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PREFACIO

A terap@utica de protectio pulpar direta consiste na abordagem conservadora de uma
exposicdo do tecido da polpa dentdria ao ambiente externo. Sendo uma terap@utica
minimamente invasiva os efeitos secunddrios sio reduzidos e resulta na manutengio da
vitalidade do drgdo dentdrio. A etiologia desta situagio clinica é diversa e vai desde a
progressdo da doenca, cdrie dentdria, ao longo dos tecidos mineralizados até ao tecido pulpar,
a traumatismos severos que envolvam perda de parte dos tecidos mineralizados do 6rgdo
dentdrio com exposicio do tecido pulpar, até lesdes iatrogénicas devido a manipulagdo dos
tecidos dentindrios com instrumentos manuais ou rotativos que atinjam os tecidos pulpares.
Esta terap@utica € preconizada hd vérias décadas, devido d sua efetividade conceptual, isto €, a
conservagio de um tecido complexo vasculo-sensitivo, fundamental na fisiologia do drgdo
dentdrio; e d sua eficdcia clinica, com biomateriais que conseguem, por um lado promover a
cicatrizagio da lesdo do tecido pulpar e, por outro, recuperar a integridude dos tecidos
mineralizados adjacentes.

A complexidade da polpa dentdria, quer seju anatomicamente, por estar confinada a um
espago rigido mineralizado relacionando-se com ele através de canaliculos dentindrios, quer
seja fisiologicamente pelos diversos tipos de células existentes, pela monocamada de células
que determinam o limite periférico do tecido e pelo complexo sistema vascular e nervoso,
determina a utilizagdo de um hiomaterial com caracteristicas muito particulares. Este deve ser
biocompativel, antimicrobiano e estimulante do processo da dentinogénese reparadora,
nomeadamente nas fases de diferenciagio e de mineralizagtio. Vdrios materiais jd foram

preconizados para serem utilizados neste tipo de abordagens terapéuticas e alguns



demonstraram ser desastrosos no cumprimento das caracteristicas enumeradas, enquanto
outros t&ém desempenhos clinicos favordveis a longo prazo. Os cimentos @ base de hidroxido de
cdlcio sdo os biomateriais com um maior follow up clinico, com resultados razodveis, pelo que
tém sido considerados o go/d standord. Na década de 90 do século XX surgiram outros
biomateriais, os cimentos d base de agregados trioxidos minerais, com desempenhos clinicos
razodveis, sendo atualmente considerados a terap@utica de eleictio. No entanto, estes materiais
tém alguns condicionalismos especialmente de manipulacdo, que dificultam a sua utilizagto
clinica de rotina. Nessa perspetiva, tem havido uma tentativa para encontrar novos biomateriais
para estas terap@uticas, nomeadamente os cimentos a base de silicatos tricdlcicos.

0 trabalho por nés desenvolvido vem aprofundar o conhecimento dos biomateriais que
convencionalmente mais se utilizam nestas terap@uticas e permitiv avaliar as caracteristicas e
o comportamento ndo sé dos referidos materiais mas ainda de um outro, mais recentemente
proposto, o cimento de silicato tricdlcico. Na presenca de caracteristicas reveladoras de um
grande potencial terap@utico foi necessdria a avaliagio dos efeitos /n vifro em células do tipo
odontoblasto, uma vez que sio as células com as quais os biomateriais contactam diretamente
no drgto dentdrio. Foi necessdrio efetuar os estudos dos mecanismos subcelulares das
terap@uticas com estes biomateriais. Como etapa sequencial aos estudos /n vifro e perante os
resultados promissores de uns e os resultados reveladores de citotoxicidade de outros, foram
realizados estudos /n vivo em modelo animal, essenciais para a avaliagdo pré-clinica. Apés esta
avaliag@io e de modo a comprovar a efetividade e a eficdcia do novo biomaterial nas terap@uticas
de protecio pulpar direta, foi elaborado um estudo clinico preliminar retrospetivo, dando forma
d investigacto translacional. De modo a coadjuvar o estudo clinico, foi elaborada uma revisto
sistemdtica com meta-andlise, dando robustez s conclusdes e as implicagdes clinicas efetuadas.
Assim, foi possivel com este projeto identificar as caracteristicas e os vdrios mecanismos de
agdo assim como as fungdes dos biomateriais, incrementando-se o conhecimento necessdrio
para a formulagiio e a obtencto do biomaterial ideal, ou até, do sev desempenho clinico em
terapéuticas de protecto pulpar direta.

Este trabalho abrangeu diversas dreas, desde as ciéncias fundamentais a investigagto

clinica, com envolvimento de um estudo animal, procurando-se realizar, como jd referido, uma



investigactio translacional sobre as terap@uticas de protecdo pulpar direta. Um projeto de
investigagtio que percorre todas estas fases sé pode ser o resultado de um trabalho de uma
equipa multidisciplinar, com contributos fundamentais de cada um dos elementos que a
constituem, e que ndo podem deixar de ser enfatizados e enaltecidos.
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as dreas deste projeto e de todo 0o meu percurso académico. Reitero o orgulho de ter recebido a
sua confianga desde o inicio do meu percurso académico e clinico e dispor dos seus ensinamentos
que marcaram e marcardo o meu olhar e a minha atitude sobre o exercicio da Medicina Dentdria
em clinica e em investigacto. O incentivo permanente, a confianga absoluta e a disponibilidade
a todo 0 momento foram os motores que me ajudaram a concretizar este projeto e retenho-os
como exemplo na minha postura na docéncia a na vida.
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transformagdo fisica neste documento. A disponibilidade sem restricdes do apoio logistico fisico
e intelectual para a concretizagiio dos estudos /n vitroe in vivo, e a visiio ampliada e rigorosa
que me proporcionou na investigacdo cientifica, foram determinantes na concretizagio deste
estudo.

Ao Professor Doutor Manuel Marques Ferreira, Professor Auxiliar com Agregacto, co-
orientador deste trabalho, Regente da Valéncia Clinica 1 na drea da Endodontia do Mestrado
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agradeco o contributo decisivo nos estudos /7 vivo em modelo animal, a disponibilidade total
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ampliada dos resultados e das suas implicagdes clinicas.
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RESUMO

Algumas situagdes clinicas como cdries profundas, traumatismo severo da coroa dentdria,
e situagdes iatrogénicas podem levar a uma exposicio do tecido pulpar ao ambiente oral
externo. 0 tecido da polpa dentdria tem um potencial natural de reparacdo, através de um
processo designado de dentinogénese reparadora. Durante este processo, os odontoblastos
danificados sto substituidos por novas células diferenciadas do tipo odontoblasto. Este processo
envolve a migracto de células progenitoras para o local de lesdo e posterior proliferacto e
diferenciacto destas células em odontoblastos. Assim, quando hd exposicdo do tecido da polpa
dentdria ao ambiente externo, a dentinogénese reparadora pode ser induzida pela realizagto
de uma protecdo pulpar, com o objetivo de manter a vitalidade e a fungdo do tecido da polpa.
Existe um consenso na comunidade cientifica de que o tratamento dessas condicdes requer o
uso de materiais que induzam a reparagdo do tecido dentindrio e, posteriormente, formem um
tecido mineralizado entre o tecido pulpar e o material de reparagtio. Nesta técnica, o cimento de
hidréxido de cdlcio tem sido usado como terapia de elei¢io, com caracteristicas fisico-quimicas
importantes para o sucesso do tratamento. Desenvolvidos nos anos 90, os cimentos d base de
agregados tridxido minerais receberam a maior atengdo, inicialmente como um material de
obturag@o retrdgrada. As suas caracteristicas permitiram a expans@o das suas indicagdes como
material para protectio direta da polpa. Embora existam evidéncias clinicas da utilizagio de
cimentos d base de hidréxido de cdlcio e de agregados tridxidos minerais nas terap@uticas de
protecdo pulpar direta com resultados satisfatérios, o melhor desempenho clinico de um em
relactio ao outro ndo é conclusivo. Recentemente surgiram os cimentos de silicato fricdlcicos,
como o Biodentine™. Este biomaterial possui uma base de hidrdxido de cdlcio e caracteristicas
semelhantes aos cimentos de agregados trioxidos minerais, mas com tempos de presa

substancialmente mais adequados para a sua aplicagdo para além de outras vantagens clinicas.
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INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

Existem poucos estudos sobre esse material pelo que foi fundamental comparar seu
comportamento com os outros biomateriais disponiveis.

0 nosso projeto procurou determinar a bioatividade deste biomaterial na regeneragio da
dentina. Para alcancar esse objetivo foi necessdria uma combinacio de etapas, que se
traduziram em diversos estudos. O estudo /7 vitroteve como objetivo avaliar a viabilidade e a
proliferacdo de células do tipo odontoblastos da linhagem celular MDPC-23 na presenca de
Biodentine™. Foram, também, efetvadas avaliacdes da diferenciagiio e da mineralizacdo, por
forma a verificar a eficdcia deste material na dentinogénese reparadora. 0 estudo /7 vivo em
modelo animal teve como objetivo avaliar o efeito do Biodentine™, incluindo a formacto de
dentina reparadora e as reagdes inflamatérias apds a exposicdo do tecido pulpar, ao longo do
tempo. 0 estudo clinico incluiv uma revisdo sistemdtica com meta-andlise com o objetivo de
avaliar os fatores de sucesso apds as terapguticas de protecdo ao tecido pulpar com cimentos d
base de hidréxido de cdlcio, de agregados triéxidos minerais e de silicatos fricdlcicos. Além
disso, foi efetuado um estudo clinico retrospetivo com 20 doentes onde se avaliou clinicamente
a presenca ou a auséncia de sintomas compativeis com a inflamacio da polpa e
radiograficamente as alteragdes radiculares e estruturais da restauragtio corondria que suporta
a reparacdo do tecido pulpar.

Com os estudos /7 vifrafoi possivel concluir que o WhiteProRoot®MTA e o Biodentine™ tém
resultados semelhantes, com manutencto da atividade metabélica e viabilidade celular, embora
com uma ligeira reducdo para o segundo. Verificaram-se ligeiras alteragdes no ciclo celular, no
potencial de membrana mitocondrial e na formagio de peroxidos. 0 Life® mostrou uma
diminvi¢to da atividade metabélica e da viabilidade, com aumento da morte celular, perda do
potencial de membrana mitocondrial, aumento da formacto de peréxidos e alteragdes no ciclo
celular. A andlise da morfologia celular demonstrou alteracges profundas com o Life®, o que
ndo se verificou com os outros biomateriais. A avaliagio da diferenciactio e da mineralizagdo
indicou um aumento acentuado na expressdo de fosfatase alcalina, da sialoproteina da dentina
e da formagio de depdsitos de cdlco com Biodentine™ quando comparado ao
WhiteProRoot®MTA. 0 Life® niio apresentou expressio das proteinas referidas e ndo revelou a

formagdo de depésitos de cdlcio.
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RESUMO

Nos estudos /7 vivo em modelo animal foram efetuadas protecdes pulpar diretas com os
materiais de estudo em primeiros molares. As avaliagdes foram efetuadas em trés tempos, aos
3,u0s 7 e aos 21 dias e consistiram numa avaliagtio imagioldgica (medicina nuclear) e histoldgica
(coloragtio H&E, imunchistoquimica e alizarin red 5). Com os estudos /n vivo foi comprovado o
efeito terap@utico dos hiomateriais estudados. A avaliagio através da medicina nuclear
demonstrou que a captagtio de **Tc-HMDP ndo apresentou diferencas significativas entre os
diferentes grupos experimentais e o controlo, revelando a ndo ocorréncia de diferencas a nivel
do metabolismo fosfocdlcio. 0 estudo histoldgico demonstrou diversas alteracdes como a
presenca de infiltrado inflamatério e a formacto de tecido mineralizado ao longo dos diversos
tempos de fo/low-up. Nos tratamentos com o WhiteProRoot®MTA verificou-se a presenga de
infiltrado inflamatério moderado apds trés dias, diminuindo ao longo dos outros tempos de
follow-up. Apenas se verificou a formagdo de tecido mineralizado apés 21 dias de fo/low-up. Nos
tratamentos com o Biodentine™ verificou-se a presenga de um ligeiro infiltrado inflamatério ao
terceiro dia, aumentando ao longo dos tempos de fo//ow-up. A formagdo de tecido mineralizado
foi observada a partir dos sete dias de fo/low-up, aumentando ao longo do tempo.

A revisio sistemdtica com meta-andlise proporcionou uma avaliagio clinica dos trés
biomateriais, concluindo-se que as terap@uticas com os cimentos @ base de hidréxido de cdlcio
tém taxas de sucesso inferiores aos cimentos a base de trioxidos minerais, e que estes
apresentam taxas de sucesso semelhantes aos cimentos de silicato tricdlcico. Os outros
materiais estudados revelam taxas de sucesso inferiores aos trés biomateriais referidos no
presente estudo. 0 estudo clinico revelou, de igual forma, taxas de sucesso semelhantes entre
os cimentos d base de trioxidos minerais e os silicatos tricdlcico.

Com este trabalho foi possivel avaliar a bioatividade de um novo material de regeneracto
de dentina, Biodentine™. A sua baixa citotocixidade e a sua capacidade indutora em diversos
mecanismos da dentinogénese reparadora, o seu efeito terap€utico na formagdo de uma ponte
dentindria acompanhada de ligeiros sinais inflamatérios e a sua elevada taxa de sucesso clinico,
indicam a possibilidude da sua utilizagtio efetiva e segura na protectio direta da polpa dentdria

em humanos.
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ABSTRACT

Some clinical situations such as deep cavities, severe crown trauma, and iatrogenic
situations may lead an exposure of the pulp tissue to the external oral environment. The tissue
of the dental pulp has a natural potential for repair through a process called repair
dentinogenesis. During this process, the damaged odontoblasts are replaced by new
differentiated odontoblast cells. This process involves the migration of progenitor cells to the
lesion site, and subsequent proliferation and differentiation of these cells into odontoblasts.
Thus, when the dental pulp tissue is exposed to the external environment, reparative
dentinogenesis can be induced by pulp capping, to maintain the vitality and function of the pulp
tissue. There is a consensus in the scientific community that treating these conditions requires
the use of materials that induce repair of the dentin tissue and subsequently form a mineralized
tissue between the pulp tissue and repair material. In this technique, calcium hydroxide cement
has been used as a gold standard, with important physico-chemical characteristics for the
success of the treatment. Developed in the 1990s of XX centuary, mineral trioxide-based
cements received large attention, initially as a retrograde filling material, and expanded its
indications as a material for direct pulp capping. Although, there is clinical evidence of the use
of calcium hydroxide-based cements and mineral trioxide aggregates in direct pulp capping
therapies with satisfactory results, the best clinical performance in relation to each other is not
conclusive. Recently, tricalcium silicate cements, such as Biodentine™, have emerged. This
biomaterial has a calcium hydroxide base and characteristics like mineral aggregate trioxide
cements but with tightening times substantially more svitable for their application and other
clinical advantages. There are few studies on this material, and it was critical to compare their

behavior with others.
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This project aimed to determine the bioactivity of this biomaterial in dentin regeneration.
To achieve this goal, a combination of steps was required, which resulted in several studies. The
in vitro study aimed to evaluate the viability and proliferation of odontoblasts-like cells of the
MDPC-23 cell line in the presence of Biodentine ™. Differentiation and mineralization evaluations
were also carried out to verify the efficacy of this material in reparative dentinogenesis. The /n
vivo animal model study aimed to evaluate the effect of Biodentine™, including repairing dentin
formation and inflammatory reactions after pulp exposure and over time. The clinical study,
included a systematic review with meta-analysis, aimed at assessing the success factors after
pulp capping treatments with calcium hydroxide based cements, mineral trioxide aggregates
and fricalcium silicates. In addition, a retrospective clinical study with 20 patients included @
clinical evaluation of the presence or absence of symptoms compatible with pulp inflammation,
and radiographic evaluation of the root and structural alterations of the coronary restoration
that supports the repair of pulp tissue.

With /n vitro studies it was possible to conclude that WhiteProRoot®MTA and Biodentine ™
have related results, with maintenance of metabolic activity and cellular viability, although with
a slight reduction to the second. There were slight changes in the cell cycle, mitochondrial
membrane potential and peroxide production. Life® showed a decrease in metabolic activity and
viability, with increased of cell death, loss of mitochondrial membrane potential, increased of
peroxide formation and changes in the cell cycle. The analysis of cell morphology showed
profound changes with Life®, which was not observed with the other biomaterials. The
evaluation of differentiation and mineralization indicated a marked increase in the expression
of alkaline phosphatase, dentin sialoprotein, and the formation of calcium deposits with
Biodentine™ when compared to WhiteProRoot®MTA. Life® showed no expression of proteins
and did not reveal a calcium deposits formation.

In the /n vivo studies, direct pulp capping was performed with the study materials in the
first molars. The evaluations were performed in three times, 3, 7 and 21 days, and consisted of
an imaging (nuclear medicine) and histological evaluation (H&E staining, immunohistochemistry
and alizarin red S). In /n vivo studies the therapeutic effect of biomaterials was confirmed.

Nuclear medicine evaluation demonstrated that the uptake of *"Tc-HMDP did not show
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significant differences between the different experimental groups and the control, revealing the
non-occurrence of differences in the phosphocalcium metabolism. The histological study
demonstrated several alterations such as the presence of inflammatory infiltrate and the
formation of mineralized tissue throughout the follow-up. With WhiteProRoot®MTA therapeutics,
the presence of moderate inflammatory infiltrate was verified at 3 days, decreasing during the
follow-ups. The formation of mineralized tissue was, only, verified at 21 days of follow-up. The
therapeutics with Biodentine™, demonstrated the presence of a slight inflammatory infiltrate
at the third day, increasing throughout the follow-up. The formation of mineralized tissue was
observed from the 7-day follow-up, increasing over time.

The systematic review with meta-analysis provided a clinical evaluation of the three
biomaterials, and it was concluded that calcium hydroxide cements have lower success rates
than mineral frioxide cements, and that these have success rates like tricalcium silicate cements.
The other materials showed lower success rates than the three biomaterials reported in the
present study. The clinical study also revealed similar success rates between mineral trioxide
cements and tricalcium silicates cements.

