de uma extensa camada de células odonto-
blasticas ,adjacente a uma zona de pré-dentina e dentina recém formada, que consideramos
como uma area em que se verificou um verdadeiro processo de regeneragiao do complexo
pulpo-dentinario. A formacao desta nova matriz dentindria sintetizada por odontoblastos
neoformados sera certamente da responsabilidade da diferenciagao odontoblastica das cé-
lulas estaminais da papila apical (SCAPs). Nestes casos verificou-se também, um verdadeiro
crescimento em comprimento da raiz. Assim, os odontoblastos recém formados provenien-

tes da SCAPs, permitiram completar o processo de crescimento e maturagao da radicular.

* A preservagao da integridade estrutural da papila apical (evitando também o seu desta-
camento da raiz correspondente) e da bainha radicular epitelial de Hertwig (ou dos seus
derivados), bem como um diagnéstico atempado e controlo eficaz da infegao, a par de um
eficaz mecanismo de revascularizagio, sio condigdes essenciais que, a partida, podem pro-
porcionar o desenvolvimento e maturagao das células estaminais, adequadas a diferenciagao
fendtipica dos tecidos a regenerar, o que pode fazer toda a diferenca na reconstituicdo do

complexo pulpo dentindrio e crescimento radicular.

* Finalmente pode afirmar-se que os tratamentos aplicados no decurso deste estudo expe-
rimental permitiram observar, na maioria das raizes imaturas necrosadas e/ou com perio-
dontite apical, a recuperagao de um estado vital e uma boa vascularizagao do espago pulpar,

permitindo um desenvolvimento radicular para apical da restauragao.
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Durante o processo de desenvolvimento dos dentes permanentes é bastante comum a ocor-
réncia de situagSes de carie ou de traumatismos, que podem alterar ou mesmo danificar o tecido
pulpar e prejudicar a fisiologia do complexo pulpo-dentinario e o normal desenvolvimento radicular.
A perda prematura de uma polpa funcional em dentes imaturos leva a paragem da formagao de
dentina radicular, condicionando uma parede canalar pouco espessa e funcionalmente comprometida.
Esta situagao anatdmica e funcional apresenta uma grande predisposi¢ao para fraturas, representando
um enorme desafio para os tratamentos endodénticos e restauradores. Para além disso, a presenga
de um apice aberto dificulta as técnicas de preparagao, antissepsia e obturagao canalar, bem como
a impossibilidade de obtencao de uma receptaculo apical capaz de conter os materiais no interior

do canal radicular; sem extravasamento para os tecidos periapicais.

Nestas circunstancias clinicas, é geralmente recomendado um procedimento de apexificagdo
com indugao de uma barreira apical capaz de reter os materiais obturadores e impedir o seu con-
tacto com os tecidos periapicais. Contudo nos dentes imaturos sujeitos a técnica de apexificagao,
mesmo quando tratados de acordo com o estado da arte, ou seja, barreira apical de MTA seguida
de restauragao adesiva, o progndstico € incerto, devido a desfavoravel relagao coroal/raiz e grande
suscetibilidade a fratura. Por outro lado, uma vez que, os procedimento de apexificagao restringem
a progressao e a maturagao radicular, mantinha-se a necessidade de encontrar um mecanismo que
possibilitasse o restabelecimento da vitalidade do espago pulpar e deste modo um aumento da
espessura da matriz dentinaria, bem como o crescimento radicular e encerramento apical, ou seja,

a continuacao do desenvolvimento e maturagio da raiz.

Com esta perspetiva, surgiram nos Ultimos anos alguns tratamentos inovadores que possi-
bilitaram uma revascularizagao e revitalizagao do espago pulpar de dentes imaturos necrosados e
periodontite apical, permitindo o refor¢o das paredes radiculares e por vezes a continuagao do seu

desenvolvimento, abrindo assim novas possibilidades terapéuticas neste campo.

As estratégias subjacentes ao aparecimento de novos tecidos no espago pulpar, visando recu-

perar uma polpa lesada ou ausente, sao referidas como procedimentos de endodontia regenerativa,
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assentando em trés pressupostos fundamentais: |) uma antissepsia canalar efetiva, 2) criagdo de uma
matriz que permita o crescimento de novos tecidos, geralmente associada a formagao e organizagao

de um coagulo sanguineo e 3) selamento coronario adequado de modo a prevenir uma reinfegao.

E neste contexto que se situa o trabalho experimental aqui apresentado. Com efeito, o objetivo
principal deste estudo consiste, para além da indugdo de um coagulo sanguineo, numa avaliagdo in
vivo do desempenho bioldgico e potencial regenerativo de diferentes matrizes (acido hialurénico/
quitosano e pectina/quitosano) colocadas no espago canalar de dentes imaturos com necrose pul-
par e periodontite apical, tendo por base analises radiograficas, histologicas, imunocitoquimicas e
histomorfométricas. Na sua realizagao foram utilizados quatro caes da raga Beagle, envolvendo no
total 56 dentes imaturos. Em cada um dos animais, foram selecionados |14 pré-molares. Estes dentes
foram divididos em 6 grupos, nos quais estio incluidos dois grupos de controlos (20 canais) e quatro
grupos de teste (76 canais) perfazendo um total de 96 canais radiculares. Os quatro grupos teste
foram agrupados do seguinte modo: grupo | (apexificagao com MTA); grupo Il (coagulo sanguineo);
grupo Il (coagulo sanguineo + matriz polimérica de hialuronato de sodio/ quitosano — HA:CS) e
grupo IV (coagulo sanguineo + matriz polimérica de pectina/ quitosano - P:CS). Nos grupos con-
trolo esta inserido um controlo positivo (sem qualquer intervengio) e um negativo (infetados, sem
qualquer tratamento). A analise estatistica foi realizada utilizando uma Unica variavel e uma analise

multivariada exploratéria, com o nivel de significancia de p<0,05.