With this work it was possible to evaluate the bioactivity of a new dentin regeneration
material, Biodentine™. Its low cytotoxicity and its inductive capacity in several mechanisms of
reparative dentinogenesis, its therapeutic effect on the formation of a dentin bridge
accompanied by slight inflammatory signs, and its high clinical success rate, indicate the

possibility of its effective and safe use in the direct capping of the dental pulp in humans.
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0 orgdo dentdrio é composto por trés tecidos mineralizados, o esmalte, a dentina e o
cemento que envolvem um tecido conjuntivo laxo, a polpa dentdria. Em termos embriondrios, o
esmalte é de origem ectodérmica enquanto a dentina, o cemento e a polpa dentdria sdo de
origem ectomesenquimatosa. 0 esmalte é um tecido quase completamente mineralizado,
composto por hidroxiapatite (88 a 90%), dgua (5 a 10%) e matriz orgdnica (1 a 2%), que cobre
a totalidade da coroa dentdria. A dentina é o tecido estrutural da maior parte do 6rgdo dentdrio,
e encontra-se coberta por esmalte na sua porgiio corondria e por cemento na sua porgio
radicular. A polpa dentdria tem origem na papila dentdria e, enquanto estrutura vidvel, €
responsdvel pela formagdo da dentina. Também atua como 6rgdo sensitivo, pois é capaz de
responder a estimulos e detetar toxinas que afetam a dentina. O 6rgdo dentdrio estd suportado
por vdrios tecidos que, coletivamente, se designam por periodonto. Este inclui 0 0sso alveolar,
que forma o alvéolo dentdrio, o ligamento periodontal, tecido conjuntivo que une o dente ao
osso alveolar e a gengiva que recobre estas estruturas em redor do drgdo dentdrio (Berkovitz,
Holland e Moxham, 2004; Garant, 2003, 2003).

Dos tecidos que fazem parte da coroa do 6rgdo dentdrio, o esmalte é aquele que cobre a
totalidade da coroa do dente. E mais espesso nas extremidades das cdspides e nos bordos
incisais, enquanto na coroa dentdria apresenta menor espessura, a qual se torna muito fina na
zona cervical.  um tecido altamente mineralizado, constituido porcerca de90% de componente
mineral, com o restante a ser constituido por dgua e conteddo orgdnico. A parte orgdnica
direciona o crescimento da componente mineralizada, que é composta principalmente por
cristais de hidroxiapatite. Este conteddo mineral aumenta desde a juntio amelodentindria até
d superficie, com formag@o de um tecido mais duro superficialmente. A dgua corresponde a 5 a

10% da massa do esmalte, estd presente em todo o tecido e é responsdvel pela porosidade. A
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percentagem de matriz orgdnica varia de 1% a 2%, e é composta por proteinas como as
amelogeninas, as enamelinas e outras pequenas moléculas como peptideos e aminodcidos
livres. Este componente ndo tem distribuicdo homogénea e encontra-se, em maior quantidade,
na zona da juncdo amelodentindria. A unidade morfoldgica do esmalte é o prisma de esmalte,
constituido por milhdes de cristais de hidroxiapatite. As margens dos prismas mostram
mudancas bruscas na organizacio dos cristais, com efeitos dticos diversos. A jungtio
amelodentindria tem, também, diferentes padrdes dticos do tipo festonado com convexidades
do lado do esmalte e concavidades do lado da dentina. Os cristais da dentina sdo muito menores
do que os do esmalte e a transicio de um tecido para outro é geralmente visivel. Grupos de
estruturas como fusos, tubos e lamelas, podem ser vistos na juncdo amelodentindria e
estendem-se da superficie da dentina para dentro do esmalte (Berkovitz, Holland e Moxham,
2004; Garant, 2003).

Existem outros dois tecidos que constituem a maior parte do drgdo do esmalte, e que fazem
parte da coroa dentdria e estrutura radicular, que sdo a dentina e a polpa dentdria. Estes serdo
descritos mais detalhadamente abaixo, por serem tecidos que desempenham um papel

fundamental na dentinogénese primdria, secunddria e reparadora.

Dentina

A dentina é um tecido produzido por odontoblastos que se desenvolvem a partir de células
ectomesenquimatosas da papila dentdria em contato com a ldmina basal formada pelo epitélio
de esmalte (Garant, 2003). Este tecido rigido, mineralizado, que forma a maior parte da
estrutura dentdria é estruturalmente constituido por indmeros tibulos dentindrios suportados
por uma matriz de colagénio mineralizada. Estes tGbulos dentindrios contém no seu interior
prolongamentos das células produtoras de dentina, os chamados processos odontobldsticos,
assim como fluido extracelular. Os corpos celulares dos odontoblastos estdo organizados na
superficie mais profunda da dentina, e constituem a zona de transic¢do para o tecido pulpar
(Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Garant, 2003; Goldberg ef o/, 2011; Smith ef a/, 2012).
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A dentina é composta, aproximadamente, por 70% da massa seca de conteddo mineral
inorgdnico, 20% de massa seca de matriz orgdnica e 10% de massa de dgua. 0 conteddo mineral
inorgdnico aparece sob a forma de cristais de hidroxiapatite, é rico em cdlcio e em fdasforo, e
distribui-se entre as fibras de colagénio. A matriz orgdnica da dentina € constituida por fibras
de colagénio (90% da massa) distribuidas pela substdncia fundamental amorfa. As principais
stio de colagénio do tipo I, embora tambhém possam existir fibras de colagénio do tipo 11l e do
tipo V. A maioria das fibras de colagénio organiza-se paralelamente a superficie pulpar, mas
ndo se agrupam em feixes. Existem, ainda, outras proteinas na matriz, nomeadamente
fosfoproteinas, proteoglicanos, proteinas Gla, outras proteinas dcidas assim como fatores de
crescimento (About e7 a/, 2000; Embery ef a/, 2001). As fosfoproteinas, como a fosfoproteina
da dentina (do inglés dentin phosphoprotein- DPP), a proteina da matriz dentindria 1 (do inglés
dentin matrix profein - DMP1) e a sialoproteina da dentina (do inglés dentin sialoprotein- DSP),
s@o as principais proteinas ndo colagénicas (Butler, 1995; Yamamoto, Oida e Yamakoshi, 2015).
Sto fosforiladas, com grande ofinidade para a ligagio com ides cdlcio, pelo que cumprem um
papel fundamental nos processos de mineralizag@o. Os proteinoglicanos estdo representados
por vdrias classes especialmente, as biglicanas (condroitina) e a decorina, que t€ém como
principal funcdo a reunido de fibras de colagénio e a mediagio na adesdo, a migragdo, a
proliferacdo e a diferenciacto celulares (Butler e Ritchie, 1995; Magloire, Bouvier e Joffre, 1992).
As proteinas Gla, ou proteinas que contém carboxiglutamato, estdo ligadas aos cristais de
hidroxiapatite e desempenham funcdes na mineralizacdo. De entre as proteinas acidicas,
podemos referir a osteonectina e a osteopontina. A osteonectina representa 5% do total das
proteinas da dentina e contém niveis elevados de dcido glutdmico e de dcido aspdrtico. A
osteopontina é uma glicoproteina fosforilada presente na pré-dentina que contém a sequéncia
de sifes de ligactio para a Arg-Gly-Asp (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Garant, 2003). Os
lipidos correspondem acerca de 2% do conteddo orgdnico da dentina e estdo mais concentrados
nas zonas de mineralizagdo. Alguns fatores de crescimento, como as proteinas morfogenéticas
osseas (do inglés bone morphogenetic proteins- BMP) e o fator de transformagtio do crescimento
beta (do ingl€s, fransforming growth factor beta - TGF-g), tém sido isolados na matriz dentindria

ndo mineralizada. Estes fatores de crescimento podem ter um papel importante na diferenciagio
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dos odontoblastos durante a formacto de dentina reparadora (Berkovitz, Holland e Moxham,
2004; Garant, 2003; Goldberg, 2014; Goldberg &7 a/, 2011).

A dentina é preenchida por tbulos dentindrios que se situam entre a superficie pulpar e as
jungdes amelodentindrias e cementodentindrias. O didmetro dos tdbulos varia de 2,5 um na
zona periférica onde existem cerca de 20.000/mm?, a 1 um na zona pulpar onde se estima
existirem cerca de 50.000/mm2 Os tGbulos dentindrios ramificam-se, especialmente na
periferia junto @ junctio amelodentindria, mas muitas destas ramifica¢des podem-se unir. A
parede dos tdbulos é formada pela dentina peritubular, cuja deposicio diminui o didmetro dos
mesmos ao longo do desenvolvimento. Entre os tibulos encontra-se a dentina intertubular, rica
em colagénio do tipo I. Estes dois tipos de dentina diferem pela existéncia de matriz fibrosa de
colagénio, a qual estd presente apenas na dentina intertubular. Na dentina intertubular,
formam-se cristalitos minerais tipo placa, com 2 a 5 nm de espessura e 60 nm de comprimento,
e a sua magnetiza¢do dd-lhes a aparéncia semelhante a uma agulha (Berkovitz, Holland e
Moxham, 2004; Garant, 2003; Goldberg ef a/, 2011; Sasaki e Garant, 1996). Estdo localizados na
superficie das fibras de colagénio e sto paralelos ao eixo dessas mesmas fibras. A
desmineralizacio da dentina intertubular revela uma rede densa de fibras de colagénio,
revestidas por proteinas ndo colagénicas (Garant, 2003; Goldberg ef a/, 2011; Mijor, Sveen e
Heyeraas, 2001). Por outro lado, a dentina peritubular é cerca de 15% mais mineralizada do
que a intertubular, sendo o principal componente a apatite carbonada. 0 componente mais
importante do conteddo proteico € uma proteina de alto peso molecular, com uma composicio
de aminodcidos razoavelmente diferente da fosforina, encontrada na dentina intertubular. Na
dentina peritubular sto, também, observadas estruturas isodiamétricas de cerca de 25 nm de
didmetro, formando um anel em torno do ltmen dos tdbulos. Apds desmineralizag@o suave, nio
sto detetadas fibras de colagénio, mas antes uma fina rede de proteinas ndo coldgenicas e de
fosfolipidos (Arana-Chavez e Massa, 2004; Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Goldberg e
Septier, 2002).

Associado ao envelhecimento fisioldgico, especialmente na dentina radicular, os tdbulos
dentindrios tornam-se completamente obliterados pela deposicio de dentina peritubular. Os

tobulos dentindrios contém, no seu interior, o processo odontobldstico, que é responsdvel pela
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sua formagtio. Além deste componente principal podem encontrar-se, em alguns e em parte do
seu comprimento, terminagdes nervosas aferentes e processos das células apresentadoras de
antigénio do tecido pulpar. O processo odontobldstico ndo ocupa a totalidade do comprimento
do tdbulo dentindrio onde se encontra, sendo o restante designado por espago pos-
odontobldstico e preenchido por fluido dentindrio. A composicio deste fluido ndo é totalmente
conhecida, devido as dificuldades técnicas de processamento das amostras, mas parece ter uma
alta concentragiio de ides potdssio e uma baixa de ides sédio. Estas proporgdes idnicas fazem
com que, apés uma rutura da integridade do tObulo, se gere uma pressdo osmética para o
exterior do tecido pulpar impedindo a progressdo de substdncias quimicas e de toxinas para o
interior do mesmo. O processo odontobldstico que se estende ao longo da dentina varia
estruturalmente, sendo os organelos mais numerosas na pré-dentina, enquanto na dentina
mineralizada poucos estdo presentes. Os microtGbulos e os filamentos intermédios correm
longitudinalmente ao longo de todo o processo odontobldstico como processo celular que é,
sendo formados por actina, tubulina e vimentina; as mitocdndrias estdo presentes na pré-
dentina, e segmentos de reticulo endoplasmdtico rugoso aparecem ocasionalmente (Garant,
2003; Goldberg ef a/, 2011; Linde e Goldberg, 1993; Linde e Lundgren, 1995; Sasaki e Garant,
1996). Aquando da descricio do tecido pulpar, a descri¢io da célula odontobldstica far-se-d
detalhadamente.

A dentina estd organizada em vdrias regioes decorrentes das diferentes caracteristicas da
estrutura dentdria e dos diferentes tempos de formag@o como demonstra a Figura 1.

A camada mais interna, a pré-dentina, ndo é mineralizada e é onde se vai depositando
dentina ao longo da vida, quer seja por estimulos fisioldgicos quer por estimulos patoldgicos. A
pré-dentina é a zona de matriz dentindria depositada inicialmente pelo processo odontobldstico,
sem que fenha ainda ocorrido mineralizagdo. A espessura desta camada pode variar entre 10
0540 um, na dependéncia da taxa de deposicio sendo, contudo, mais espessa em dentes jovens.
A zona imediatamente periférica a pré-dentina € designada por dentina intermedidria, onde jd
se encontra alguma deposicdo mineral. A grande parte de dentina, estrutura bdsica deste tecido,

é a dentina circumpulpar.

39



INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

Jungtio amelodentindria

Dentina do manto

Dentina interglobular

Dentina peritubular

DENTINA

Dentina intertubular

Processo odontobléstico

Pré-dentina

Odontoblasto

Figura 1: Desenho esquemdtico da formagto das diferentes camadas de dentina. Célula odontobldstica diferenciada,
com nicleo na regido basal, e outros organelos no citoplasma (mitocdndra, reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de
Golgi e vdrias vesiculas); e com processo odontobldstico no interior da camada de dentina. Junto ao corpo principal da
célula odontobldstica encontra-se a camada de pré-dentina. A dentina é constituida por diferentes camadas, que se
formam e depositam no sentido du juncdio amelo-dentindria até @ camada odontobldstica: dentina do manto, dentina
interglobular e a camada com maior espessa que tem dois fipos de dentina (dentina intertubular, entre os tdbulos
dentindrios; e dentina peritubular, que forma a parede dos tGbulos dentindrios). As terminagdes nervosas (verde), com
origem no fecido pulpar, prolongam-se pelo interior do tibulo dentindrio. Desenho de autor.

Esta camada € uniforme quanto a sua estrutura, organizada com um padrdo tubular (About
et al, 2000). Nos estddios iniciais da dentinogénese a dentina é fina, mas a sua espessura
aumenta continuamente (cerca de 4um/dia) a custa do espago inicialmente ocupado pelo tecido
pulpar. Esta camada tem uma parte mais proeminente que é formada por dentina intertubular,
enquanto a dentina peritubular é encontrada @ volta do lomen dos tobulos. A formagto
concomitante de dentina inter e peritubular resulta de dois tipos diferentes de mineralizagdo. A
dentina intertubular resulta das modificagdes que ocorrem entre a pré-dentina ndo mineralizada
e a dentina localizada imediatamente atrds da frente de mineralizagdo, uma fronteira designada
por metadentina. A maioria das proteinas fosforiladas sdo segregadas na metadentina, perto
da frente de mineralizagtio. Por outro lado, a formactio de dentina intertubular fornece um
modelo Gnico de trés camadas sucessivas. A primeira camada, localizada na periferia da polpa,

corresponde ao estrato celular e é constituida pelos corpos celulares dos odontoblastos e das
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células de Hoehl. A segunda camada, a camada de pré-dentina imatura, tem uma espessura que
varia de 15 a 20 ym. A terceira camada, a camada de dentina mineralizada, localiza-se desde a
frente de mineralizagto até d jun¢do dentina-esmalte do manto (Goldberg e7 o/, 2011; Linde e
Lundgren, 1995; Ruch, 1998). A dentina peritubular ndo resulta da transformag@o da pré-dentina
em dentina, mas da adsorcto ao longo do limen dos tdbulos de uma matriz amorfa, podendo
ser segregada pelos processos odontobldsticos dentro da dentina ou resultante da linfa
dentindria. Proteoglicanos, lipidos e outras proteinas do complexo do reticulo endoplasmadtico
(do inglés endoplasmic reticulvm membrane protein complex - ECM) estdo implicados na
formagtio de uma fina rede amorfa, dando origem a uma dentina peritubular hipermineralizada
densa (Goldberg ef a/, 2011). A parte mais externa da dentina circumpulpar, designada por
dentina interglobular, é incompletamente mineralizada. Como esta zona ndo é totalmente
mineralizada, as dreas dos tobulos dentindrios nio apresentam dentina peritubular. A camada
mais externa, e por isso mais precocemente formada €, na zona da coroa dentdria, designada
de manto de dentina e que na zona radicular é formada por duas partes morfologicamente
distintas, a camada granular de Tomes e a camada de hialina. 0 manto de dentina varia em
espessura de 20 a 150 um e tem uma estrutura tridimensional festonada com a interligagio e
interpenetragdo das indmeras ramificacdes dos tdbulos dentindrios com os prismas de esmalte.
E ligeiramente menos mineralizada do que a dentina circumpulpar e as suas fibras de colagénio
estio orientadas perpendicularmente @ jun¢do amelodentindrioc. A camada granular €
hipomineralizada quando comparada com a camada circumpulpar, devido a presenca de
indmeras ramificacdes tubulares. A camada de hialina tem cerca de 20 ym de espessura, com
uma estrutura ndo tubular e relativamente desestruturada, onde se liga a camada de cemento
(Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Garant, 2003; Goldberg e7 a/, 2011; Orchardson e Cadden,
2001).