O protocolo desenvolvido compreendeu um total de 5 intervencgoes. Inicialmente procedeu-
-se a indugdo de lesdo periapical. Apos trés semanas, procedeu-se a antissepsia canalar e a aplicagio
da medicagdo intracanalar (hidréxido de célcio ou pasta triantibiética). Depois de cinco semanas do
inicio, efetuaram-se os procedimentos de apexificagao ou de revascularizagio pulpar,incluindo neste
caso a indugdo e estabilizagao do coagulo sanguineo e colocagao de matrizes. Apds | | semanas do
inicio, foi realizado um controlo clinico e radiografico e finalmente, as 18 semanas, procedeu-se apos
um novo controlo clinico e radiografico,a eutanasia dos animais e a colheita em bloco dos maxilares
para processamento e observagao em microscopia de luz. As observagoes histologicas do material
apos fixagao, descalcificagdo e inclusio em parafina tiveram por finalidade a caracterizagio histologica
e organizagdo dos tecidos presentes no canal radicular, apds aplicagdo de técnicas de apexificagao e
procedimentos de revascularizagao, incidindo fundamentalmente na analise morfolégica, imunohis-

toquimica e histomorfométrica dos tecidos em estudo e seu registo fotografico.

Nos resultados de apexificagao (grupo 1), com base numa andlise radiografica foi possivel
verificar uma resolugdo das leses periapicais (94%), um ligeiro aumento da espessura das paredes
radiculares (77,8%) e encerramento apical (67%), apesar de uma ligeira extrusao do MTA (44%).)a as
observagoes histolégicas mostraram o limen dos canais completamente preenchidos com MTA, bem
como a criagao de uma barreira apical formada maioritariamente por cemento celular. De assinalar,
que este tecido mineralizado neoformado esta envolvido por ligamento periodontal e apresenta uma

perfeita continuidade com o cemento celular constituinte do periodonto. Relativamente aos resul-
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tados de natureza histologica, observados neste grupo, o facto de todo o limen do canal radicular
estar preenchido com MTA impossibilitou, desde logo, a hipotese de formagao de novos tecidos em
aposicao a parede interna da dentina. Esta situagao constitui uma das grandes limitagSes da técnica
de apexificagao ou seja, apesar de se conseguir a criacao de uma barreira apical dura, mantiveram-
-se as paredes dentindrias muito finas e fragilizadas, o que torna o dente muito susceptivel a fratura.
Porém, observamos em 83,3% dos casos analisados, uma consideravel deposicao de cemento celular
na porgao externa da raiz, quando em comparagao com a dentina adjacente, contribuindo para um

aumento da parede radicular em comprimento.

De registar ainda, para além da resolugao das lesGes periapicais, a presenca frequente de
grande numero de estruturas constituidas por dentina e cemento situadas em estreita proximidade
e continuidade com as pontes de cemento constituintes da barreira apical. Estas formagoes, cer-
tamente derivadas da diferenciacao das células da papila apical, parecem contribuir para um nitido
crescimento e reforgo radicular em comprimento, facto raramente associado aos procedimentos

de apexificagao com MTA, assumindo-se como um caso de sucesso.

Nos grupos experimentais em que foram aplicadas as matrizes (grupos 2, 3 e 4), foi possivel
confirmar radiograficamente, na grande maioria dos casos, a existéncia de uma barreira cervical de
MTA adequada e bastante satisfatoria. Verificou-se também uma evolugao positiva no sentido da
resolugdo da radiotransparéncia apical em 84%, um aumento da espessura das paredes radiculares

em 77,2 % e um encerramento apical parcial e/ou completo em 70,2% das situagoes estudadas.

A andlise dos resultados em microscopia de luz revelou que os procedimentos de revas-
cularizagao aplicados em dentes imaturos com necrose pulpar e periodontite apical, permitiram a
recuperagao de um estado vital no canal pulpar, possibilitando um desenvolvimento radicular para
apical da restauragao, traduzido por um aumento, ainda que mais significativo em espessura (85,6%)
do que em comprimento (45,6%), das paredes radiculares,a par de grande nimero de casos (66,7%)
de encerramento apical. Independente das matrizes utilizadas encontramos com grande frequén-
cia, o espago canalar novamente preenchido com grandes dreas de tecido conjuntivo laxo muito
vascularizado e a presenca de tecidos mineralizados com diferentes caracteristicas e localizagoes.
De entre estes tecidos destaca-se por um lado a formagio de cemento celular em aposicao a face
interna da dentina, geralmente acompanhado por um tecido conjuntivo semelhante ao ligamento
periodontal (contendo também alguns restos epiteliais de Malassez), bem como varias areas de tecido
Osseo, por vezes bastante extensas e dispersas no limen do canal. O conjunto destas estruturas no
espago canalar, parece resultar da migragao e invasao dos tecidos constituintes do periodonto para

o interior do canal pulpar, situagao certamente facilitada pela dimensao do apice.