Tal como jd foi referido atrds, a dentina pode sofrer modificagdes ao longo do tempo. Se
estas alteragdes forem de origem fisioldgica, isto é, relacionadas com o idade, o tecido
dentindrio depositado é designado por dentina secunddria e dentina esclerética. Se tiverem
origem patolégica como a cdrie ou a atrigdo, € considerada dentina tercidria, reacional ou

reparadora. Assim, durante a odontogénese, os odontoblastos sio fundumentais para a
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formag@o da dentina primdria até que o dente se torne funcional. Quando os contatos entre
cOspides antagonistas sdo estabelecidos, a formactio de dentina secunddria comega
imediatamente e continua ao longo da vida. Inicialmente, os odontoblastos produzem
constantemente moléculas da matriz conduzindo @ formagio de uma camada de 10 pm de
espessura, que posteriormente se reduz, mas com um depdsito didrio de 4 um. No entanto, nio
hd muita diferenca entre a dentina primdria e a secunddria. A Gnica e grande diferenca é
morfoldgica, a curva S dos tGbulos € mais acentuada na dentina secunddria, devido a restrigto
espacial gradual dos odontoblastos, localizada na periferia e tornando-se o padrdo tubular
menos regular d medida que se deposita a dentina secunddria (Goldberg e7a/, 2011; Orchardson
e Cadden, 2001).

A dentina esclerdtica surge como resposta fisioldgica ao envelhecimento ou como resposta
a um estimulo interno devido a atri¢do severa ou a cdrie de progressdo muito lenta. Esta dentina
é caracterizada por um preenchimento dos tobulos dentindrios por um material cristalino, a
apatite ou fosfato de octacdlcio, com auséncia total de processo odontobldstico (Bleicher, 2014;
Goldberg, 2014; Goldberg e7 a/, 2011; Larmas e Sandor, 2014).

A dentina tercidria, reparadora ou reacional é um tecido duro depositado na superficie
pulpar em resposta a um estimulo externo. Estes estimulos podem ser cdrie dentdria, afrigdo,
preparagdo cavitdria, microinfiltracdo de resinas ou traumatismos. Esta dentina caracteriza-se
por ndo ter um padrio de apresentacto, isto é, pode revelar-se atubular ou com uma estrutura
tubular regular, uma vez que pode ocorrer em diferentes estddios de desenvolvimento ou de
envelhecimento. Esta dentina apresenta-se como uma camada do tipo osteodentina ou
ortodentina tubular ou atubular, na dependéncia da velocidade e da gravidade da
lesdo/traumatismo, da progressdo da reaciio e da idade do doente (Berkovitz, Holland e
Moxham, 2004; Goldberg e7a/,2011). A produgio desta matriz pode ser efetuada por duas vias.
Pelos odontoblastos preexistentes, quando ndo sto lesados ou por células mesenquimatosas,
tipo odontoblastos, que se encontram quiescentes. Estas células sto estimuladas a diferenciar-
se, quando os odontoblastos preexistentes sdo lesados, por diversos fatores sintetizados
localmente e libertados durante o processo inflamatério (Murray e/ a/, 2003), como se descreve

a diante.

42



CAPITULO |

Polpa dentdria

A polpa dentdria estd localizada dentro da cdmara pulpar e do sistema de canais
radiculares, sendo continua com o ligamento periodontal, na regido apical. Uma das suas
principais funcdes é a formacto da dentina. Embora tenha um contributo significativo no
desenvolvimento e na erupgio do drgdo dentdrio, ela permanece ativa durante toda a vida, d
medida que a dentina secunddria é formada. E capaz de responder a estimulos aplicados, tais
como processos cariosos, traumdticos ou procedimentos restauradores, com produgdo de
dentina tercidria (Trowbrigde, Kim e Suda, 2001). A polpa dentdria é um tecido conjuntivo
especializado, com uma estrutura anatémica tridimensional especifica, determinada pela sua
posictio dentro de uma cmara rigida e pelo seu papel formador de tecido duro dentindrio sobre
as paredes dessa mesma cdmara (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Goldberg, 2014; Pashley,
1996). As células diretamente responsdveis pela deposiciio/aposicio de dentina, os
odontoblastos, estdo localizados na periferia do tecido. Na regido supra-odontobldstica, zona
entre esta camada de odontoblastos e a pré-dentina, existem dois elementos capazes de detetar
estimulos externos, as terminagdes nervosas aferentes do trigémio, que forma o plexo de
Bradlaw, e as células apresentadoras de antigénios, iniciando e participando, pelo menos em
parte, na resposta. Assim, a camada de odontoblastos constitui o primeiro nivel de detecdos
pela polpa dos estimulos externos (Allard ef a/, 2006; Pashley, 1996). O restante tecido da polpa
atua como sistema de suporte a estes elementos celulares fundamentais. Imediatamente abaixo
da camada de odontoblastos aparece uma camada acelular ou de Wesi, seguida de uma zona rica
em células com uma grande quantidade de capilares e de fibras nervosas, o denominado plexo
capilar e neural subodontobldstico. 0 sistema de vasos sanguineos e de feixes nervosos,
suportados num tecido conjuntivo laxo, penetra e abandona os canais radiculares por uma
estrutura na extremidade da raiz designada foreman apical (Trowbrigde, Kim e Suda, 2001).
Estas estruturas por onde o drgdo dentdrio é vascularizado e inervado podem estar presentes
num variado ndmero com pequenos canais acessorios e respetivos foramina apicais (Andreasen,
2012; Goldberg, 2014). A variabilidade anatémica permite ainda estruturas dentdrias com vdrias

raizes e canais acessorios a nivel apical ou a nivel da furca, no caso de dentes multirradiculares.
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0 tecido pulpar é um tecido conjuntivo laxo formado por uma variedade de células dispostas
numa matriz extracelular de fibras. E constituido por dgua em cerca de 75% da sua massa e
25% de material orgdnico. A semelhanca da maioria dos tecidos conjuntivos, a matriz existe em
maior quantidade do que as células. A matriz extracelular é constituida por um conjunto versatil
de polissacdridos e proteinas secretadas pelas células do tecido e aglomeradas numa complexa
teia associada ds células. Esta matriz forma uma estrutura densa que estabiliza o tecido, que
ndio é inerte, e que tem uma fungdo esquelética minima. A matriz desempenha um papel ativo
no controlo da atividade celular, afetando o seu desenvolvimento, a migragtio, a divisto, a forma
e a fungdio (Trowbrigde, Kim e Suda, 2001). 0 colagénio é o componente predominante da matriz
extracelular e corresponde a cerca de 25 a 32% da sua massa seca. A composicdo da papila
dentdria e da polpa dentdria variam com o desenvolvimento do drgto dentdrio ao longo do
tempo, podendo mesmo variar de dente para dente (Andreasen, 2012; Berkovitz, Holland e
Moxham, 2004; Goldberg, 2014; Pashley, 1996).

0 principal componente fibroso da polpa dentdria €, como jd referido, o colagénio do tipo I,
colagénio caracteristico do 0sso, do cemento, da pele, do tenddo e da dentina. O colagénio estd
presente sob a forma de fibras distribuidas através do tecido pulpar, com cerca de 50 nm de
didmetro e muitos micrometros de comprimento, que se rednem em feixes de diferentes
espessuras. A sua disposicdo na estrutura pulpar é irregular, com excecto da periferia onde se
tornam alinhadas e paralelas a superficie da pré-dentina em formagtio. Durante os estddios
iniciais do desenvolvimento, alguns feixes organizdo-se em @ngulo reto relativamente a dentina
em desenvolvimento, contribuindo para o aspeto das fibras de Von Korffna dentina externa.
Existe, tambhém, uma grande quantidade de colagénio do tipo 11l que, embora tenha um padrdo
de estriagio semelhante ao colagénio do tipo I, difere deste. O colagénio do tipo | tem cadeias
moleculares ol e a2 e o colagénio do tipo Il contém somente cadeias do tipo al. Cerca de
56% da massa do colagénio pulpar é do tipo | e 41% do tipo IIl. O significado funcional destas
elevadas percentagens de colagénio do tipo Il é desconhecido, porém sabe-se que noutras
regides estd associado a uma remodelag@o e controlo do diimetro das fibras, mais eficaz. Para
além destes dois tipos de colagénio, encontram-se ainda presentes colagénio do tipo V e do tipo

VI (Hillmann e Geurtsen, 1997; Lukinmaa e Waltimo, 1992). Ao todo, o colagénio forma cerca de
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3 a 5% da massa himida da polpa, valor menor quando comparado com outros tecidos
conjuntivos. Microfibras de didmetro mais reduzido que o colagénio, t€ém sido, também,
detetadas. Estas sto constituidas uma glicoproteina grande que forma fibrilhas em grupos de
10 a 14 nm de diGmetro. Noutros tecidos estas estdo associadas com fibras eldsticas, mas que
esttio ausentes no tecido pulpar (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Goldberg, 2014; Pashley,
1996).

0 componente ndo fibroso da matriz extracelular é constituido por macromoléculas que
podem ser classificadas em glicosaminoglicanos, proteoglicanos e outras moléculas de adesdo.
Os glicosaminoglicanos (GAGs) sto cadeias de polissacdridos compostas por unidades de
dissacdridos que se repetem, as quais, quando ligadas covalentemente a proteinas, formam
glicoproteinas. Os GAGs presentes no tecido pulpar sdo os que aparecem mais comummente no
tecido conjuntivo laxo, e sdo eles o sulfato de condroitina, o dermatano, o heparano sulfato e o
hialurano. 0s GAGs sto moléculas volumosas e hidrofilicas que facilmente formam géis e
preenchem o espaco extracelular. Quando hidratadas, estas moléculas aumentam de volume,
podendo contribuir para a elevada pressdo do fluido tecidular pulpar. Este facto fornece suporte
mecdnico, mas tambhém permite uma circulagdo facilitada das moléculas soldveis em dgua e nas
células. O hialurano é o Gnico que ndo estd ligado a proteinas mas, para além de uma fungdo
mecdnica, desempenha um papel importante na migragdo celular, sendo entdo prevalente no
desenvolvimento. Numa polpa dentdria em desenvolvimento o sulfato de condroitina € o
principal GAG, com o hialurano menos frequente. Por outro lado, no tecido pulpar maturo o GAG
predominante e que representa 60% da massa € o hialurano, enquanto cerca de 20% da massa
corresponde a dermatano sulfato e 12% da massa a sulfato de condroitina (Pashley, 1996). Os
proteoglicanos sdo constituidos por uma porctio central de proteinas de diferentes massas
moleculares, circundada por GAGs e outros agicares. Ja alguns foram identificadas na polpa
dentdria, associados a diversas fungdes como: a decorina (ligactio ao colagénio do tipo 1), a
biglicana (efeito regulador na fibrogénese do colagénio), o versican (participagio em grandes
agregados de proteoglicanos), o sindecan (ligagdo da superficie celular a colagénio fibroso e
outras proteinas da matriz) e a tenascina (promogdo ou inibicio da adesdo celular) (Berkovitz,
Holland e Moxham, 2004; Embery ef a/, 2001; Goldberg, 2014). A fibronectina é uma
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glicoproteina da familia das integrinas, amplamente distribuida no tecido pulpar, e tem como
functio a adesdo celular, quer seja pela ligacdo das células d matriz extracelular quer seja por
ligagiio ao citoesqueleto, a regulagiio da morfologia celular, a migragdo e a diferenciagdo. A
laminina pertence @ mesma familia e estd presente nas membranas basais das células
endoteliais dos vasos sanguineos e das células de Schwann. Tem como principal fungiio a ligagto
das células epiteliais a matriz extracelular e a ligagio de algumas moléculas de sinalizacdo.
Também estto presentes nos odontoblastos, quer nos seus corpos celulares quer nos processos
odontobldsticos, embora estes, mesmo estando organizados em monocamada, ndo possuem
membrana basal (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Goldberg, 2014; Hillmann e Geurtsen,
1997; Lukinmaa e Waltimo, 1992).

As células presentes no tecido pulpar sto diversas, nomeadamente odontoblastos,
fibroblastos, células de defesa como macréfagos e células apresentadoras de antigénios e
outras células indiferenciadas. Os odontoblastos sio responsdveis pela formagto de dentina. A
formagtio e a diferenciaciio destas células serd abordada mais adiante num capitulo préprio.
Num dente maturo, os odontoblastos continuam a produzir dentina secunddria durante toda a
vida e sobrevivem enquanto o dente permanecer com vitalidade. Se o dente sofrer um
traumatismo continuo pelo aparecimento, por exemplo, de uma cdrie, a deposicdo de dentina
secunddria pode ser acelerada, mas com produgdo limitada. Os odontoblastos sendo células pés-
mitdticas, ndo se dividem e, consequentemente, quando sujeitos a um traumatismo severo
ocorre morte celular. No entanto, as células subodontobldsticas, nestas circunstncias, podem-
se dividir, diferenciar e criar uma barreira protetora de dentina tercidria (Hillmann e Geurtsen,
1997; Murray ef a/, 2003; Sasaki e Garant, 1996). 0 odontoblasto completamente diferenciado,
como se descreve na Figura 2, 6 uma célula colunar polarizada com um processo celular Gnico e
longo, que se estende dentro da pré-dentina e do tGbulo dentindrio. Este processo citoplasmatico
estd na zona distal do corpo celular e contém diversos microtdbulos longitudinais, filamentos
citoplasmdticos e vesiculas endo e exociticas. O corpo celular tem aproximadamente 50 pm de
comprimento e 5 a 10 um de largura. O nicleo estd na metade basal (pulpar) da célula em
conjunto com outros organelos envolvidos na sintese de dentina, nomeadamente o reticulo

endoplasmdtico rugoso, o aparelho de Golgi, as mitocdndrias, os grdnulos de secregio

46



CAPITULO |

especificos, os corpos densos do tipo lisossomal, os centriolos e as estruturas ciliares
proeminentes. Além do processo odontobldstico principal, existem numerosos processos
menores que ligam um odontoblasto a outros adjacentes e a outras células pulpares (Bleicher,
2014; Cooper et al, 2010; Sasaki e Garant, 1996; Unda 7 o/, 2000).

celulares (mitocondria, aparelho de Golgi, reticulo endoplasmdtico rugoso) na regido supranuclear 0 nicleo situa-se na
parte basal da célula. O processo odontobldstico principal estd situado na zona apical da célula. As células
odontobldsticas estdo dispostas em monocamanda e mantém ligagdes intercelulares do tipo desmossoma (amarelo),
fight junctions (azul) e gap junctions (verde). Também se observam algumas vesiculas e componentes do citoesqueleto.
Esquema adaptado de (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004) e de Servier.com (7his work is licensed under the Creative
Commons  Attribution 3.0  Unported  License. To view a copy of this license,  visit
http://creativecomons.org/licenses/by/3.0/).

No dente maturo, os odontoblustos formam uma camada Gnica de células ligadas d
superficie da pré-dentina por um Gnico processo celular que se estende dentro dos tibulos
dentindrios (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Murray ef a/, 2003; Sasaki e Garant, 1996). Os
odontoblastos presentes na zona corondria sdo colunares, enquanto que os que estdo na zona
radicular tm a forma cuboide. Esta camada de odontoblastos permite criar uma barreira de
controlo entre a polpa e a dentina, especialmente contra os agentes irritantes externos. A
difustio de moléculas da dentina para a polpa é dificultada pelo fluxo de fluido dentindrio que
se faz no sentido oposto, do tecido pulpar para a dentina. Estas agressoes externas quando

intensas, provocam dor devido ao movimento do fluido dentindrio dentro dos tdbulos
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dentindrios criando, consequentemente, diferencas de pressdo dentro da polpa (Bleicher, 2014).
Aintegridade desta camada de odontoblastos e a sua capacidade de se comportar como barreira
é mantida por numerosas juncdes celulares, nomeadamente a jungio do tipo mdcula
(desmossoma), a jungiio oclusiva (do inglés #jght junction) e a junglio comunicante (do inglés gap
Junction). A juncto do tipo mdcula tem um componente intercelular e um sistema intracelular de
fibrilhas de ancoragem que € responsdvel pela unido mec@nica. As jungdes oclusivas parecem
quase como uma fusdo de membranas celulares opostas, limitando a permeabilidade de acordo
com a sua proximidade. Na camada de odontoblastos estas jun¢des ndo envolvem
completamente as células, limitando apenas a permeabilidade e ndo a eliminando. As jungdes
oclusivas fornecem integridade mec@nica d camada de odontoblastos. As jun¢des comunicantes
tém um papel importante na comunicacio entre as células, em especial no sincronismo da
atividade de todos os odontoblastos da camada. Permitem, ainda, o movimento direto de
pequenas moléculas entre células adjacentes (Couve, Osorio e Schmachtenberg, 2014; Linde,
1995; Staquet ef a/, 2006; Unda e7 a/, 2000). Os odontoblastos estdo também ligados a outras
células do tecido pulpar, em especial com as células dendriticas apresentadoras de antigénio
com as quais t&m uma relagdo muito préxima. As terminagdes nervosas estdo, igualmente,
muito proximas dos processos odontobldsticos nos tGbulos dentindrios e dentro da camada de
odontoblastos. Esta intima liga¢do tem sido sugerida como justificacdo para os odontoblastos
funcionarem, eventualmente, como recetores sensitivos, enviando informacdes sobre a
superficie de dentina através de sinapses quimicas ou elétricas para as terminagdes nervosas.
Acerca das sinapses quimicas ainda ndo existe evidéncia, embora ja tenham sido encontradas
proteinas indicadoras de exocitose nos tdbulos dentindrios; mas a presenca de sinapses
elétricas é mais evidente pela atuacio das jungdes comunicantes, que se apresentam
morfologicamente semelhantes ds existentes no tecido nervoso (Berkovitz, Holland e Moxham,
2004). Os odontoblastos podem também participar na resposta pulpar inicial a diversas lesdes
assim como em estddios finais de reparaco da lesdo pulpar. Alguns estudos /n vifro referem-
nos como sendo capazes de produzir interleucina-8 (IL-8) quando em presenca de toxinas
bacterianas. A IL-8 é um quimiotdtico pré-inflamatério que participa no recrutamento de
neuvtréfilos (Cavalcanti efa/, 2011; Levin ef af, 1999).
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Os fibroblastos sto as células mais frequentes nos tecidos conjuntivos ndo mineralizados e
estto, também, presentes no tecido pulpar, ligados por juncdes do tipo aderente e do tipo
comunicante, formando uma rede de tecido laxo. A sua morfologia é muito varidvel, embora
sejam mais frequentes na sua forma estrelar, e produzem fibras extracelulares e subst@ncia
fundamental da polpa. Esta produgiio e presumivelmente o furn aver siio lentos, pelo que a sua
contribuico para a formagio de dentina € pequena. A sua funciio prende-se mais com a
renovactio da matriz extracelular, participando tanto na sua formag@o como na degradacto e
tendo, por isso, uma quantidade limitada de organelos celulares, tais como o reticulo
endoplasmdtico, o complexo de Golgi e as mitocondrias. Alguns estudos celulares demonstram
que, quando estimulados adequadamente, sto capazes de produzir tecido duro e uma variedade
de fatores de crescimento e citocinas, importantes no controlo do desenvolvimento, no
crescimento e na resposta a lesdo do tecido pulpar (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Sasaki
e Garant, 1996).