Considerando que o cemento e o tecido 6sseo neoformados no interior dos canais radicula-
res nao sao componentes normais do tecido pulpar, parece estarmos em presen¢a de um processo
de revitalizagdo do espago pulpar e nao de uma verdadeira regeneragao. De qualquer forma, pode

afirmar-se que a presenga destes tecidos no espago canalar ¢é indicador da erradicagao bacteriana e
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da reagao inflamatoria associada, o que por si s6 deve ser considerado como um resultado muito
positivo. A este respeito, importa salientar a eficacia da pasta triantibiotica (ciprofloxacina, metro-

nidazol e minociclina) utilizada como medicagao intracanalar.

Por sua vez, os resultados observados nas zonas periapicais, ao contrario do que se verificou

na cavidade pulpar, podem ser interpretados mais como processos regenerativos, do que reparativos.

Apesar da possibilidade teérica de uma maior eficacia nos processos de regeneragio com
aplicagao de diferentes matrizes (grupo 3 e 4), foram encontrados melhores resultados apenas com
a indugao, formagao e estabilizagdo de um coagulo sanguineo (grupo 2). Assim, a capacidade rege-

nerativa resultante da adicao das matrizes ao coagulo nao se revelou favoravel.

No grupo 3 onde foi aplicada uma matriz de acido hialurénico e quitosano (HA:CS), observou-se
a presenca no espago canalar de grande areas ocupadas por esta matriz, frequentemente rodeadas por
cemento celular, para além de regides de tecido conjuntivo laxo e de um certo reforgo inflamatério. De

registar também a existéncia de dreas de tecido 6sseo,ainda que em menor quantidade que no grupo 2.

No grupo 4 onde foi utilizada uma matriz de pectina e quitosano (P:CS), é de assinalar tam-
bém a presencga de grandes areas ocupadas por matriz, embora escassamente rodeadas por tecido
mineralizado. Na cavidade pulpar encontramos ainda grandes quantidades de tecido conjuntivo laxo
muito vascularizado e raras zonas de infiltrado inflamatorio. As areas ocupadas por tecido 6sseo,
foram detetadas com muito menor frequéncia e quantidade do que nos grupos 2 e 3. A alcalinizagao
do meio associada a utilizagio do MTA podera ser responsavel pela insolubilidade do quitosano,

elemento comum as duas matrizes utilizadas, justificando assim a sua lenta biodegradagao.

Com base na anilise estatistica multivariada, foi possivel confirmar que a presencga de areas de
reabsorcao na parede dentinaria sem reparagao, de infiltrado inflamatoério e espessamento do ligamen-
to periodontal representam, no seu conjunto, sinais de mau prognostico. Por outro lado, o preenchi-
mento canalar; sinais de vascularizagao e encerramento apical quando presentes influenciam positiva-
mente o resultado, sendo sinais favoraveis de sucesso. Assim, através da analise destas seis variaveis e
da sua correlagao, poderemos prever com grande grau de exatidao (90, 1%), o sucesso ou insucesso da

intervengao, sendo que a presenca de encerramento apical por si sé da um grau de exatidao de 85,7%.

Consideramos ainda, que neste trabalho, estiveram presentes os quatro principios basicos em
que assenta a engenharia de tecidos, e que englobam a) a presenca de células estaminais libertadas
para o interior do espago canalar, aquando da disrupgdo do tecido periapical e indugdo do coagulo,
b) uma matriz constituida pelo coagulo sanguineo, matrizes de natureza polimérica e paredes den-
tinarias e finalmente c) a presenca de fatores de crescimento/morfogénicos, provenientes quer da
parede dentinaria, quer das plaquetas e de outros constituintes do coagulo sanguineo e d) a criagao

de um microambiente favoravel ao processo de revitalizagio/regeneragio tecidular.

Um aspeto que nos parece importante sublinhar é a presenca quase constante de formagoes
mineralizadas, circundadas por ligamento periodontal, contendo restos epiteliais de Malassez, situadas

a uma certa distancia das raizes dentarias correspondentes. Estas areas de tecido mineralizado sao
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essencialmente constituidas por cemento celular e dentina, mostrando uma composigao em tudo
semelhante as paredes do apice de qualquer raiz, incluindo a presenga de foramina, surgindo como
resultado de um processo de diferenciagio e maturagao da papila apical. O espago entre estas
formagoes e a porgao mais apical da raiz correspondente esta, na maior parte dos casos, ocupado
por lamelas Osseas. Estas estruturas parecem representar o desenvolvimento de um apice radicular
total ou parcialmente separado da restante raiz correspondente, dependendo da sua ligagao, ou
ndo, a uma das paredes radiculares. De facto, foi possivel observar na mesma raiz, uma tentativa
de encerramento numa das paredes radiculares (com cemento, dentina e existéncia de foramina),
enquanto a outra permaneceu aberta. Este facto, parece ficar a dever-se a uma continuidade da pa-
rede radicular com a papila apical respectiva enquanto a outra perdeu este contacto. Deste modo
nao usufruiu da contribuicao das células constituintes da papila apical para a formagao da camada
de dentina da parede radicular. O aparecimento isolado destas estruturas, ou seja a sua separagao
da raiz correspondente, pode ficar a dever-se a traumatismos mecanicos ou factores iatrogénicos,

tendo em conta que estas formagoes sao facilmente destacaveis.

Apraz-nos registar que embora em escasso nimero, foi possivel observar alguns casos em
que se verificaram, em simultineo, areas de regeneragio do tecido pulpar justapostas a regides em
que se formaram tecidos mineralizados caracteristicos do periodonto. Na verdade, de entre os nos-
sos resultados, verificaram-se cinco casos (4 casos no grupo 2 e | no grupo 4) em que foi possivel
observar a presenga de uma extensa camada de células odontoblasticas ,adjacente a uma zona de
pré-dentina e dentina recém formada, que consideramos como uma area em que se verificou um
verdadeiro processo de regeneracao do complexo pulpo-dentinario. Este facto, foi quase sempre
observado em apenas uma das paredes dentinaria, nunca tendo sido encontrada uma cavidade pulpar

completamente regenerada e revestida, na sua totalidade, por células odontoblasticas.

Neste ambito interessa realgar que neste trabalho foi possivel criar condi¢gdes no espago
canalar que possibilitaram, para além da formagao de tecido conjuntivo e cemento, o aparecimento
de tecido 6sseo, tecido que necessita de um conjunto de circunstancias fundamentais que incluem
uma boa vascularizagdo que permita a sintese da sua matriz tio organizada e mineralizada.Todavia o
mecanismo de diferenciagdo odontoblastica parece requerer um ainda maior grau de exigéncia, quan-
do comparado com o tecido dsseo e com o cemento, compreendendo-se pois que nos processos de
regeneragao, levados a cabo no espago canalar, seja sempre mais dificil de atingir uma reconstituicao
eficaz do complexo pulpo-dentinario. Por outro lado, a baixa densidade de células estaminais pos-
-natais presentes nos nichos da polpa dentaria e papila apical pode nao ser suficiente para conseguir

regenerar grandes areas de tecido danificado, possibilitando a sintese de nova matriz dentinaria.

Uma vez que a viabilidade da HERS e papila apical em dentes permanentes imaturos esta depen-
dente da gravidade e duragao dos processos de pulpite/periodontite apical,a prevencao, diagnéstico
precoce e tratamento atempado destas situagoes pode aumentar de sobremaneira o aparecimento de

mecanismos de regeneragio, minimizando os processo de reparagio apos tratamento endodoéntico.

211



Apexificagdo e revascularizagdo pulpar em dentes permanentes imaturos — estudo experimental in vivo

A este respeito importa referir que as células estaminais, quer da polpa quer da papila apre-
sentam, apos poucas passagens em cultura, uma restri¢cao no seu potencial diferenciagao, mostrando

um desvio em favor de um fendtipo osteoblastico, em detrimento da linha odontoblastica.

A preservagio da integridade estrutural da papila apical (evitando também o seu destaca-
mento da raiz correspondente) e da bainha radicular epitelial de Hertwig (ou dos seus derivados),
bem como efetuar um diagnostico atempado e controlo da infegao/inflamagao, a par de um eficaz
mecanismo de revascularizagao, sao condigoes essenciais que, a partida, podem proporcionar o de-
senvolvimento e maturagio das células estaminais, adequadas a diferenciagio fendtipica dos tecidos
a regenerar, o que pode fazer toda a diferenga na reconstituicio do complexo pulpo dentinario e

crescimento radicular.

Em termos clinicos a criagao de um microambiente propicio a maturagao e diferenciagao celu-
lar, estara imperativamente associado ao desenvolvimento e optimizagao de técnicas e materiais tanto
no campo da antissepsia canalar, como no selamento coronario. Continua em aberto a necessidade
de encontrar outros materiais, irrigantes/medicagdes intracanalares e técnicas alternativas, de modo
a melhorar o processo de antissepsia com o minimo de danos para os tecidos vitais remanescentes
e sem provocar efeitos secundarios como a pigmentagao coronaria. Neste ambito, estdo incluidos,
materiais de selamento coronario com menor tempo de presa e melhor adesao as paredes, que

possibilitem o reforgo estrutural e a prevengao da microinfiltragdo coronaria a longo prazo.
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Summary

During the development of permanent teeth, the occurrence of caries or trauma is quite com-
mon and can alter or even damage the pulp tissue and impair the physiology of the pulp-dentin complex
and the normal root development.The premature loss of a functional pulp in immature teeth leads to
the stopping of the root dentin formation, creating a thin and functionally compromised canal wall.These
anatomical and functional conditions show a great predisposition to fractures, representing a huge chal-
lenge for endodontic and restorative treatments. In addition, the presence of an open apex hampers the
preparation techniques, the canalar antisepsis and filling, as well as the attainment of an apical recepta-

cle capable of containing the materials inside the root canal without leaking into the periapical tissues.

In these clinical circumstances, an apexification procedure is generally recommended, induc-
ing an apical barrier capable of retaining the filling materials and preventing their contact with the
periapical tissues. However, in immature teeth subject to an apexification technique, even when
treated according to the state of the art, in other words, with an apical barrier of MTA followed by
an adhesive restoration, the prognosis is uncertain due to the unfavourable crown-to-root ratio and
high susceptibility to fracture. On the other hand, since the apexification procedure restricts the
root maturation and progression, there was still the need to find a mechanism that would enable
the reestablishment of the pulp vitality and, thus, an increase in the thickness of dentine wall, as well

as the root growth and apical closure, that is, the maintenance of root development and maturation.

Bearing all this in mind, some innovative treatments emerged in recent years for the revas-
cularization and revitalization of pulp tissue of immature necrotic teeth and apical periodontitis, al-
lowing the reinforcement of root walls and sometimes the maintenance of their development, thus

opening new therapeutic possibilities in this field.