As células de defesa presentes no tecido pulpar sdo os linfocitos T e os macréfagos. Os
primeiros estdo em pequeno ndmero no tecido pulpar normal, mas aumentam no tecido pulpar
lesionado ou submetido a um estimulo nocivo. Os macréfagos estio presentes no tecido pulpar
normal, especialmente @ volta dos vasos sanguineos e da camada de odontoblastos. As células
dendriticas apresentadoras de antigénio podem, também, ser encontradas na polpa, com
distribui¢do semelhante & dos macréfagos. Tém cerca de 50 ym de comprimento e trés ou mais
processos dendriticos principais. Estas células apresentadoras de antigénio migram com o
antigénio capturado para os gdnglios linfdticos regionais e ai estimulam a atividade dos
linfécitos T ndo ativados. A resposta do tecido pulpar d lesdo é mediada pelos sistemas neuronal
e imunitdrio, havendo uma relagdo intima e uma resposta combinada entre as fibras nervosas
e as células imunocompetentes (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Jontell e a/, 1998).

Quando sujeito a um estimulo nocivo, o tecido pulpar, em especial uma camada de células
abaixo da comada de odontoblastos, tem a capacidade de produzir dentina tercidria. Esta
resposta pode dever-se a uma populactio de células mesenquimatosas primitivas pluripotenciais
que se diferencia numa variedade de tipos celulares ou, a modificaciio da atividade de células

ja existentes por alteractio da sua expressdo génica. A estrutura e as propriedades do complexo
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dentinho-pulpar estdo intimamente relacionadas com cruciais interagdes matriz-célula. A
regulacto apropriada destas interacdes determina a resposta adaptativa pulpo-dentindria e é
coordenada por importantes proteinas bioativas como os fatores de crescimento, as citocinas,
as quimiocinas e os neuropeptideos. As proteinas que modulam estas interagdes sio
coletivamente designadas por moléculas da matriz celular. Estas moléculas sto expressas em
diferentes fases durante a dentinogénese devido a propriedades quimioatrativas que chamam
células enddgenas da polpa dentdria para a zona da lesdo. A chegada destas células estimula a
formactio de dentina tercidria o que permite a remodelagio e a reparagto do tecido pulpar bem
como, o manutenctio da vitalidade pulpar. A periostina, uma dessas moléculas, influencia a
fibrinogénese do colagénio e tem um papel importante na manutencto da functo do tecido, da
sua integridade e da coesdo (Olgart, 1996; Wiesen ef a/, 2015).

A arquitetura dos vasos sanguineos da polpa dentdria é semelhante a organizactio dos seus
feixes nervosos. As arteriolas entram e as vénulas saiem da polpa dentdria pelo foremanapical
e ramificam-se por todo o sistema de canais até ao limite do tecido dentindrio, sob a forma de
capilares. Entre as células odontobldsticas existem vasos capilares que formam o plexo capilar
subodontobldstico e que ndo se prolongam pelos tGbulos dentindrios. Este plexo sanguineo
capilar é fundamental para o suprimento de oxigénio e de nutrientes durante a dentinogénese
(Bleicher, 2014; Goldberg, 2014). Os vasos linfdticos estdo igualmente presentes na polpa
dentdria. A extensa inervagdo da polpa periférica estd significativamente envolvida no controlo
do fluxo sanguineo. As paredes das arteriolas, revestidas por mdsculo liso, t€m associados
diversas terminacdes nervosas, designadas por nervi vasorum, e diversos vasos sanguineos,
designados por vasa vasorum. O neuropeptideo mais prevalente nestas terminagdes é um
peptideo relacionado com a calcitonina, cuja agdo principal € a vasodilatacto. A substancia P, o
neuropeptideo Y e a dxido nitrico sintetase tamhém estdo presentes e com uma agto semelhante
(Berkovitz, Holland e Moxham, 2004). 0 fluxo sanguineo pulpar é pulsdtil e é cerca de 20 a 60
ml/min por 100 g de tecido. Esta pulsatilidade, que traduz a grande complacéncias destes vasos
sanguineos, permite que o fluido dentindrio se mova sempre que os tdbulos dentindrios estejam

desobstruidos. Esta deslocagtio de fluidos explica a reduzida entrada de quaisquer irritantes
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pulpares durante, por exemplo, a progressio da cdrie dentdria (Andreasen, 2012; Berkovitz,
Holland e Moxham, 2004; Olgart, 1996).

A polpa dentdria tem uma inervagdo muito rica. As fibras nervosas entram na polpa
dentdria em feixes, embora exista um escasso perinervo ou epinervo. Estes feixes sdo
compostos por fibras aferentes mielinicas do tipo As (1 a 6 um de digmetro) e do tipo Ag (6 a 12
um de dimetro) e fibras do tipo C, amielinicas. Os feixes nervosos estto em associa¢io muito
préxima com os vasos sanguineos, ramificando-se por todo o sistema de canais e termina nas
regides subodontobldstica e odontobldstica, onde forma o plexo de Raschkow, ou acompanham
os processos odontobldsticos nos tbulos dentindrios (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004; Byers
e Narhi, 1999; Fried &7 a/, 2000). Os nervos aferentes, além do seu papel importante na fungdo
sensitiva, sio também fundamentais na libertagto de neuropeptideos que controlam localmente
o fluxo sanguineo. Algumas das fibras do tipo C sdo eferentes simpdticas e suprem os mdsculos
lisos das arteriolas mediando o efeito vasoconstritor pela libertacio de noradrenalina e de
neuropeptideo Y. As evidéncias de inervacto parassimpdtica do tecido pulpar s@o poucas, jd que
a acetilcolina é raramente detetada. A vasodilatagdo, como referido acima, é efetuada pela agdo
de nervos aferentes através de metabolitos locais, como o oxido nitrico. Este metabolito é
produzido apés hipoxia e consequente lesdo tecidular, sendo a molécula sinalizadora de inducto
de vasodilatagdo sob essas condi¢des (Andreasen, 2012; Bleicher, 2014; Byers e Nirhi, 1999). As
terminagdes nervosas nos tdbulos dentindrios, na zona de transigdo tecido pulpar e pré-dentina
e entre os corpos celulares dos odontoblastos, ndo sdo revestidas pelas células de Schwann
estando expostas d composicio do fluido extracelular. As altera¢des na composigiio ou na
movimentactio deste fluido afetam as propriedades das membranas dessas terminagdes,
nomeadamente através da libertacto de neuropeptideos. Existem diversos neuropeptideos no
tecido pulpar, com fungdes antagdnicas. O peptideo relacionado com a calcitonina é um potente
vasodilatador que estimula a divisdo celular de fibroblastos. Para além deste, fatores de
crescimento e recetores nervosos expressos nos tecidos que sofrem lesto, tém igualmente um
papel na quimiotaxia de leucdcitos. Relativamente aos vasoconstritores simpdticos podemos
referir a noradrenalina e o neuropeptideo Y, entre outros (Nakashima, lohara e Sugiyama,
2009).
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A dentinogénese é um processo continuo de deposicdo de matriz dentindria ao longo da
vida do dente. A formacto do tecido dentindrio tem inicio quando se atinge o estdgio de
desenvolvimento de campdnula. Nesta fase, a papila dentdria estd bem definida, juntamente
com o epitélio interno do esmalte jd diferenciado e preparado para secretar a matriz de esmalte.
No inicio da dentinogénese a papila dentdria passa a ser designada de polpa dentdria que,
embora sejo um processo continuo durante toda a vida, se subdivide em diferentes estddios: a
diferenciacdo das células formadoras de dentina - os odontoblastos; a deposi¢io da matriz
orgdnica - a pré-denting; e a mineralizacto e modificago ao longo do tempo dessa matriz (Simon
et al, 2009).

Os odontoblastos derivam de células do tecido conjuntivo embriondrio, designadas por
células ectomesenquimatosas devido a sua origem, bem estabelecida, da crista neural. As
células da crista nevral migram precocemente para formar uma populagto na regido do primeiro
arco branquial ou faringeo, formando um ectomesénquima que dd origem a todos os tecidos
conjuntivos laxos e duros crdnio-faciais (Arana-Chavez e Massa, 2004). Inicialmente, o epitélio
oral primitivo espessa-se e prolifera no ectomesénquima subjacente, sofrendo uma
condensagdo celular e estabelecendo-se a papila dentdria. Uma série de interagdes epitélio-
ectomesenquimatosas, reguladas e reciprocas, sio responsaveis pelo inicio da formacto do
dente. Quando a odontogénese comeca, embora a sinalizagGo continue, a proliferacio de células
epiteliais € um evento que ocorre nos estddios de botdo, de camp@nula e de sino. A diferenciago
dos odontoblastos comeca na extremidade das futuras cispides, mas apenas depois do germem
do dente ter atingido o estddio de sino e a forma da coroa ter sido estabelecida. As células

ectomesenquimatosas da papila dental exibem uma relagio ndcleo/citoplasma elevada,
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possuem vdrios processos curtos e contém polirribossomas relativamente abundantes, mas o
reticulo endoplasmdtico rugoso (RER), o aparelho de Golgi e as mitocndrias sdo raros. As
moléculas de sinalizactio surgem nas células epiteliais assim que iniciam a sua diferenciagio em
ameloblastos, possivelmente modificando a ldmina basal interna para induzir as células
externas pds-mitoticas da papila dentdria a se diferenciar em odontoblastos. Os odontoblastos
diferenciadores iniciam a secre¢do da dentina antes do inicio da secrectio da matriz do esmalte
pelos ameloblastos (Arana-Chavez e Massa, 2004; Nifio-Barrera, Gutiérrez e Garzén-Alvarado,
2013; Srisuwan ef al,, 2012).

As células formadoras de dentina, os odontoblastos sdo, pois, células pds-mitdticas
altamente diferenciadas, capazes de secretar componentes da matriz dentindria primdria,
secunddria e tercidria (Murray ef a/, 2003). Como jd referido, a diferenciacio morfoldgica dos
odontoblastos tem inicio nas células da papila dentdria adjacentes @ membrana basal do epitélio
interno do esmalte, logo abaixo do que virdo a ser as cspides ou os bordos incisais.
Inicialmente, estas células pré-odontobldsticas ndo tém organelos bem desenvolvidos nem uma
organizacto especifica. Modificacdes na composi¢iio da membrana basal do esmalte limitadas
no tempo, ocorrem simultaneamente com a diferenciacio dos odontoblastos. De entre elas
podemos referir a expressdo e localizagdo da laminina, os proteoglicanos contendo condroitina,
as proteinas do esmalte e a presenca de fibronectina e de decorina no polo distal das células,
bem como a presenca de fatores de crescimento como o TGF, o IGF (do inglés, /nsulin-like growth
factor) e o BMP (Melin ef a/, 2000; Srisuwan ef al, 2012; Tonomura ef a/, 2007). Sob estes
estimulos ocorre uma hipertrofia celular, com alongamento da célula, dando-lhe uma forma
cilindrica. Simultaneamente, ocorre a polarizactio celular com deslocamento do nicleo para a
parte basal, oposta ao epitélio interno do esmalte, juntamente com o aumento de tamanho dos
organelos de sintese, nomeadamente o aparelho de Golgi e o reticulo endoplasmdtico rugoso.
0 aparelho de Golgi fica na regido supranuclear, enquanto que o reticulo endoplasmdtico rugoso
ocupa a maior parte do citoplasma distal. Este alongamento e polarizagtio das células €
acompanhado por uma redistribuicdo de proteinas como a actina, a vinculina e a vimentina do
esqueleto intracelular, bem como a expressdo da nestina e da citoqueratina. Além disto,

também ocorrem alteracdes na membrana das células, como o aumento da expressdo de
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proteinas que se ligam d fibronectina. Nesta fase, muitos processos celulares pequenos iniciam
a sua formagtio em direcdo @ membrana basal do epitélio interno do esmalte. No entanto, d
medida que a diferenciagto evolui, o nimero de processos odontobldsticos reduz-se, ficando
apenas o maior. As juncdes celulares, particularmente entre odontoblastos, mas tamhém entre
odontoblastos e células pré-odontobldsticas aumentam em nimero. Estas juncdes podem ser
célula a célula, oclusivas, comunicantes ou mdcula aderente como ja referido atrds (Arana-
Chavez e Massa, 2004; Bleicher, 2014; Garant, 2003).

Dentinogénese primdria

Quando os odontoblastos estdo completamente diferenciados, comecam a secretar a sua
matriz org@nica (4-20 ym/dia), constituida por diversos elementos, nomeadamente, fibras de
colagénio, proteoglicanos, glicoproteinas e sialoproteinas, fosfoproteinas, fatores de
crescimento e lipidos (Bleicher, 2014). O elemento mais abundante da matriz dentindria é o
colagénio do tipo I, sequido pela fosfoproteina da dentina, DPP, sendo esta Gltima, juntamente
com a DSP, exclusivas do tecido dentindrio e com um papel significativo na mineralizagdo do
mesmo. As fibras de colagénio do tipo | sdo secretadas, numa fase inicial, pelo corpo do
odontoblasto e depositadas perpendiculares d futura juncdo amelodentindria (Couble ef o/,
2000; Simon ef a/, 2009; Yamamoto, Oida e Yamakoshi, 2015). Uma vez depositada a camada
inicial do manto, a dentina circumpulpar primdria é depositada num padrdo incremental regular.
Para além da deposiciio de colagénio, o processo odontobldstico secreta outras proteinas ndo
colagénicas, como a fosforina, que se lign ao colagénio em ligagdes altamente especificas com
as fibrilhas das gap junctions (Arana-Chavez e Massa, 2004; Larmas e Sandor, 2014). Apés a
formag@o do manto de dentina, o colagénio do tipo | remanescente é depositado com as fibras
paralelas a linha pulpodentindria. A deposiciio da nova matriz ocorre a um ritmo semelhante ao
da mineralizagiio, de tal forma que existe sempre uma camada n@o mineralizada, a pré-dentina
na superficie pulpar do tecido dentindrio. A mineralizacGo da dentina é um processo totalmente
dependente dos odontoblastos, e sé ocorre na sua presenca. Sao eles que controlam o fransporte

e a libertactio de ides cdlcio e determinam a presenca e a distribuicio dos componentes da
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matriz que podem iniciar e modular o processo. Assim, a mineralizacdo inicia-se com o
transporte ativo de ides cdlcio para o local da mineralizagdo, que se acumulam inicialmente na
por¢iio distal do processo e se liggm a vdrios organelos. 0 cdlcio transportado pelos
odontoblastos torna-se, na dentina, num mineral cristalino por deposicdo sob um substrato
formado por fibrilhas de colagénio do tipo I. Este processo é controlado pela proteina ndo
colagénica predominante na dentina, a DPP (Couble e o/, 2000). A DPP é anidnica pelo que se
liga facilmente ao cdlcio. Esta proteina tem a capacidade de se alterar estruturalmente, o que
permite a ligagdo crescente de ides cdlcio com formagdo, crescimento e estabilizagtio da unidade
mineralizada do tecido dentindrio. Por outro lado, em grandes concentragdes, a DPP inibe a
formagtio do cristal. Assim, através do controlo da libertagio e da concentragio da DPP, o
odontoblasto controla a fase inicial da mineralizagto assim como a taxa de deposigdo (Nifio-
Barrera, Gutiérrez e Garzén-Alvarado, 2013). Além desta proteina existem outras que
participam no processo de mineralizacdo tais como: as proteinas ndo colagenosas (do inglés
small integrin-binding ligand N-linked glycoproteins— SIBLINGs) como a osteopontina (do inglés
osteopontin - OPN), a DSP e a DMP-1; a osteonectina (do inglés osfeomectin — ON) e a
fosfoglicoproteina da matriz extracelular (do inglés matrix extracelvlar phosphoglycoprotein—
MEPE); e os proteoglicanos pequenos ricos em leucina (do inglés small levcine-rich proteoglycan
— SLRP) como o biglicano, a decorina, a fibromoduling, o lumican e a osteoaderina (Bleicher,
2014; Simon &£ a/, 2009; Yamamoto, Oida e Yamakoshi, 2015; Zurick, Qin e Bernards, 2013). A
osteonectina, é uma proteina fosforilada produzida pelo odontoblasto que inibe o crescimento
dos cristais de hidroxiapatite e que promove a ligagiio do cdlcio e do fosfato ao colagénio. A
osteopontina é também uma proteina fosforiluda capaz de promover a formagdo mineral na
dentina, tal como a sialoproteina presente no processo inicial de mineralizagio da denting, e na
dentina peritubular (Arana-Chavez e Massa, 2004; Couble ef o/, 2000; Nifio-Barrera, Gutiérrez
e Garzén-Alvarado, 2013; Smith ef a/, 2012). Existem, ainda, outros processos envolvidos na
fase inicial do mineralizagdo como a nucleagiio mediada pela DPP sobre as fibrilhas colagénicas.
A medida que o processo odontobldstico se retrai, alguns restos celulares permanecem
localmente e formam*“vesiculas matriciais”, nas quais se forma o manto de dentina. Além disso,

ocorre no seu interior a formagio de organelos cuja membrana contem vdrias enzimas,
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nomeadamente a fosfatase alcalina (do inglés alkaline phosphatase — ALP). Esta enzima, em
particular, eleva a concentragiio de ides fosfato dentro da vesicula, o que leva d formagiio de
cristais minerais. Estas estruturas cristalinas apenas estdo presentes, muito precocemente na
formag@o do manto de dentina. A deposiciio da matriz e a mineralizagdo ocorrem continuamente
havendo, na frente de mineralizac¢io, padrdes irregulares, em especial dreas onde @
mineralizag@io progride de uma forma linear, outras em forma de esferas (calcosferritos) que
eventualmente se fundem, enquanto outras mostram uma combinactio das duas. Os vdrios
padrdes de mineralizag@io sdo comuns em toda a dentina (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004;
Bleicher, 2014; Larmas e Sandor, 2014).