Underlying strategies to the emergence of new tissues in the pulp canal space, in order to
retrieve a missing or damaged pulp, are referred to as regenerative endodontic procedures, based on
three fundamental assumptions: 1) effective canalar disinfection/antisepsis, 2) creation of a scaffold
that allows growth of new tissue, usually associated with the formation and organization of a blood

clot, and 3) appropriate coronal sealing so as to prevent reinfection.
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This is the context in which the experimental work presented here is founded. Indeed, the
main objective of this study is, in addition to the induction of a blood clot, an in vivo evaluation of the
biological performance and regenerative potential of different scaffolds (hyaluronic acid/chitosan and
pectin/chitosan) placed within the root canals of immature teeth with pulp necrosis and apical peri-
odontitis, based on radiographic, histological,immunocytochemical and histomorphometric analysis.
In the study, four beagle dogs were used, involving a total of 56 immature teeth. In each animal, 14
premolars were selected.These teeth were divided into six groups,among which two control groups
(20 canals) and four test groups (76 canals) are included, for a total of 96 root canals. The four test
groups were grouped as follows: group | (apexification with MTA); group Il (blood clot); group IlI
(blood clot + polymeric scaffold of sodium hyaluronate and chitosan - HA:CS) and group IV (blood
clot + polymeric scaffold of pectin and chitosan - P:SC). In the control groups, a positive control (no

intervention) and a negative one (infected without any treatment) were inserted.

The developed protocol comprised a total of five interventions. Initially, an apical periodon-
titis was induced.Three weeks later, the canal disinfections/antisepsis and application of intracanalar
medication (calcium hydroxide or triantibiotic paste) was performed. After five weeks of beginning,
the apexification or revascularization procedures were done, including the induction and stabilization
of the blood clot and placement of the scaffolds. Eleven weeks after the initiation, we performed a
clinical and radiographic control and finally, at |18 weeks, after a new clinical and radiographic control,
euthanasia of animals was done and the jaw blocks were harvested for processing and observation by
light microscopy. Histological observations of the material after fixation, decalcification and paraffin
embedding were intended for histological organizational characterization of the tissues in the root
canal after the application of apexification techniques and pulp revascularization procedures, focusing
primarily on morphological, immunohistochemical and histomorphometric analysis of the studied
tissues and their photographic record. Statistical analysis was performed using a univariate and an

exploratory multivariate analysis, with the level of significance set at p< 0.05.

In the apexification results (group ), based on X-ray analysis it was possible to verify a resolu-
tion of periapical lesions (94%), a slight increase in root wall thickness (77,8%) and continued apical
closure (67%), in spite of a slight extrusion of the MTA (44%).The histological observations showed
the lumen of the root canal completely filled with MTA, as well as the creation of an apical barrier
formed mainly by cellular cementum. Be noted that this newly formed mineralized tissue is surrounded
by periodontal ligament and presents a perfect continuity with the periodontal cellular cementum.
On the results of histological nature observed in this group, the fact that the entire lumen of the
root canal was filled with MTA precluded the possibility of new tissue formation in apposition to the
inner dentin wall.This constitutes a major limitation of the apexification technique, that is, although
it is possible to achieve the creation of an apical hard barrier; the dentinal walls remained very thin
and fragile, which makes the tooth very susceptible to fracture. However, a large number of exam-
ined cases showed considerable cellular cement deposition in the outer portion of the root when

compared with the adjacent dentin, contributing to an increase of the root wall in terms of length.
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It is also noteworthy, besides the resolution of periapical lesions, the frequent presence of a large
number of structures made of dentin and cementum, located in close proximity and continuity with
the cementum bridges of the apical barrier.These formations, certainly derived from the differentiation
of the apical papilla cells, appear to contribute to a clear growth and increase in root length, which

is an element rarely associated with apexification procedures using MTA, assuming this as a success.

In the experimental groups where the scaffolds were applied (group 2, 3 and 4), it was con-
firmed radiographically, in most cases, the existence of an adequate and quite satisfactory cervical
MTA barrier. There was also a positive trend towards the resolution of the apical radiolucency in
84%, an increase in root wall thickness in 77,2% and a partial and/or total continued apical closure

in 70,2% of the studied cases.

The results analysis in light microscopy revealed that revascularization procedures applied in
immature teeth with necrotic pulp and apical periodontitis (groups 2, 3 and 4) showed us the recov-
ery of a vital state in the pulp canal, allowing root growth apically to the restoration, reflected by an
increase, though more significant in terms of thickness (85,6%) than in length (45,6%), of the root
canal walls, together with a large number of cases (66,7%) of apical closure. Regardless of the scaf-
folds, we very frequently found the canal space once again filled with large areas of very vascularized

soft tissue and the presence of mineralized hard tissues with different characteristics and locations.

Among these tissues stands out the formation of cellular cement in apposition to the inner
surface of the dentin, often accompanied by a connective tissue similar to periodontal ligament (also
containing some epithelial rests of Malassez) as well as several areas of bone tissue, sometimes quite
extensive and dispersed in the lumen of the canal. All these structures within the canalar space
appear to result from the migration and invasion of periodontal tissue constituents into the pulp

canal, a situation certainly facilitated by the size of the apex.

Whereas the newly formed cementum and bone tissue in the root canals are not normal
components of the pulp tissue, it seems we are witnessing a revitalization process of the pulp and
not a true regeneration. So, it can be stated that the presence of these tissues within the canal is
an indicator of bacterial eradication and associated inflammatory reaction, which itself must be
considered a very good result. In this regard, it is important to point out the effectiveness of the

triantibiotic paste (ciprofloxacin, metronidazole and minocycline) used as intracanalar medication.
On the other hand, the results observed in the periapical area, unlike those seen in the pulp
cavity, may be interpreted more as regenerative processes than reparative ones.

In spite of the theoretical possibility of a more effective regeneration processes with the use
of different scaffolds (group 3 and 4), better results were found with only the induction, formation
and stabilization of a blood clot (group 2).Thus, the regenerative capacity resulting from the addition

of the scaffolds to the blood has not proved favourable.

Group 3, where chitosan and hyaluronic acid scaffolds (HA: CS) were applied, revealed the

presence of large canalar space areas occupied by this scaffold, often surrounded by cellular cement,
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as well as regions of soft connective tissue and some inflammation.The existence of areas with bone

tissue is to be noted, although in smaller quantities than at group 2.

In Group 4, where pectin and chitosan scaffolds (P: SC) were used, it is also important to
mark the presence of large areas occupied by the scaffold, although surrounded by sparsely mineral-
ized tissue. In the pulp cavity we also found large amounts of very vascularized soft tissue and rare
areas of inflammatory infiltrate. The areas occupied by bone tissue were detected with much lower
frequency and quantity than in groups 2 and 3.The alkalinisation of the medium associated with the
use of MTA may be responsible for the insolubility of chitosan element common to the two scaffolds

used, thus justifying its slow biodegradation.

Based on multivariate statistical analysis, it was confirmed that the presence of resorption
areas on the dentinal wall without repair, inflammatory infiltration and thickening of the periodontal
ligament represent, as a whole, signs of a poor prognosis. On the other hand, the canalar filling, signs
of vascularization, and continued apical closure, when present, positively affect the outcome, with
favourable signs of success.Thus, through the analysis of these six variables and their correlation we
can foresee, with a great degree of accuracy (90,1%), the success or failure of the intervention.The

presence of continued apical closure alone gives an 85,7% degree of accuracy.

We also consider, in this work, that all four basic principles of tissue engineering were ob-
served, namely a) the presence of stem cells released into the pulp canal space during the periapical
tissue disruption and induction of the blood clot, b) a scaffold consisting of the blood clot, arrays
of polymeric nature and dentin walls, and c) the presence of growth factors/morphogenic, derived
from the dentin wall, both in platelets and other constituents of the blood clot, d) creation of a

microenvironment favourable to the tissue revitalization/regeneration process.

One aspect that seems important to note is the almost constant presence of mineralized
formations, surrounded by periodontal ligament, containing epithelial rests of Malassez, located at a

distance from corresponding tooth roots.

These areas of mineralized tissue are essentially made of cellular cementum and dentin, show-
ing a composition similar to the walls of any root apex, including the presence of foramina, arising as a
result of a process of differentiation and maturation of the apical papilla. Bone trabeculae,in most cases,
occupy the space between these configurations and the apical portion of the root.These structures
appear to represent the development of an apex totally or partially separated from the remainder
corresponding root, depending on the connection, or not, to root canal walls. In fact, it was observed,
in the same root, an attempt to close one of the root walls (with cementum, dentin, and there is
foramina), while the other remained open.This seems to be due to a continuation of the root wall
with its apical papilla while the other lost this contact and, thus, did not benefit from the contribution
of the constituent cells of the apical papilla to form the dentin layer of the root wall.The appearance
of these structures, that is, its separation from their corresponding root, may be due to mechani-

cal trauma and iatrogenic factors, taking into account that these formations are easily detachable.
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We are pleased to note that although in small number; it was possible to observe some cases in
which simultaneous regeneration areas of the pulp tissue occurred juxtaposed to regions that formed
mineralized tissues typical of the periodontium. In fact, our results showed five cases (4 cases in group 2
and | in group 4) among which was possible to observe the presence of an extensive odontoblastic cell
layer adjacent to a newly formed pre-dentin and dentin, which we consider as an area where there was a
real process of regeneration of the pulpo-dentin complex.This was almost always observed in only one of

the dentin walls, never having found a completely regenerated and coated pulp cavity by odontoblastic cells.

In this context, it should be noted that in this work it was possible to create conditions in the
canalar space that permitted, in addition to the formation of cementum tissue, the appearance of bone
tissue which requires a fundamental set of circumstances including a good vascularization that allows
the synthesis of its organized and mineralized matrix. However the mechanism of odontoblast differen-
tiation appears to require an even higher degree of demand when compared with the bone and the ce-
ment, being understood that in the processes of regeneration, carried out in canalar space, it will always
be more difficult to achieve an effective reconstitution of the pulpo-dentin complex. On the other hand,
the low density of postnatal stem cells present in the niche of the apical papilla and dental pulp may not

be sufficient to regenerate large areas of damaged tissue, allowing the synthesis of new dentin matrix.

Since the viability of HERS and apical papilla in immature permanent teeth is dependent on
the severity and duration of the processes of pulpitis/apical periodontitis, prevention, early diagnosis
and early treatment of these conditions can greatly increase the appearance of regeneration mecha-

nisms, minimizing the processes of repair after endodontic treatment.

Concerning this aspect, it should be noted that the stem cells either from the pulp or the
papilla, after a few passages in culture, exhibit a restriction on their differentiation potential, showing

a shift in favour of an osteoblast phenotype, rather than an odontoblast line.

Preserving the structural integrity of the apical papilla (also avoiding its detachment from
the corresponding root) and Hertwig’s epithelial root sheath (or its derivatives), as well as mak-
ing timely diagnosis and control of infection/inflammation, along with an effective revascularization
mechanism, are essential conditions that can provide the development and maturation of stem cells
suitable for phenotypic differentiation of tissues to regenerate, which can make all the difference in

the reconstitution of the pulpo-dentinal complex and root growth.