Dentinogénese secunddria ou fisioldgica

Apés a secreciio da maior parte da dentina circumpulpal durante a dentinogénese primdria,
a secrecdo da dentina secunddria fisioldgica continua a uma taxa muito mais lenta (cerca de
0,4 um/dia) durante a vida bioldgica do dente (Smith e a/, 2012).

A formagiio de dentina secunddria fisioldgica leva a uma lenta reductio no tamanho da
cdmara de polpa, d medida que a matriz é depositada circumpulparmente (Bleicher, 2014). Esta
reductio da taxa de dentinogénese deve-se a uma diminvicio da atividade odontobldstica que
se reflete, também, na aparéncia das células (Pashley, 1996). Varios estudos morfoldgicos
indicam alteracdes na célula odontobldstica, que incluem o encurtamento do corpo celular e a
diminuiciio no ndmero de organelas responsdveis pela sintese e pela secre¢do da célula. No
entanto, os odontoblastos pds-mitéticos originais, responsdveis pela dentinogénese primdria,
sobrevivem durante a vida do dente, a menos que sejam sujeitos a traumas. Essencialmente, a
célula entra em estado de repouso apds a dentinogénese primdria e a formagtio limitada de
dentina secunddria ao longo de vdrias décadas, representa o nivel basal de atividade destes
odontoblastos em estado quiescente (Bleicher, 2014; Franquin ef a/, 1998; Simon &7 a/, 2009).
Estudos recentes referem que os odontoblastos de dentes permanentes desenvolvem um
sistema autofdgico-lisossomal, com fungdes de furmover e de degraducio de componentes

celulares, sendo responsdvel pela organizagto do normal funcionamento destas células durante

59



INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

décadas. A reductio desta atividade autofdgica, em dentes envelhecidos, estd associada a uma
progressiva acumulag@o de grdnulos de lipofuscina e podem comprometer a sobrevivéncia dos
odontoblastos (Franquin et a/, 1998; Smith ef a/, 2012). Para alguns autores, a formagdo
completa da raiz é o ponto em que termina a formacto de dentina primdria (Bleicher, 2014;
Goldberg e a/, 2011) e se inicia a formag@o de dentina secunddria, enquanto que para outros
esta transigdo ocorre quando se inicia a erupgtio do dente (Smith ef a/, 2012; Tziafas, 1994;
Tziafas, Smith e Lesot, 2000). Até agora, o ponto absoluto em que a atividade dos odontoblastos
se modifica, refletindo a transicdo da secrecio de dentina primdria para secunddria, estd
indefinido. Sem alteragdes fenotipicas é dificil delimitar, no espago e no tempo, os dois tipos de
dentinogénese, que até poderdo ocorrer concomitantemente no mesmo dente, dependendo do

estadio de desenvolvimento (Simon ef a/, 2009).

Dentinogénese tercidria ou reparativa

Dependendo da resiliéncia do orgdo pulpar e da severidade da lesto, a polpa dentdria pode
entrar num processo de necrose ou num processo de resposta defensiva. Esta reagio defensiva
a estimulos nocivos pode ter varios mecanismos, nomeadamente através da precipitacto de
calcificacdes intrapulpares, da deposicio de dentina peritubular com formacto de dentina
tercidria, ou da redugio da permeabilidade da dentina pré-existente (Sungwan ef a/, 2013). A
forma mais frequente do complexo dentino-pulpar responder a traumatismo ou a lesdo (cdrie,
atri¢tio, erosdo, materiais de restauracto dentdria, entre outras) é através da formag@o de uma
barreira de tecido mineralizado. Esta resposta caracteriza-se pela deposicdo focal, sob a lesdo,
de uma matriz dentindria tercidria, que tem como objetivo fundamental criar uma barreira entre
0 local da lesdo e as células pulpares. A matriz dentindria tercidria pode ter estrutura tubular
varidvel o que, de certo, influenciard a permeabilidade dentindria nesta regido. Estas
propriedades da barreira do matriz de dentina tercidria sdo fundamentais tanto para a protegio
da vitalidade pulpar como para a obtencio de uma base mais sélida de tecido duro que é

importante para subsequente restauracio do tecido lesado. Podemos, assim, dizer que a
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natureza das respostas dentinogénicas tercidrias pode ser importante na determinago das
propriedades da nova matriz (Murray ef a/, 2003; Tziafas, 1994, 1995).

A dentinogénese reacional resulta das atividades dos odontoblastos pds-mitdticos,
responsdveis pela formagdo da dentina primdria, pelo que pode ser considerada como uma
extensdo da dentinogénese fisioldgica. No entanto, € uma resposta patoldgica a uma lesto e,
como tal, deve ser considerada distinta das dentinogéneses primdria e secunddria. Representa
uma regulacio positiva das atividades de sintese e de secre¢io dos odontoblastos a partir de
um estado relativamente latente durante a dentinogénese fisiologica (Couve, Osorio e
Schmachtenberg, 2014; Sangwan e7 a/, 2013; Smith e a/, 1995). A possibilidade de regeneragio
do tecido pulpar é restrita devido, ndo s6 & disposi¢do anatémica da cdmara pulpar, como ao
reduzido suprimento sanguineo colateral da polpa dentdria que prejudica a capacidade do
sistema imunoldgico de combater as infecdes (Cooper ef o/, 2010; Couve, Osorio e
Schmachtenberg, 2014). Além disso, os odontoblastos s@o células pds-mitéticas que tém
capacidade de proliferag@o nula ou muito limitada (Demarco e74/,2011). No caso de lesdo ligeira
do tecido dentdrio, os odontoblastos responsdveis pela secrecio primdria da dentina
frequentemente sobrevivem e sdo estimulados a secretar uma matriz dentindria reacional, na
interface polpa-dentina sob o local da les@o. Uma vez que os odontoblastos primdrios originais
siio responsdveis por esta secre¢dio matricial, haverd continuidade tubular e comunicagdo com
a matriz dentindria primdria, formando-se um tecido designado de ortodentina (Pashley, 1996;
Smith e7a/,2012,2012).

Em contraste com a resposta formadora de dentina reacional, a dentinogénese reparadora
representa uma sequéncia mais complexa de processos hioldgicos como se observa na Figura
3. Antes da regulagdo positiva da secretio da matriz, a migracto e a diferenciactio das células
progenitoras pulpares, as stem cells, deve ocorrer para dar origem a uma nova geragdo de
células tipo odontoblastos (Linde e Goldberg, 1993; Simon ef o/, 2009; Tziafas, 1994).
Concomitantemente, ocorre uma série de reagdes de cicatrizagio no tecido conjuntivo pulpar,
acompanhada de uma reagdo inflamatéria generalizada.

Quando as lesdes sto mais graves, os odontoblastos imediatamente abaixo da lesdo podem

morrer. Tanto o trauma como a infe¢do hacteriana podem levar a libertagio de neuropeptideos
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e ao aumento da permeabilidade capilar, donde resulta a producio de transudato que se
acumula entre a camada de odontoblastos e a pré-dentina o que, por sua vez, pode levar d
rutura dos complexos juncionais inter-odontobldsticos (Embery ef o/, 2001). A libertagdo de
mediadores inflamatérios e de citocinas pode contribuir para o processo de cicatrizagiio do
tecido pulpar ou para reagdes inflamatérias mais generalizadas através do aumento da
permeabilidade vascular e da pressdo tecidual no ambiente pulpo-dentindrio (Cooper ef al,
2010; Murray ef al, 2003). Estes fatores de crescimento podem ser libertados devido ao
ambiente acidico provocado pela lesio de cdrie. Se as condi¢des adequadas prevalecerem
dentro do tecido pulpar, as células progenitoras sto estimuladas a diferenciar-se numa nova
geracto de células semelhantes a odontoblastos e a secretar uma matriz reparadora da dentina
(designada de osteodentina) (About, 2011; Cooper & a/, 2010; Ranly et a/, 1997). Esta nova
matriz implica descontinvidade na estrutura tubular, com subsequente reducio da
permeabilidade dentindria. Podem ser observadas respostas ndo-especificas que levam a
deposicto de fibrodinina ou matriz osteotipica atubular, mas ndo representam uma indugdo
verdadeira de dentinogénese reparadora (Bleicher, 2014). A morte de alguns odontoblastos e a
sobrevivéncia de outros pode levar d formagdo de uma matriz dentdria tercidria reacional
menos organizada e mineralizada, com menor densidade tubular e com apenas parte das
propriedades de permeabilidade da dentina primdria (Demarco e o/, 2011). Esta modificagtio
da permeabilidade é fundamental pois condiciona alteracto da difusdo que, em conjunto com a
da capilaridade, pode permitir que subst@ncias toxicas atinjam a polpa, através da matriz
dentindria e dos tGbulos dentindrios, que podem atuar como irritantes se a concentragto atingir
um limiar inflamatério (Cooper ef af, 2010; Smith ef a/, 2012, 2012). A concentragio de
substincias que se difundem através da dentina para o tecido pulpar depende, em parte, da
taxa de remogdo das toxinas através da circulagtio pulpar e do coeficiente de filtracio da dentina
(Tziafas, Smith e Lesot, 2000). Tendo em conta a composicio e o arranjo morfoldgico, a
permeabilidade da matriz de dentina, secretada apds a lesto, pode ser muito importante no

comportamento clinico dos tecidos.
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®
Figura 3: Esquema ilustrativo dos diferentes processos\biolégicos que ocorrem na dentinogénese reparadora. O limite
externo do tecido pulpar, isto €, a transi¢do com o tecido duro dentindrio, é formado por uma monocamada de células
com forma tubular e com diversas ligngdes celulares, a camada odontobldstica (1). O interior da polpa dentdria (2) é
composto por um tecido de sustentagio complexo com diversos tipos de células e um plexo vasculo-nervoso. Quando
ocorre um traumatismo no tecido pulpar, com perda da integridade da camada externa, é desencadeada uma cascata
de processos no sentido da reparagiio desta lesdo, designada por dentinogénese reparativa ou reparadora. Células
indiferenciadas (s fem cells) (a) presentes no interior do tecido pulpar sdo estimuladas por diversos fatores, ocorrendo
migragdo (b) e diferenciacto (c) até células tipo-odontoblasto. As células tipo-odontoblasto diferenciadas substituem os
odontoblastos lesados na zona onde ocorreu o traumatismo (d). Simultaneamente, ocorrem reacdes de cicatrizagio no
tecido conjuntivo pulpar através dos fibroblastos pulpares (3), de diversas células nervosas (4) e de alteragdes
vasculares arteriais e venosas (5). Adaptado de (Tziafas, Smith e Lesot, 2000) e de Servier.com (7his work is licensed
under the Creative C(ommons Affribution 3.0 Unported License. To view a copy of this license, visit
http://creativecomons.org/licenses/by/3.0/).

Tem sido sugerido que, em termos clinicos, um dos objetivos principais de uma protecto pulpar
direta deve ser a redugiio da permeabilidade dentindria como ocorre na dentina em resposta @
les@o. Embora a manutenctio da arquitetura normal dos tecidos tubulares possa ser considerada
uma caracteristica importante de qualquer estratégia de reparagdo tecidual, isto nio se justifica
quando existe o risco de lesoes teciduais resultantes da difusdo tubular de agentes nocivos.
Foram descritos trés padrdes de reacio da dentina que se traduzem na redugio da
permeabilidade. Estes padrdes sdo a aposicdo de dentina peritubular, a precipitacdo de cristais

intratubulares e a formacto de dentina reativa menos permedvel. 0 objetivo de qualquer
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estratégia terap@utica deverd ter em conta estes padrdes (Bleicher, 2014; Demarco e/ a/, 2011;
Ranly et al, 1997).

0 processo da dentinogénese nas suas diversas vertentes, quer fisioldgicas, quer
patoldgicas foi descrito atrds numa perspectiva macroscdpica, isto €, baseado na composigio e
nas propriedades estruturais do tecido dentindrio. No entanto, este tecido é uma matriz
bioativa, onde moléculas bioativas interagem nas diversas etapas da formagto e reparacto do
tecido dentindrio. Assim, é fundamental compreender as suas potenciais a¢des nas células do
complexo dentino-pulpar, para que o seu potencial seja explorado clinicamente. Entre estas
biomoléculas, existem as proteinas especificas da dentina produzidas pelos os odontoblastos,
como a DSP e a DPP. Estas sio codificadas por um Gnico gene conhecido como J5PP(do inglés,
dentin sialophosphoprotein gene). A expressto deste gene estd associada a dentinogénese e
ocorre apds a formagio de uma matriz colagénica de pré-dentina. A DSP e a DPP sto produzidas
abundantemente pelos odontoblastos e em niveis muito baixos noutros tecidos, tais como 0 0sso
e o rim. A DMP-1, outra proteina especifica da dentina, foi descrita como reguladora da sua
mineralizagtio, semelhante a DSP e a DPP (Butler, 1995). O gene codificador da DMP-1 também
desempenha um papel regulador na organizacio da matriz colagénica e pode funcionar como
um sinalizador. Portanto, a regulacdo positiva de DSP e DMP-1 é considerada indicativa de
odontoblastos maduros (Butler, 1998; Smith e7a/, 2012; Tziafas, Smith e Lesot, 2000; Yamamoto,
Oida e Yamakoshi, 2015). Também o gene ALP(do inglés, alkaline phosphatase gene) é um
marcador conhecido para a dete¢do de diferencas osteogénicas das células. Assim, na
diferenciactio de células em linhagem osteogénica, a sua expressio estd aumentada. Além
disso, a ALP é também uma ectoenzima envolvida na degradagtio do pirofosfato inorgdnico, com
0 objetivo de libertar fosfato, na fase de citodiferenciagto, para a mineralizagdo. Portanto, € um
marcador bioldgico para o furmoverdsseo. Considera-se que a ALP desempenha um papel chave
na mineralizacdo da dentina reparadora e o colagénio do tipo | é o coldgeno predominante na
dentina que fornece estrutura para a deposicto inorgdnica (Hillmann e Geurtsen, 1997). A ALP e
0 colagénio do tipo | sdo marcadores proteicos do desenvolvimento precoce do odontoblasto
pois estdo associados a uma atividade intensa da célula. Existem outros marcadores proteicos

de desenvolvimento tardio, como a osteocalcina (do inglés osfeacalcin - 0CN) que é indicadora
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da entrada das células em fase quiescente. A OCN é uma proteina nio colagenosa, encontrada
principalmente no osso e na dentina que desempenha um papel regulador na mineralizagdo do
tecido duro e na homeostase do ido cdlcio. A produco de OCN é restrita a células que tém uma
capacidade mineralizadora, incluindo os osteoblastos, os odontoblastos e os cementoblastos e
é vista como um indicador da finalizacdo da regeneraco de tecidos duros (Ranly e#a/, 1997). A
OPN é um dcido sidlico multifuncional, rico em glicoproteina fosforilada altamente expressa no
0sso, no tecido dentdrio e em vdrios locais de calcificagdo patoldgica de tecidos moles. A OPN é
um marcador intermedidrio importante, relacionado tanto com a formago dssea como com a
reabsorgtio (Butler e Ritchie, 1995; Li e a/, 2011; Shimazu, Nanci e Aoba, 2002). Além disso, a
OPN contém a sequéncia de arginina-glicosina-aspartato de ligagdo a integrina, mediando assim
a interagtio célula-matriz de modo a induzir aderéncia, migragdo e citodiferenciagdo (Butler e
Ritchie, 1995; Rathinam e7a/,2015). Também a expressio do gene Runx2(do inglés runt-related
franscription factor 2 gene) é necessdria para o desenvolvimento dos dentes, especialmente
para a diferenciagdo dos odontoblastos, mas com uma expressdo inversa dependente do tempo.
A Runx2 determina a linhagem dos osteoblastos e dos odontoblastos das células
mesenquimatosas. Assim, a producto de Runx2 aumenta durante a maturagio de células dsseas,
isto é, na diferenciagdo de células pré-osteobldsticas para osteoblastos e depois para ostedcitos
(Semeghini e7al,2012). No entanto, o seu padrdo de produgdo é diferente nas células dentdrias,
aumentando tanto nos pré-odontoblastos como nos odontoblastos imaturos, mas diminvindo
durante o fase de diferenciacio final. Também a familia do fator de crescimento de
transformago [ desempenha um papel fundamental na regulagio de uma ampla gama de
respostas celulares, incluindo o crescimento celular e a diferenciacdo (Camps ef a/, 2002; Li ef
al, 2011; Magloire ¢ a/, 2001). 0s membros desta familia incluem o TGF-B1, o TGF-B2, o TGF-
B3, as ativinas, as BMPs e outros fatores relacionados que regulam a proliferacio e a
diferenciacto celular, a alteracdo epitélio-mesenquima e a maturidade embriondria (Smith &7
o/, 1995). 0 TGF-B1 é uma citocina multifuncional que pode induzir a diferenciagio das células
mesenquimatosas em relagio o fendtipo dos osteoblastos (About, 2011; Smith et o/, 2012;
Smith e Lesot, 2001; Tziafas, Smith e Lesot, 2000). Deve ser mantido um equilibrio entre a

promogdo e a mineralizaciio no tecido duro, a dentina, e no tecido mole dos dentes, a polpa
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dentdria, em condi¢des normais ou patoldgicas. Muitos estudos tém-se concentrado nos
reguladores positivos da mineralizagio da dentina, e pouca investigagdo existe acerca dos
(Magloire e a/, 2001; Rathinam ef a/, 2015).