Clinically, the creation of a microenvironment favourable to cellular maturation and differ-
entiation is imperatively associated with the development and optimization of materials and tech-
niques both in the field of canalar asepsis, and coronal sealing. The need remains open to find other
materials, irrigation/intra-canalar medications and alternative techniques to improve the process of
disinfection with minimal damage to the remaining vital tissues and without causing side effects such
as coronary pigmentation. In this setting, several improvements are subjacent, such as coronal sealing
materials with lower setting time, better adhesion to the walls allowing for structural reinforcement

and prevention of coronal microleakage in the long term.
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Anexos

Tabela A. Classificacdo de Patterson ©tn?

Classificacao

Descricao

Desenvolvimento parcial da raiz, com abertura do apice maior que o didmetro do canal.

Classe | Desenvolvimento radicular a cerca de '/, do seu comprimento total estimado. Apice aberto
e divergente (forma de funil) para apical (transi¢do para o etapa 8 de Nolla).
Desenvolvimento quase completo da raiz, com abertura do apice maior que o diametro

Classe Il do canal. Desenvolvimento radicular de %/, do comprimento estimado e apice de paredes
divergente para apical. Canal radicular com a forma de trombone (etapa 8 de Nolla).
Desenvolvimento completo da raiz, com a abertura apical com o mesmo didmetro do

Classe Il canal. Desenvolvimento radicular a cerca de 3/, do seu comprimento estimado. Apice de
paredes paralelas (transigdo para o etapa 9).

Classe IV Dfsenvolvimento cpmpleto da raiz, com aberturg ’do .épice com mais pequeno que o
didmetro do canal. Apice aberto e canal de forma cilindrica ( etapa 9).

ClasseV Desenvolvimento radicular completo (etapa 10 Nolla).

Tabela B. Classificacdo de Moorrees
Descrigao
Coroa Formagao inicial das cuspides Ci
Coalescéncia das cuspides Cco
Esbogo das cuspides completo Coc
'/2 da coroa completa Cr.l/2
%4 da coroa completa Cr3/4
Coroa completa Crc
Formagao inicial da raiz Ri
Formacio inicial da furca Cli
Raiz '/4+ do comprimento radicular R1/4
/2 do comprimento radicular RI1/2
%4 do comprimento radicular R3/4
Comprimento da raiz completo Rc
Apice /2 do apice radicular encerrado Al/2
Apice radicular encerrado Ac
Tabela C. Classificagio de Nolla <t ¢!
Etapas Classificagao de Nolla

0 Auséncia de cripta: sem imagem radiografica

| Presenca de cripta: linha circular radiopaca, envolvendo uma zona radiotransparente

2 Calcificagao inicial: imagem radiografica circular ou em meia lua, dentro da cripta; inicio de
formacio das cuspides

Um tergo da formagido da coroa completa: continua a formagao das cuspides (fusdo cuspidea);

Dois tergos da coroa completa: inicio da deposicao de dentina

Coroa quase completa: minima constrigao cervical

o AW

Coroa completa: coroa completamente mineralizada até a jungdo amelo-cementaria; forma de
coroa definitiva

~

Um tergo da raiz completa; comprimento radicular inferior ao da coroa

o]

Dois tergos da raiz completa: o comprimento da raiz é igual ou superior ao da coroa; paredes
divergentes e apice amplo

9 Raiz quase completa e apice aberto: comprimento radicular maior do que o da coroa; paredes
do canal paralelas e apice aberto

10 Apice encerrado; constri¢ao definitiva
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Anexos

Tabela F. Lista de materiais utilizados no protocolo experimental

Materiais Fabricante Lote Validade
Absorvent Paper Points .
1SO 80 VDW GmbH, Munique, Alemanha 26889 2015-09
Agua Biodestilada esterilizada | 5 oraun Medical. Queluz de Baixo, 9193B0| 2012-04
Portugal
Calcicur® Voco GmbH, Cuxhaven, Alemanha 0932251 2011-06
Cavit®-G 3M ESPE AG, Seefeld, Alemanha 397167 2013-07
Diques de Goma Proclinic 05071001 2015-07
lodopovidona 10% Betadine
) Tyco Healthcare Group LP,
™ =
Kendall Monoj ect Mansfield, MA, USA 803522 2012-12
55020 2013-09
® Fi icap™ ’ ’
Ketac® Fil Plus Aplicap 3M ESPE AG, Seefeld, Alemanha 55030 2013-06
o B Braun Medical. Queluz de Baixo, 9491B02
NaCl 0,9% B.Braun Portugal 0311B08 2012-10
Nic tone Dental Dam Proclinic 04011001 2015-01
o ® Ultradent, South Jordan, UTAH, B5JVQ, 2012-09,
rasea USA B5C4N 2012-06
Pontas de papel Absorvente Dentsply Mallifer, CH Ballaigues, 021109 2014-11,
ISO 90-140 Suica 011209 2014-12
ProRoot® MTA White Dentsply Tulsa,Johnson Ciey TN 09001921 2012-04
Super Polish® Kerr, Bioggio, Suiga 3282188 2012-09

Tabela G. Lista de produtos referenciados na tese e respetivos enderegos na internet

Materiais

Fabricante

Endereco na Internet

Absorvent Paper Points

Dentsply Mallifer, CH Ballaigues, Suica

www.dentsplaymaillefer.com

ISO 90-140
Absorverstgzaoer Points VDW GmbH, Munique, Alemanha www.vdw.com
Butorfanol Dolorex®, Merck Animal Health www.msd-animal-health.pt/
Cavit®-G, 3M ESPE, Seefeld, Alemanha www.3m.com