As biomoléculas, atrds referidas, tém um papel fundamental na resposta imunitdria ao
trauma e a infe¢iio do complexo dentino-pulpar associadas a outros processos, especialmente
neuronais. Durante a infectio por cdrie dentdria, a polpa desenvolve uma resposta imune ds
bactérias orais que penetram nos tecidos duros dentdrios periféricos, como o esmalte e dentina.
Devido a sua situactio, os odontoblastos sto as primeiras células que os agentes patogénicos
orais, essencialmente bactérias gram-positivas como o Streptococcus, o Lactobacilus e o
Actinomyces, encontram (Poggio ef a/, 2014). No entanto, a progressio da doenga induz uma
alteragdo no perfil bacteriano, com diminuicdo da propor¢do de bactérias aerébias gram-
positivas e aumento de bactérias anaerdbias gram-negativas, principalmente a Fusobacterivm,
a Prevotellae a Tannerella(Cooper efal,2010; Couve, Osorio e Schmachtenberg, 2014). O fator
de necrose tumoral o (TNF-ou do inglés fumor necrose factor alfha) é produzido principalmente
por fagdcitos mononucleares com o objetivo de estimular os neutréfilos e recrutar mondcitos
para o local da infectio, ativando-os para erradicar os microorganismos. Nas lesdes apicais, o
TNF-a., a interleucina (do inglés /nterlevkine - IL) -1-a, a IL-1-b, o TNF-3, a IL-6 e a IL-11 atuam
na reabsorgio dssea e constituem, coletivamente, o fator de ativacio osteocldstica (Cavalcanti
et al, 2011; Pereira ef al, 2009). A 1L-8 é expressa maioritariamente pelos odontoblastos
(Magloire ef a/, 2001; Smith e Lesot, 2001; Smith e7 a/, 2001, 2012). Os odontoblastos estdo
infimamente relacionados com a cadeia neuronal, designado de plexo de Raschkow, uma vez
que o complexo pulpo-dentindrio e os odontoblastos t€m origem nas células da crista cranio-
neuronal. Assim, é obvio que a producio dos neuropeptideos e dos fatores neurofréficos €
efetuada nos odontoblastos e tém implicacdes na sua fungdio (Byers e Narhi, 1999; Olgart, 1996).
De facto, recentemente alguns autores referem a contribuicdo da resposta neuro-inflamatéria
para a defesa tecidular da polpa durante o trauma ou a infecio (Couve, Osorio e
Schmachtenberg, 2014; Murray et a/, 2003; Smith e7 a/, 2012). A sinalizagtio molecular mediada

pelos neurdnios simpdticos é importante para a vaso-regulactio e o recrutamento de células do
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sistema imunitdrio. A inervago do 6rgdo dentdrio participa diretamente na resposta imune
inata durante o processo designado por inflamacto neurogénica. Consequentemente, os nervos
aferentes respondem aos antigénios bacterianos pela libertagio de neuropeptideos, o que
sequentemente, recruta e ativa as células do sistema imune, devido @ presenca de recetores
superficiais para estes neuropeptideos (Couve, Osorio e Schmachtenberg, 2014; Smith et a/,
2012). Os odontoblastos estdo envolvidos na detecto rdpida destes patogénios, através de
recetores de reconhecimento. Estes recetores de sinalizagio podem ser divididos em trés
classes que incluem os recetores TLRs (do ingl€s 7a/-/ike receptors), os recetores RLRs (do inglés
RIG-I-like receptors) e os recetores NLRs (do inglés NOD-like receptors). Os TLRs, bem como os
NLRs reconhecem uma grande variedade de moléculas associadas a patogénios PAMPs (do inglés
pathogen-associated molecular pattern). Os TLRs sto recetores ligados @ membrana celular ou
endossomal, enquanto que os NLRs sdo citosélicos. Assim, os NLRs representam uma segunda
linha de defesa contra patogénios que evitam a superficie celular ou PRR endociticos (do inglés
pattern recognition receptors) (Bleicher, 2014; Cooper ef a/, 2010; Couve, Osorio e
Schmachtenberg, 2014).

Como jd foi referido, a polpa dentdria contém células progenitoras que podem proliferar e
diferenciar-se em células do tipo-odontoblasto, e podem substituir os odontoblastos apés uma
lesio de cdrie ou procedimentos operatérios. Tem sido sugerido que os componentes
morfogénicos libertados da matriz dentindria tém um papel importante na proliferactio e na
diferenciactio das sfem cells em células do tipo odontoblasto (Salehi ef o/, 2016). Estudos
recentes revelam que a dentina tratada com alguns materiais, nomeadamente sistemas de
adesdo, hidrdxido de cdlcio ou agregados trioxidos minerais, solubilizam a dentina e libertam
vdrias moléculas potencialmente bioativas, como fatores de crescimento, formadas e
sequestradas do interior da dentina. Estas moléculas tém a capacidade de promover a
diferenciacdo das células progenitoras em células do tipo-odontoblasto que secretam uma
matriz extracelular para a formagto de um novo tecido mineralizado, o que permite o
estabelecimento de ligacdes entre a hidroxiapatite, como jd foi descrito atrds (Ferracane, Cooper
e Smith, 2010; Salehi et a/, 2016; Smith ef al, 2012).
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A exposi¢io do tecido pulpar oo meio ambiente externo ocorre, como se encontra
esquematizado na Figura 4, quer por iatrogenia, via instrumentagdo, quer por cdrie profunda ou

traumatismo dentdrio.

Figura 4: Causas da exposiciio do tecido pulpar ao meio ambiente externo e protecio do tecido pulpar exposto. A —
Exposictio pulpar causada por instrumentos de forma iatrogénica; B — Exposigdio pulpar causada por lesdo cariosa; € —
Exposicdo pulpar causada por traumatismo com fratura corondria; D — Protecto pulpar direta do tecido exposto com
biomaterial, junto d zona du polpa dentdria lesada, e reparagto da restante estrutura dentdria perdida com um material
restaurador. Esquema adaptado de Servier.com (7h/s work is licensed under the Creative Commons Attribution 3.0
Unported License. To view a copy of this license, visithttp://creativecomons.org/licenses/by/3.0/).

A polpa dentdria possui um potencial natural de reparacto tecidual, o que leva d formagdio
de dentina reparadora. Tem sido bem documentado que a polpa dentdria possui a capacidade
de formar uma barreira de tecido duro (ponte dentindria) apds o revestimento direto da polpa
ou pulpotomia. Durante a dentinogénese reparadora, os odontoblastos originais, no local de

exposico, sdo destruidos e substituidos por células do tipo odontoblastos recém-diferenciadas.
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Como jd descrito, a cicatrizagtio do tecido pulpar envolve a migractio de células estaminais ou
progenitoras para o local lesado e a subsequente proliferacto e diferenciagdo em células tipo
odontoblastos. A dentinogénese reparadora €, muitas vezes, iniciada pela formagto de uma
matriz de fibrodentina atubular e/ou irregular que estd associada a células cabicas (Berkovitz,
Holland e Moxham, 2004). A formacio de uma matriz do tipo dentina tubular, por células
alongadas e polarizadas tipo odontoblastos, ocorre mais tarde. Durante o desenvolvimento
dentdrio, a diferenciactio odontobldstica é controlada por interacdes epitélio-mesenquimatosas
mediadas por membranas basais especificas, como referido atrds. A fibronecting, uma
glicoproteina da matriz extracelular encontrada em associagio com a membrana basal dentdria,
parece desempenhar um papel crucial na diferenciagto terminal dos odontoblastos (Ferracane,
Cooper e Smith, 2010; Goldberg, 2014; Song ef a/, 2017). Por outro lado, durante a
dentinogénese reparadora, quando a membrana basal ou o epitélio dentdrio estd ausente, a
adesdo de células progenitoras a uma superficie apropriada pode ser um requisito critico para
a diferenciacdo de células formadoras de tecido duro (Akhlaghi e Khademi, 2015; Poggio 7 a/,
2014). Quando um hiomaterial é aplicado no tecido pulpar exposto, uma camada de calcificagto
distréfica associada @ degeneragtio celular, pode ser a superficie a qual as células se ligam e
onde, subsequentemente, se diferenciam em células semelhantes a odontoblastos. Este
processo é mediado pela fibronectina depositada nesta camada, estruturalmente compardvel a
membrana basal. A forma¢io da matriz dentindria tipo tubular é precedida pela deposicio de
fibrodinina que contém fibronectina. A fibrodentina pode ser compardvel d dentina do manto,
observada nos dentes em desenvolvimento, e tem sido sugerido como fundamental o papel que
desempenha na diferenciagdo final dos odontoblastos (Bae efa/, 2012; Goldberg e Septier, 2002;
Song et al, 2017; Tziafas, Smith e Lesot, 2000). Recentemente, demonstrou-se que os ides de
cdlcio libertados do hidréxido de cdlcio sdo capazes de estimular a expressdo do gene da
fibronectina em células da polpa dentdria. Durante a dentinogénese reparadora, apds a
reparacto da zona exposta, foram detetadas no local de exposictio e na matriz fibrosa, a
sialoproteina dssea (do inglés home sialoprotein — BSP) e OPN, enquanto as células tipo
odontoblasto demonstraram expressar a sialoproteina da dentina (Okiji e Yoshiba, 2009). A

sialoproteina dssea e a osteopontina sdo sugeridas como fundamentais para controlar o
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processo de mineralizaco. Estas proteinas nio colagénias podem estar associadas com a
camada calcificada inicialmente formada por baixo da zona necrética superficial. Além disso, a
OPN estd implicada em diversos eventos bioldgicos, como diversos processos de cicatrizagdo. A
expressdo do gene JPN em células do tecido pulpar dentdrio é estimulada pela fibronectina
(Goldberg ef @/, 2003; Shimazu, Nanci e Aoba, 2002). O aparecimento da fibronectina e da OPN
no local de exposiciio da polpa sugere o seu papel na migragiio das células progenitoras e na
sua diferenciactio em células tipo odontoblastos, durante a dentinogénese reparadora (Okiji e
Yoshiba, 2009). 0 TGF-B e outros membros desta familia de fatores de crescimento, t€m sido
implicados no desenvolvimento do drgdo dentdrio e na reparacio do tecido dentdrio, como
referido atrds. As isoformas de TGF-B3 e seus recetores foram identificados em odontoblastos
de dentes sauddveis e cariados e, o recetor do tipo | de TGF-[3 foi identificado em protecdes
pulpares em modelo animal (Dammaschke e a/, 2010; Srisuwan ef a/, 2012). Foi demonstrado
que o TGF-B1 se liga & fibronectina imobilizada (Butler, 1995; Li ef a/, 2011). Matrizes
extracelulares, como proteoglicanos, t€m sido sugeridas para se ligarem a muitos fatores de
crescimento e, assim, modular as suas atividades. Durante os processos reparadores, a matriz
rica em fibronectina serve como um reservatdrio de fatores de crescimento, hem como de
substrato para a migracio e ligacdo das células (Embery ef o/, 2001). Estes fatores de
crescimento incluindo o TGF-3 e outras moléculas indutivas, expressas no tecido pulpar, podem
estar envolvidos na diferenciaco celular das células tipo-odontoblasto (Larmas e Sdndor, 2014;
Smith e a/, 2001, 1995).

A protectio pulpar direta consiste na aplicaciio de materiais biocompativeis e bioindutores
na zona de exposicto do tecido, com vista a selar a comunicagio, numa tentativa de atuar como
barreira, e ao mesmo tempo proteger o complexo pulpar e, consequentemente, preservar a sua
vitalidade. As caracteristicas fundamentais destes materiais sdo a sua biocompatibilidade que
inclui a capacidade antibacteriana e propriedades indutoras de cicatrizagtio tecidual; a sua
citocompatibilidade; e a sua capacidade seladora da lesdo (Poggio e a/, 2014, 2014). Vdrios
autores referem que a indugtio da formag@o de tecido mineralizado pelas células pulpares € a
principal functio do biomaterial utilizado para este tipo de terap@utica (Poggio ef a/, 2014). 0

objetivo de uma terap@utica regenerativa de protecio pulpar direta é a inducto da diferenciagtio
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de células tipo-odontoblasto e, consequentemente, a formacdo de dentina tercidria na drea de
exposicdo com reorganizacdo da estrutura tecidular. Como jd descrito, e na dependéncia do grau
de gravidade da lesdo, os defeitos dentindrios sto repardveis pela regulacio da atividade
biossintética dos odontoblastos primdrios (formacto de dentina reaccional) e/ou pela formagio
de osteodentina (formagdo de dentina tercidria ou reparadora). Existem caracteristicas que sto
comuns @ maioria dos biomateriais indicados para terap@uticas de prevengio da vitalidade do
tecido pulpar e que sdo indutoras de dentina reparadora. Entre estas caracteristicas incluem-se
o elevado pH, a atividade antimicrobiana e a libertagtio de ides de cdlcio. 0 ambiente alcalino é
conhecido por promover a diferenciacio osteogénica e a formagio de tecido 6sseo.
Inversamente, demonstra-se que em ambiente dcido esta formag@o estd comprometida (Shie ef
al, 2009). A fosfatase alcalina, uma enzima importante na inicia¢io do processo de
mineralizagio, permite 0 aumento da concentragdo local de fosfato inorg@nico, num pH alcalino
(0’Connor ef al, 2008). Outras caracteristicas comuns sdo a atividade antimicrobiana, pela
libertagdo dos ides hidroxilo que lesam a membrana citoplasmdtica das bactérias e pela
libertacto de ides de cdlcio que sdo osteoindutores, estimulando a diferenciacto de células
progenitoras em células diferenciadas, por aumento da expressdo de determinadas proteinas
(Atari et al, 2012; Chang ef al, 2014; Nozaki ef a/, 2005). Alguns materiais tém sido utilizados
ao longo dos tempos nesta terap@utica, nomeadamente o hidroxido de cdlcio e, mais
recentemente, os agregados tridxidos minerais.

0 hidréxido de cdlcio é o agente mais popular para protecdes pulpares diretas e indiretas
e para a manutengdo da vitalidade pulpar, devido & sua capacidade de libertar ides hidroxilo
(OH) e de cdlcio (CaZ*) apés a sua dissolugdo. Este biomaterial é o mais estudado e documentado
em vdrios estudos celulares, animais e clinicos e apresenta resultados satisfatdrios com taxas
de sucesso que podem ir até aos 80%, pelo que é considerado como go/d standard (Farhad e
Mohammadi, 2005; Poggio ef o/, 2014; Sangwan et a/, 2013). No entanto, tem algumas
desvantagens como a fraca adesio a dentina, a alta solubilidade e a instabilidude mec@nica e,
consequentemente, a dissolugdo do material com formag@o de pontes dentindrias com maltiplos
defeitos em tinel. Além disso, a formacto de dentina reparadora induzida por este material,

poderd ndo se dever a sua capacidade bioindutora, mas sim ao mecanismo de defesa do
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complexo pulpar perante um material de natureza irritativa. O elevado pH do hidréxido de cdlcio
causa necrose por coagulagio da camada celular superficial com formagio de uma camada
necrotica na interface tecido pulpar-biomaterial (Akhlaghi e Khademi, 2015; Farhad e
Mohammadi, 2005; Gandolfi e/ a/, 2015).

Os agregados tridxidos minerais promovem a proliferaco e a diferenciagio das células
pulpares e demonstram atividade na condutibilidade e na formagdo de tecido mineralizado,
aquando do desenvolvimento da ponte dentindria apds uma exposicio pulpar. Em comparagtio
com os materiais d base de hidrdxido de cdlcio, os agregados trioxidos minerais induzem menor
inflamag@o do tecido pulpar e limitam a necrose celular (Lin &7 a/, 2011; Poggio ef a/, 2014).

Recentemente, tém sido estudadas e desenvolvidas alternativas aos biomateriais
anteriores, em especial aos agregados trioxidos minerais, numa tentativa de melhorar algumas
das suas carateristicas, tais como a manipulagio e de tempos de trabalho e de presa. Surgiram,
entdo, os silicatos de cdlcio, que se caracterizam por serem hidréxido de cdlcio em solugdo e
quando em contato com os tecidos forma-se hidroxiapatite (Akhlaghi e Khademi, 2015; Darvell
e Wu, 2011; Song ef a/, 2015). Alguns estudos referem, também, resultados promissores com
moléculas bioativas ndo especificas para odontoblastos ou para células pulpares, como por
exemplo o odontfogenic ameloblust-associated protein, em protecdes pulpares diretas
(Ferracane, Cooper e Smith, 2010; Song e7 a/, 2015, 2017; Yang ef a/, 2010).

Hidroxido de cdlcio

Desde a sua introducdo em Medicina Dentdria por Hermann em 1928 na Alemanha, o
hidroxido de cdlcio tem sido utilizado como agente mineralizante e com efeitos antibacterianos
(Farhad e Mohammadi, 2005). A sua aplicacio ocorre em diversos procedimentos,
nomeadamente, em protecdes pulpares diretas e indiretas; na apexogénese e na apexificagto;
nos tratamentos de reabsorcto radicular, de perfuracdes iatrogénicas radiculares e de fraturas
radiculares; em reimplantacdo dentdria e; como medicac@io intracanalar entre consultas de

endodontia.
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0 hidrdxido de cdlcio € um p6 branco sem odor, com a formula quimica Ca(OH);, massa molar
de 74,093 g.mole! da qual 45,91% corresponde a massa dos ides hidroxilo e 54,09% d massa
dos ides cdlcio. Tem baixa solubilidade em dgua (1,2 g.L" a 25°C) que diminui com um aumento
da temperatura, uma vez que o coeficiente de dissociagtio do Ca(OH); € de 0,17, e controla a
libertag@io lenta de ides cdlcio e hidroxilo. 0 componente em pé deste material tem um pH
elevado (aproximadamente 12,5-12,8) e € insolGvel em dlcool, sendo considerado uma base
forte (Farhad e Mohammadi, 2005; Foreman e Barnes, 1990). Quando o Ca(OH); é exposto ao
didxido de carbono (C03) ou ao carbonato (C0sZ) nos tecidos bioldgicos, a sua dissociagdo leva
formactio de carbonato de cdlcio (CaCO3) e um consumo global de ides CaZ* (Farhad e
Mohammadi, 2005; Mohammadi e Dummer, 2011).

0 Ca(OH); tem uma baixa resisténcia d compressdo o que limita a sua aplicagio clinica
quando sdo necessdrias forcas de condensacto considerdveis na aplicagdo de alguns materiais
restauradores, nomeadamente o amalgdma dentdrio. 0 Ca(OH),, no €, igualmente, resistente
aos dcidos, degradando-se quando estes sdo aplicados nas técnicas restauradoras adesivas.
Existem alguns materiais d base de hidroxido de cdlcio que incorporam metacrilatos como
iniciadores e aceleradores, o que os torna resistentes d dissolugtio dcida (Farhad e Mohammadi,
2005; Mohammadi e Dummer, 2011; Song ef a/, 2017).

A atividade antimicrobiana do Ca(OH); estd relacionada com a libertagdo de iges hidroxilo
num ambiente aquoso. Os ides hidroxilo sdo radicais livres altamente oxidantes, com extrema
reatividade com algumas biomoléculas. Essa reatividade é alta e indiscriminada, mas raramente
os radicais livres se difundem para longe dos locais onde foram gerados. Os efeitos letais dos
ioes hidroxilo em células bacterianas devem-se a vdrios mecanismos, nomeadamente, lesdo na
membrana citoplasmdtica bacteriana, desnaturactio proteica e lesdes no DNA (do inglés
deoxyribonucleic acid — DNA). Embora alguns autores sugiram que estes trés mecanismos
podem ocorrer, é dificil estabelecer a cronologia do aparecimento e/ou qual o principal
mecanismo envolvido na morte das células bacterianas apds exposictio a uma hase forte (Farhad
e Mohammadi, 2005; Mohammadi e Dummer, 2011). Alguns autores estudaram o efeito hioldgico
do pH na atividade enzimatica de bactérias anaerdbias e concluiram que os ides hidroxilo do

Ca(OH); desenvolvem o seu mecanismo de agtio na membrana citoplasmadtica. Esta membrana é
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responsdvel por funcdes essenciais no metabolismo, na divisio e no crescimento celular e
contribui, nos estddios finais, na formacdo da parede celular, na biossintese lipidica, no
transporte de eletrdes e na fosforilagdo oxidativa (Lundquist, 2002; Nowicka e7a/, 2016; Watson
et al,2014). 0 gradiente de pH da membrana citoplasmdtica é alterado pela alta concentragto
de ides hidroxilo decorrentes da agdio do hidroxido de cdlcio sobre as proteinas da membrana
(desnaturacdo de proteinas). O pH elevado altera a integridade da membrana citoplasmatica
através da lesdo quimica dos componentes orgdnicos e do transporte de nutrientes (Lundquist,
2002). Os ides hidroxilo induzem a peroxidagdo lipidica, que se traduz na destruicio do
componente fosfolipidico estrutural da membrana celular e removem os dtomos de hidrogénio
dos dcidos gordos insaturados da membrana citoplasmdtica, gerando radicais lipidicos livres
(Farhad e Mohammadi, 2005; Mohammadi e Dummer, 2011). Estes radicais livres reagem com o
oxigénio, resultando na formacto de perdxidos radicais livres que removem mais um dtomo de
hidrogénio dos dcidos gordos, gerando outro perdxido. Estes perdxidos atuam como radicais
livres iniciando uma reagio em cadeia que provoca a lesdo extensa da membrana
citoplasmdtica. O ajuste do pH intracelular é influenciado por vdrios processos celulares, tais
como o metabolismo celular, as alteracdes morfoldgicas, a mobilidade, a adaptacio dos
transportadores, a polimerizacio de componentes do citoesqueleto, a ativacdo da proliferagtio
e do crescimento celular, a condutividade e o transporte através da membrana e o volume
celular isosmético (Chang ef af, 2014, 2014; Gandolfi ef a/, 2015). Assim, muitas funcdes
celulares podem ser afetadas pelo pH, incluindo as enzimas que sdo essenciais para o
metabolismo celular. A alcanilizagio induz uma quebra das ligagdes idnicas entre a estrutura
tercidria das proteinas, perdendo-se a atividade bioldgica com a consequente desregulagio do
metabolismo celular (Farhad e Mohammadi, 2005). Alguns autores referem, ainda, que a
inativagdo enzimdtica bacteriana sob condicdes extremas de valores de pH durante um longo
periodo de tempo é mesmo irreversivel (Mohammadi e Dummer, 2011). Os ides hidroxilo
reagem com o DNA bacteriano o que induz o desenrolamento da dupla hélice com perda de
genes. Consequentemente, a replicacio do DNA € inibida e a atividade celular desorganizada.

Os radicais lives podem, também, induzir mutagdes letais (Farhad e Mohammadi, 2005).
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0 Ca(OH); quando usado como agente de proteciio do tecido pulpar, pode induzir uma
barreira calcificada. Devido ao elevado pH pelo hidrdxido de cdlcio puro, uma camada superficial
de necrose por liquefagdo ocorre na polpa até uma profundidade de 1,5 a 2 mm (Gandolfi &7 a/,
2015; Sangwan ¢ al, 2013; Schuurs, Gruythuysen e Wesselink, 2000; Watson e/ a/, 2014). Além
da formacto dessa camada, o Ca(OH); neutraliza, também, as camadas mais profundas,
causando uma necrose por coagulagio a este nivel. Esta necrose por coagulagio induz uma
resposta inflamatéria moderada e, se a zona exposta estiver livre de bactérias, o material que
ai foi colocado, pode induzir a formagtio de um tecido duro (Farhad e Mohammadi, 2005; Sangwan
etal,2013). Abaixo da camada necrética, que estd saturada de ides cdlcio, as células dos tecidos
pulpares mais profundos diferenciam-se em células do tipo odontoblasto e iniciam a elaboragtio
da matriz, como descrito atrds (Farhad e Mohammadi, 2005). 0 grupo hidroxilo é considerado o
componente mais importante do Ca(OH);, dado favorecer o ambiente alcalino que induz a
reparagio e a calcificagdo. 0 pH alcalino induzido niio sé neutraliza o dcido ldctico dos
osteoclastos, evitando a dissolugdo dos componentes minerais da dentina, mas também pode
ativar as fosfatases alcalinas que t8ém um papel importante na formacdo de tecidos duros. A
fosfatase alcalina é uma enzima hidrolitica que atua pela libertagtio da fosfatase inorgdnica a
partir dos ésteres de fosfato. Pode separar os ésteres fosforicos, libertando ides fosfato que
entdo reagem com os ides cdlcio da corrente sanguinea, para formar um precipitado, o fosfato
de cdlcio, na matriz orgdnica. Este precipitado é a unidade molecular da hidroxiapatite que estd
intimamente relacionada com o processo de mineralizacto. Assim, a fosfatase é essencial no
processo de mineralizacdo, pois hidroliza os ides pirofosfato, potentes inibidores deste
processo, proporcionando simultaneamente um fosfato inorgdnico para a deposicdo de cristais
minerais (Foreman e Barnes, 1990). Além disso, hd um aumento da expressdo de algumas
proteinas, nomeadamente a BMP-2 com formagtio de nddulos calcificados (Sangwan e7 4/, 2013).
E, entdio, este aumento do pH que cria as condioes fisioldgicas essenciais para que ocorra a
mineralizag@o. A formacdo de tecido mineralizado apds o contato entre o Ca(OH); e o tecido
conjuntivo ocorre a partir do 7 ° dia até ao 10 ° apés a aplicactio (Mohammadi e Dummer, 2011;
Sangwan ef a/, 2013). No entanto, este pH elevado estd longe dos valores dtimos para a

sobrevivéncia dos odontoblastos. Alguns autores referem que apds algum tempo com pH
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elevado, este comeca a diminuir devido ao efeito tamp@o da dentina, processo que envolve a
presenca de dadores de protdes. Posteriormente, a formagiio da matriz dentindria pelos
odontoblastos é regulada pela presenca de moléculas inibitérias, devido d sua desnaturagtio
pelo ambiente alcalino (Mohammadi e Dummer, 2011; Sangwan e/ a/, 2013).

0 pH alcalino pode, também, neutralizar diretamente os dcidos produzidos pelas células
com fungtio de reabsorcdo, prevenindo a progressiio das reabsor¢des radiculares internas.
Similarmente, neutraliza o ambiente dcido produzido pela reacto inflamatéria, que € prejudicial
para o processo de cicatrizagiio, e desnatura mediadores inflamatérios, com diminuigio da
intensidade desta (Sangwan ef a/, 2013). Os ides cdlcio Ca2* desempenham também, fungdes
muito especificas e muito importantes. A continua dissoluco do hidréxido de cdlcio produz um
microambiente localizado com uma alta concentracio de ides Ca?*. Estes, altamente
concentrados, formam um gradiente que é capaz de promover a quimiotaxia e a diferenciagio
das células progenitoras do tecido pulpar (Sangwan ef o/, 2013). Além desta fungiio, os ides
CaZ* tém sido referidos como potentes reguladores de alguns processos celulares como @
proliferacdo, a diferenciacdo e a mineralizagio. Alguns estudos referem que o cdlcio estimula a
sintese de fibronectina pelas células pulpares. 0 cdlcio extracelular também regula a expressdo
da proteina BMP-2 e da OPN, desempenhando um papel importante na mineralizagto (Goldberg
et al, 2003; Li ef al, 2011; Schuurs, Gruythuysen e Wesselink, 2000). Os ides cdlcio podem,
também, interferir em algumas funcdes celulares, através da capacidade para se ligarem a
recetores especificos da membrana celular. Outra fungio do cdlcio sugere que este possa
interferir na permeabilidade capilar, aumentando concentracio de CaZ* extracelular e de
pirofosfatase cdlcio-dependente, um grupo de enzimas que metabolizam as pirofosfatases
inibidoras da mineralizagdo (Sungwan ef a/, 2013). 0 processo, na sua globalidade, facilita a
progressdo da mineralizagio dos tecidos pulpares como se esquematiza na Figura 5.

Embora de natureza protetora no inicio, a inflamagto no tecido pulpar também pode ter
efeitos deletérios. Este tecido estd no interior de uma estrutura rigida, sem plasticidade, na qual
todo o aumento significativo na pressdo pode conduzir @ compressio dos vasos e @ diminuigdo
do fluxo sanguineo. Além disso, algumas células pulpares causam reabsorcdo por secrecdo de

ioes hidrogénio, e criam dreas de pH baixo.
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Figura 5: Diagrama dos mecanismos indutores da dentinogénese tercidria pelo Ca(OH), A liberacio de moléculas
bioativas, seja por estimulago direta de células seja por solubilizagio da matriz extracelular da dentina, € vital para
os efeitos bioldgicos de Ca(OH),. Tanto os ides cdlcio como os ides hidroxilo libertados do material regulam os
acontecimentos que conduzem d dentinogénese fercidria. O cimento contendo Ca(OH),, juntamente com microcristais
depositados na sua superficie, fornece um substrato biologicamente ativo para adsorcio de hiomoléculas e adesdo de
odontoblastos. Além disso, efeitos nio especificos, antimicrobianos e anti-inflamatérios de Ca(OH), na polpa dentdria
podem auxiliar o processo de mineralizagdo. Adaptado de (Sangwan &7 af, 2013).

Por um lado, este pH indesejdvel pode ser neutralizado pelo ambiente alcalino criado por
Ca(OH),, evitando assim a destruicdo dos tecidos. Por outro lado, os mediadores inflamatérios
enddgenos como a IL-10 e o TGF-Q, desempenham um papel decisivo na regulacio da
inflamacto e na consequente destruictio do tecido (Sangwan ef a/, 2013; Schuurs, Gruythuysen
e Wesselink, 2000). Alguns autores referem que Ca(OH); provoca a desnaturagto destas citocinas
pré-inflamatorias, reduzindo-as e exercendo o seu efeito imunomodulador (Sangwan éf o/,
2013).

A deposicdo de matriz, e sua consequente mineralizagdo, pode ser suprimida quando os

odontoblastos estdo na presenca de subprodutos bacterianos, tais como lipopolissacarideos e
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dcido lipoteicdico. Estes subprodutos podem causar mais danos ao tecido pulpar, aumentando a
reagio inflamatéria. As propriedades bioldgicas desses componentes sdo alteradas pelo
Ca(OH);, removendo, assim, o efeito inibitério das células com reducdo da inflamagiio e
facilitacdo da dentinogénese. Num estudo /n vitra, com o objetivo de perceber o papel do Ca(OH),
nos processos inflamatérios, de cicatrizagdo e de biomineralizagtio, os autores observaram que
induziv a regulactio positiva das citocinas pré-inflamatérias até 3 dias. No entanto, ao mesmo
tempo, observaram a sobre-expressdo da IL-10, conhecida pelas suas propriedades anti-
inflamatérias, o que sinalizov a diminuicdo subsequente na producio de citoquinas pro-
inflamatérias apds 3 dias. Foi sugerido pelos autores que a sobre-expressdo de IL-10 em tecidos
em contacto com o Ca(OH); promove um efeito anti-inflamatério (Reyes-Carmona et a/, 2011).
Outros autores referem que Ca(OH); inibe significativamente a capacidade de aderéncia do
substrato de macrofagos inflamatérios, como os osteoclastos e os dentinoclastos, direcionando
0S processos para os mecanismos osteogénicos/odontogénicos (Sangwan ef a/, 2013).

Os materiais com principio ativo d base de hidréxido de cdlcio sdo dos agentes terap@uticos
mais populares para utilizagdo em protecdes pulpares diretas. Este pressuposto é devido, como
j referido, @ sua capacidade de libertagiio de ides hidroxilo (OH) e de ides cdlcio (Ca?t) que,
uma vez dissolvidos, promovem a diferenciagto das células indiferenciadas da polpa em células
tipo odontoblasto e, consequentemente, a formaciio de uma barreira dentindria na zona de
exposicdo (Akhlaghi e Khademi, 2015; Steffen e Waes, van, 2009). No entanto, a formagio desta
dentina reparadora pode ndo ser devido d sua capacidade bioindutiva, mas como resultado de
um mecanismo de defesa do tecido pulpar a um irritante natural, como o hidréxido de cdlcio
(Poggio ef al, 2014). 0 elevado pH (12,5) causa necrose por liquefaciio da superficie do tecido
pulpar, levando @ formactio de uma camada necrdtica na interface material-polpa dentdria
(Poggio ef al, 2014). Esta camada pode chegar a 1,5mm de profundidade, comprometendo a
vascularizagto desta zona do tecido pulpar e interferindo na coagulagtio (Sungwan e# a/, 2013).
Esta actio cdustica do Ca(OH); reduz o tamanho polpa subjacente até 0,7 mm (Mohammadi e
Dummer, 2011). Numerosos estudos demonstraram a formag@o de ponte dentindria em cerca de
50-87% dos casos tratados com vrias formulacdes de Ca(OH); (Mohammadi e Dummer, 2011)

No entanto, muitos estudos indicam, também, um declinio da taxa de polpas vivas ao longo do
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tempo, quando o agente terap@utico da protecio pulpar direta € o hidroxido de cdlcio.
Numerosos fatores podem contribuir para as baixas taxas de sucesso observadas (Sangwan et
al,2013). A natureza ndo adesiva deste tipo de cimento, bem como a sua dissolucdo ao longo
do tempo, podem conduzir @ microinfiltragtio e @ entrada de bactérias na zona de exposigto. A
contaminagiio bacteriana pode, tamhém, ocorrer devido a imperfei¢des na ponte dentindria,
designadas por defeitos em tinel (Farhad e Mohammadi, 2005; Mochammadi e Dummer, 2011;
Schuurs, Gruythuysen e Wesselink, 2000; Song e/ o/, 2017). Esta incapacidade de selagem pode
ser considerada uma desvantagem, ndo esquecendo que o selagem marginal de uma cavidade
deve ser requisito do material restaurador, como se observa na Figura 6 (Sangwan e7 a/, 2013).
0 estado inflamatério pulpar é, também, um dos fatores mais importantes que influenciam as
taxas de sucesso e muitas vezes é extremamente dificil de diagnosticar corretamente.

Existem, ainda, outros efeitos secunddrios indesejdveis do Ca(OH); quando usado em
protecdes pulpares diretas, nomeadamente, a possibilidade de uma eventual calcificacto
completa do tecido pulpar do canal radicular e a persisténcia de uma inflamac@o induzida, que
pode causar uma reabsorgo interna.

0 Life® (Kerr Corporation, Orange, CA, USA), um dos biomateriais utilizado neste estudo,
tem como principio ativo o hidroxido de cdlcio. Este tem capacidade de presa propria, € radiopaco
e tem um pH extremamente alcalino (entre os 9 e 11). A sua composicto e o seu desempenho
como material indicado para terap@uticas de proteciio do tecido pulpar serdo descritos em

detalhe no capitulo dos materiais e métodos e na discussdo.

Agregados trioxidos minerais

0 agregado trioxido mineral (do inglés mineral trioxide aggregate - MTA) foi desenvolvido
nos anos 90 do século XX (1993) em Loma Linda University (Califérnia, United States), para
terapéuticas endoddnticas, nomeadamente obturacdes retrégradas e intervengdes cirdrgicas
(Torabinejad ef a/, 1995). Deriva do cimento de Portland (Pérard ef a/, 2013) e é um produto

patenteado e aprovado pela Federal and Drug Administration (FDA), comercializado inicialmente
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como ProRoot®MTA (Tulsa Dental Products, Tulsa, OK, USA) (Okiji e Yoshiba, 2009; Torabinejad
et al, 1995; Torabinejad M, 1995).

o~
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Figura 6: Diagrama esquemdtico representativo dos diversos fatores responsdveis pelo insucesso das protedes
pulpares diretas com hidrdxido de cdlcio. (A) Ndo adesdo a denting; (B) Dissolugiio ao longo do tempo; (C) Defeitos em
tanel; (D) Necrose do tecido adjacente, comprometendo a vascularizagio; (E) Desprendimento de particulas para o
interior do tecido pulpar; (F) Codgulo sanguineo presente entre o material e a polpa. Adaptado de (Sangwan e o/, 2013).