Dexmedetomidina

Esteve Farma, Lda

www.esteve.pt/

Diques de borracha

Proclinic

www.proclinic.es

Endo Z

Dentsply Mallifer, CH Ballaigues, Suica

www.dentsplaymaillefer.com

Gauge

Dentsply Mallifer, CH Ballaigues, Suica

www.dentsplaymaillefer.com

Gutta-Percha Plugger

Dentsply Mallifer, CH Ballaigues, Suica

www.dentsplaymaillefer.com

Isoflurano

Esteve Farma, Lda

www.esteve.pt/

Kendall Monoject™

Tyco Healthcare Group LP, Mansfield,
MA, USA

www.tycohealthcare.com

Ketac™ Fil Plus Aplicap™

3M ESPE, Seefeld, Alemanha

www.3m.com

Limas K Dentsply Mallifer, CH Ballaigues, Suica www.dentsplaymaillefer.com
Meloxican Meloxidyl®, Ceva www.ceva.pt
Morfina 2% B.Braun Medical www.bbraun.pt/

MTA Endo Carrier

Dentsply Mallifer, CH Ballaigues, Suica

www.dentsplaymaillefer.com

MTA Gun System

Dentsply Mallifer, CH Ballaigues, Suica

www.dentsplaymaillefer.com

Propofol Lipuro 2%

B.Braun Medical

www.bbraun.pt/

ProRoot™ MTA White

Dentsply Tulsa, Johnson City, TN, USA

www.tulsadentalspecialties.com

Zoletil 50°

Virbac

www.virbac.cz
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AAE
BB
BMMSCs
BMPs
BSP
CD44
CHX
Clv
CNP
CNPA
CS
DFSCs
DMP-|
DPSCs
DSP
DSPP
EDTA
EGF
EMD
ERMs
FDA
FGFs
HA
HE
HEMA
HERS
HGF
ICAM-I|
IGFs
iPS
ISO
JAC
m/v
MEV
MMPs
MSCs
MTA
NGF
OPG
PCA
PCR
PDGF
PDLSCs
PDT
PECs
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Tabela H. Indice de siglas, acrénimos e abreviaturas

American Association of Endodontists

Brown & Brenn

Células estaminais mesenquimatosas da medula 6ssea (bone marrow mesenchymal stem cells)
Proteinas morfogénicas ésseas (bone morphogenetic protein)

Sialoproteina 6ssea (bone sialoprotein)

Principal recetor de superficie celular para o HA

Clorohexidina

Cimento de inondmero de vidro

Controlo negativo pulpar

Controlo negativo periapical

Quitosano (chitosan)

Células estaminais do foliculo dentario (dental follicle stem cells)

Proteina da matriz dentinaria — | (dentin matrix protein-1)

Células estaminais da polpa dentaria de dentes permanentes (dental pulp stem cells)
Sialoproteina dentinaria (dentin sialoprotein)

Sialofosfoproteina dentinaria (dentin sialoprotein)

Acido etileno-diamino-tetra-acético (ethylene dyamin tetracetic acid)

Fator de crescimento epidermal (epidermal growth factor)

Enamel matrix derivative

Restos epiteliais de Malassez (epithelial rests of Malassez)

Food and drug administration

Fator de crescimento de fibroblastos (fibroblast growth factor)

Acido hialurénico (hyaluronic acid)

Hematoxicilina/eosina

Hidroxietilmetracrilato

Bainha radicular epitelial de Hertwig (hertwig epithelial root sheath)

Factor de crescimento do hepatocito (hepatocyte growth factor)
Intracellular adhesion molecule- 1

Fatores de crescimento derivado de insulina (insulin growth factors)
Células estaminais pluripotenciais induzidas (induced pluripotent stem cells)
International standards organization

Jungao amelocementaria

Massa/Volume

Microscopia electrénica de varrimento

Metaloproteinases da matriz

Células estaminais mesenquimais (mesenquinal stem cells)

Agregado de triéxido mineral (mineral trioxide agreggate)

Fator de crescimento neuronal (neural growth factor)

Osteopontina (osteopontin)

Andlise dos componentes principais

Reacao de polimerase em cadeia (polymerase chain reaction)

Fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor)
Células estaminais do ligamento periodontal (periodontal ligament stem cells)
Tempo de duplicagio da cultura celular (doubling population time)
Complexos polielectroliticos (polyelectrolyte complexes)



Anexos

PGA
PGLA
PLA
PMN
PRP
RGD
RHAMM
Scaffold
SCAPs
SHED

Shh
STRO-I
TGFs
TLR4
™
TNF
VEGF
w
Whnts

Acido poli-glicélico (poly glycolic acid)

Acido latico poli-glicélico (poly lactic-co-glycolic acid)

Acido poli-lactico (poly lactic acid)

Polimorfonuclear

Plasma enriquecido em plaquetas (platelet-rich plasma)

Sequéncia de aminoacidos arginina-glicina-acido aspartico (amino acid sequence Arg-Gly-Asp)
Hyaluronan mediated motility receptor

Matriz

Células estaminais da papila apical (stem cells from apical papilla)

Células estaminais de dentes deciduos recém esfoliados (stem cells from exfoliated deciduos
teeth)

Familia de proteinas Hedgehog

Marcador positivo para células estaminais mesenquimais do estroma

Fator transformador de crescimento

Toll like receptor

Tricrémio Masson

Fator de necrose tumoral (tumor necrotic factor)

Fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth factor)

peso/weigh

Proteinas Wingless
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