Inicialmente existia apenas uma versto cinzenta, mas atualmente existe uma versdo
branca, introduzida no mercado para colmatar preocupacdes estéticas (Okiji e Yoshiba, 2009).

0 MTA tem sido descrito como sendo osteogénico, biocompativel, indutivo e condutivo da
formagdo de tecido duro. Pela sua elevada alcalinidade tem propriedades bactericida e estimula
a formagdo de tecido tipo cemento, a aderéncia de células osteobldsticas e a regeneracto dssea.
Tém sido sugeridas miltiplas aplicagdes clinicas tais como: protecdes pulpares diretas;
pulpotomias; obturagdo apical (p/ugs apicais); apexificactio e apexogénese em dentes necréticos
imaturos; obturacdo endoddntica do canal radicular; tratamento de fraturas radiculares
horizontais; reparaciio de defeitos de reabsor¢des, externas e internas; e reparagio de
perfuracdes radiculares e de furca (Darvell e Wu, 2011).

0 componente sélido apresenta-se como um pé de finas particulas hidrofilicas, cujos

principais compostos sio o silicato tricdlcico (3Ca0.5i02), o aluminato tricdlcico (2Ca0.Al;03), o
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oxido tricdlcico (3Ca0), oxido de silicato (Si02) e o tetracdlcico aluminoférrico (4Ca0.Al;03Fe;03).
0 MTA cinzento é constituido essencialmente por silicato de dicdlcico e triclcico e dxido de
bismuto (Bi;03), enquanto que, o MTA branco é composto essencialmente por silicato tricdlcico e
oxido de bismuto. Quando o pé deste material é misturado com dgua, formam-se, inicialmente,
hidréxido de cdlcio e silicato de cdlcio hidratado, transformando-se numa pasta relativamente
s6lida, porosa e pouco cristalizada. O rdcio de silicato de cdlcio desce devido d formagio de um
precipitado de cdlcio. E este precipitado que produz hidréxido de cdlcio, responsdvel pela
alcalinizagtio do MTA apés a hidratagto. O pH do MTA imediatamente apés a mistura é de 10,2,
subindo para 12,5 decorridas 3 horas (Camilleri e Pitt Ford, 2006; Darvell e Wu, 2011;
Torabinejad ef a/, 1995; Torabinejad M, 2010). Apesar da origem da formagio de hidréxido de
cdlcio ser controversa, alguns autores referem que estd na hidratagdo do silicato dicdlcico e
tricdlcico, enquanto outros, na hidrogenactio do aluminato tricdlcico (Parirokh e Torabinejad,
2010). Camilleri e colaboradores analisaram a constituicdo de diversos agregados tridxidos
minerais, nomeadamente as versdes branca e cinzenta do ProRoot MTA e o cimento de Portland
e concluiram que sdo semelhantes, havendo apenas a adigio de dxido de bismuto nos cimentos
ProRoot MTA, presumivelmente para aumentarem a sua radiopacidade (Camilleri e Pitt Ford,
2006). No entanto, alguns autores referem que o 6xido de bismuto afeta a precipitacio do
hidréxido de cdlcio apés a hidratacto. Este fendmeno ocorre porque o oxido de bismuto se
dissolve em meio dcido, tipicamente o meio da zona inflamatéria onde clinicamente € utilizado.
A libertagiio do 6xido de bismuto pode constituir uma diminuigio efetiva da biocompatibilidade
deste tipo de cimentos (Parirokh e Torabinejad, 2010), jd que é considerado um biomaterial ativo
e, por isso, com capacidade para interagir com os fluidos tecidulares. No MTA branco ndo existem
compostos férricos e tem, na sua constituicdo, particulas oito vezes menores do que a versio
cinzenta. Estas alteragdes foram infroduzidas com o objetivo de melhorar as suas caracteristicas
estéticas e de manipulagdo clinica (Camilleri ef a/, 2005; Camilleri e Pitt Ford, 2006). Assim,
alguns autores consideram os agregados frioxidos minerais como cimentos d base de hidroxido
de célcio retido numa matriz de silicato. £ esta presenca de hidroxido de cdlcio que faz com que
sejam altamente alcalinos, como ja referido (Camilleri ef a/, 2005; Parirokh e Torabinejad,

2010). Da hidratagio do p6 do MTA resulta um gel coloidal que solidifica, formando uma
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estrutura dura. As caracteristicas do composto resultante podem ser influenciadas pela
propor¢do pd/liquido; pelo método de mistura, através da incorporactio de ar e pressdo de
condensagcto; pela humidade e temperatura do ambiente; pelo tipo de MTA e seu veiculo, entre
outros. Os cimentos d base de MTA sio preparados misturando o pd com dgua esterilizada numa
proporgiio de 3:1. Para o WhiteProRoot®MTA a mistura deve ser de 0,35mL/g e para o MTA
Angelus® (Angelus Indistria de Produtos Odontoldgicos, SA, Sciarra, Brasil) de 0,28ml/g,
devendo ser efetuada sob pressdo de uma espdtula numa placa de vidro esterilizada em 30 a
60 segundos, obtendo uma consisténcia de “areia” (Darvell e Wu, 2011). 0 tempo médio de presa
é de 16515 minutos. 0 MTA branco tem um tempo de presa mais longo, devido aos niveis baixos
de aluminato tricdlcico e de enxofre. Este tempo de presa, como foi referido, é influenciado pela
humidade e pela temperatura devendo, em condiges ideais, decorrer com 37°C e 95% de
humidade. Alguns autores referem como tempo de presa, periodos mais longos de 72 horas
(Parirokh e Torabinejad, 2010), o que se apresenta como uma das principais desvantagens deste
tipo de materiais (Poggio 7 a/, 2014, 2014).

0s estudos efetuados sdo controversos, ndo havendo coeréncia nos diferentes resultados.
Alguns autores referem que o MTA branco expande mais do que o cinzento enquanto outros
concluem o contrdrio. No entanto, sabe-se que a composiciio do meio de mistura exerce uma
influéncia varidvel sobre a maior ou menor expansdo do produto (Parirokh e Torabinejad, 2010;
Torabinejad M, 2010).

A maioria dos estudos refere uma baixa ou nula solubilidade do MTA em soro fisioldgico.
No entanto, a relagio pé/liquido pode influenciar significativamente a solubilidade, isto €,
quanto maior a relagto pé/liquido maior a porosidade e solubilidude do material. Alguns autores
referem que o aumento da quantidade de dgua utilizada para a mistura, aumenta a libertagdo
de cdlcio. A adigdo do dxido de bismuto veio, também, diminuir a solubilidude, jG que este
componente é insoldvel em dgua. Alguns autores referem que o MTA branco diminui o seu peso
7 dias apds a imersdo numa solugio fisioldgica, porém aumenta-o apés 30 dias de imersdo. A
inicial diminuicdo de peso € atribuida a libertagio de hidréxido de cdlcio enquanto o posterior
aumento a formagdo de cristais de apatite na superficie do material. A libertagtio de ides cdlcio

é referida por indmeros autores, especialmente nas primeiras 24 horas e é confirmada pelos
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niveis elevados de ides cdlcio presentes nos meios de cultura o que, por sua vez, pode
influenciar negativamente a proliferactio celular (Parirokh e Torabinejad, 2010; Shie ef a/,
2009).

A resisténcia dos cimentos de MTA @ compressdo e @ tracdo, apds 24 horas, é
significativamente menor do que a de outros materiais dentdrios. No entanto, apds 3 semanas,
estes valores jd se aproximam. A diferenca nos valores de resisténcia ao longo do tempo deve-
se ao facto da taxa de hidratacto do silicato dicdlcico ser menor do que a do silicato tricdlcico.
Além de um alargamento temporal para se obterem bons resultados em termos de resisténcia
a agdes externas parece, também, fundumental a manutengio de niveis razodveis de humidade.
Este Gltimo fator é primordial, pelo menos durante as primeiras 24 horas, para o aumento da
resisténcia a flexdo, sendo sugerido por alguns autores a colocacio de bolas de algoddo
hidratado quando se aplica algum destes materiais clinicamente (Parirokh e Torabinejad, 2010).

A resisténcia @ compressio pode diminuir significativamente quando o material é sujeito a
uma preparagdo com dcido ortofosférico a 37%. Os autores sugerem que esta preparagto, que
antecede a edificagio de uma restauragio, apenas deva ser efetuada 96 horas apés a colocagtio
do MTA (Watts e al, 2007). Outros fatores podem influenciar a resisténcia d compressio destes
materiais, nomeadamente o tipo de MTA, o liquido de mistura e o seu pH, e a pressio de
condensacdo durante a aplicacdo clinica. Estes valores estdo diminvidos quando o liquido de
mistura € a clorohexidina ou uma solug@o anestésica como a lidocaina com epinefrina 1:100.000.
As alteragdes nas forcas de compressdo sdo mais evidentes no MTA cinzento do que na versdo
branca (Darvell e Wu, 2011). As variagdes na relagtio pd/liquido podem diminuir a resisténcia d
compressto (Poggio e a/, 2014).

A radiopacidade média para o MTA € o equivalente a uma espessura de 7,17 mm de
aluminio. Alguns autores referem que o MTA branco apresenta valores de radiopacidade
maiores do que o cinzento (Parirokh e Torabinejad, 2010).

Alguns estudos tém comparado o tamanho das particulas e a sua forma do MTA branco e do
MTA cinzento e do cimento de Portland. Os resultados demonstram que as particulas do MTA
branco stio menores do que as do MTA cinzento e do cimento de Portland, que sio semelhantes,

e que estdo descritas como tendo entre 1 a 10 um de didmetro aerodinGmico antes do processo
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de hidratagdo. Esta propriedade é de extrema importancia porque todas as carateristicas fisicas
destes materiais sdo influenciadas pelo tamanho do cristal que se forma. As particulas pequenas
aumentam a superficie de contato com o liquido de mistura, tornando os materiais mais
resistentes com um menor tempo de presa e, consequentemente, mais facilmente manipuldveis
(Camilleri, Sorrentino e Damidot, 2013; Gandolfi e7 4/, 2014). Outros estudos revelam particulas
do MTA de didmetro aerodindmico menores que 1,5 um, o que representa valores menores do
que o didmetro dos tdbulos dentindrios (Komabayashi e Spangberg, 2008). Estes factos podem
influenciar a capacidade de selagem do MTA apés a hidratagto, com a produgiio de um selamento
hidrdulico, embora seja igualmente razodvel concluir-se que para que se dé esta ocorréncia seja
necessdrio a remocdo da smear-layer, o que na maioria das vezes ndo ocorre e estd mesmo
contraindicado. A porosidade destes materiais estd relacionada com a quantidade de dgua
adicionada para efetuar a mistura, com a introducto de bolhas de ar durante este procedimento
e até mesmo o pH do meio (Parirokh e Torabinejad, 2010).

A microdureza, tal como outras carateristicas fisicas € influenciada por diversos fatores,
nomeadamente o pH do meio e a quantidade de ar introduzido durante a mistura; a espessura
do material e a pressdo de condensactio exercidas, aquando da sua colocagio clinica; a
temperatura e a humidade durante o tempo de presa; e a preparagiio com dcido da superficie
do material. Os fatores que possam influenciar o material durante a sua hidratagio sdo
preponderantes na formactio de cristais cObicos e de cristais em forma de agulha. 0 equilibrio
na formagtio destes dois tipos de cristais € que determina valores maiores ou menores da
microdureza. Uma diminuicdo da microdureza estd relacionada com a auséncia dos cristais em
forma de agulha, o que acontece em meio dcido (Parirokh e Torabinejad, 2010). Alguns estudos
referem uma maior microdureza do MTA branco quando comparado com os dois tipos de
cimentos de Portland (Danesh &7 a/, 2006). A microdureza do MTA é negativamente afetada por
uma menor humidade, por valores de pH baixos, pela presenca de um agente quelante ou por
pressdo de condensactio exagerada. Tém sido realizados diversos estudos na tentativa de
melhorar as propriedades fisicas, quimicas e de manipulagdo dos vdrios cimentos a hase de
agregados trioxidos minerais. Novos componentes foram introduzidos e, essencialmente, foi

modificada a propor¢to entre os vdrios componentes que jd faziam parte da sua composigo,

87



INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

e/ou alterado o componente liquido de hidratagdo (lidocaina, cloreto de cdlcio, cloreto de sédio,
nitrato de cdlcio). A introdudo da lidocaina parece ndo alterar o pH do material, nem influenciar
o tempo de presa, mas diminui a resisténcia @ compressdo. O cloreto de cdlcio, o cloreto de sodio
e 0 nitrato de cdlcio, considerados aceleradores, diminuem drasticamente os tempos de presa.
No entanto, alteram o pH dos materiais, aumentando-o, no caso do cloreto de cdlcio; ou
diminuindo-o, no caso do nitrato de cdlcio. Alguns autores referem que a introdugtio do cloreto
de cdlcio como acelerador, reduz o tempo de presa resultando no aumento significativo dos
valores de pH imediatamente apds a mistura. Além disso, hd tamhém, um aumento da libertago
de ioes cdlcio nas primeiras 24 horas. Deste facto decorre que, se por um lado os ides cdlcio tém
um papel importante na viabilidade celular e na produgio de tecido dentindrio, por outro a
concentracto destes ides tem que estar dentro de limites especificos, pois pode induzir uma
diminuicto do crescimento e celular (Parirokh e Torabinejad, 2010).

0 efeito antibacteriano e antifingico do MTA tem sido amplamente estudado, com
resultados inconclusivos. Existem estudos que reportam um efeito antimicrobiano sobre
determinadas espécies de bactérias e fungos e outros que ndo revelam este efeito. No entanto,
estudos com formulagdes mais recentes tém revelado um efeito antibacteriano e antifdngico
efetivo do material (Parirokh e Torabinejad, 2010). De forma semelhante ao hidrdxido de cdlcio,
o efeito antimicrobiano da MTA estd associado ao elevado pH (cerca de 12,5) que resulta da
ionizagdo com libertacto de ides hidroxilo. No entanto, esta atividade € limitada a algumas
bactérias facultativas e nto tém efeito sobre as anaerdbias estritas, demonstrando um
desempenho inferior ao dos cimentos de hidroxido de cdlcio. No entanto, mesmo sendo o efeito
menor, contribui para a reducdo da contaminacto bacteriana no tecido pulpar (Asgary ef o/,
2008; Gongalves ef a/, 2010; Okiji e Yoshiba, 2009; Rahman ef a/, 2014). Qutros autores,
substituem o componente liquido (dgua destilada), por clorohexidina em gel ou liquida. Nestes
casos os efeitos antimicrobianos aumentam com alargamento do espectro de agdo,
nomeadamente sobre os Fnterococcus faecalis. No entanto, a adigdo da clorohexidina pode
resultar em apoptose celular, diminuictio da resisténcia @ compressdo do MTA e aumento do
tempo de presa, embora estudos em animais, que utilizam a via subcutdnea para testes de

biocompatibilidade, ndo demonstrem alteracdes (Darvell e Wu, 2011; Sumer ef a/, 2006;
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Torabinejad M, 2010). Para além desta alcalinidade bactericida que caracteriza estes materiais,
foi demonstrado que estimulam a capacidade adaptativa da resposta imune humoral. Isto €,
ocorre um aumento dos anticorpos imunoglobulinas G (IgG) contra os agentes patogénicos
endoddnticos e uma indugtio da migracdo de neutréfilos através da atividade dos mastdcitos e
macrofagos, em ratinhos (Darvell e Wu, 2011).

Os estudos relativos d adaptagio marginal do MTA t€m resultados controversos. As
condigdes diversas dos testes efetuados podem influenciar esta diversidade de resultados. No
entanto, a maioria refere que este tipo de cimentos de agregados tridxidos minerais t€m uma
adaptactio marginal a estrutura dentdria melhor do que outros cimentos a base de dxido de
zinco, iondmero de vidro ou o amdlgama (Torabinejad M, 2010). Os agregados tridxidos minerais
tém a capacidade de produzir espontaneamente precipitados de apatite na presenca de fluidos
contendo fosfato. Além disso, demonstrou-se a formagdo de materiais semelhantes a apatite no
espago interfacial MTA-dentina. A apatite é depositada dentro das fibrilas de coldgeno e esta
camada interfacial composta de apatite € acompanhada da formacto de estruturas tipo 7ag que
se estendem para os tGbulos dentindrios. Estas interacdes entre o tecido dentindrio e os
produtos produzidos pelo biomaterial promovem a nucleacio intrafibrilhar deste sobre a
dentina (Okiji e Yoshiba, 2009). Outros estudos em que foi avaliado o efeito do cloreto de cdlcio
na capacidade de selagem mostraram que a adigdo de 10% de cloreto de cdlcio aumenta a
capacidade selante dos materiais testados (Torabinejad M, 2010). No entanto, foi observada a
formactio de uma camada interfacial entre o material e o tecido dentindrio que pode afetar a
sua capacidade de selagem (Reyes-Carmona, Felippe e Felippe, 2009). A adaptacio marginal
destes materiais é fundamental na drea da endodontia, j@ que o sucesso de uma terap@utica
endoddntica depende muito da capacidade selante dos materiais utilizados para obturar o
sistema de canais. No caso de terap@uticas do dmbito da dentisteria operatdria, com o objetivo
de inductio da dentinogénese em dreas de exposicio do tecido pulpar, esta caracteristica
reveste-se de menor importdncia.

Diversos estudos, incluindo uma meta-andlise demonstram a maior biocompatibilidade do
MTA em relagto a outros materiais amplamente estudados, nomeadamente os cimentos de

oxido de zinco e o amdlgama (Ferndndez-Ydiiez Sanchez, Leco-Berrocal e Martinez-Gonzdlez,
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2008; Okiji e Yoshiba, 2009; Torabinejad e Parirokh, 2010). 0 MTA provoca, quando em contato
direto com os tecidos, necrose limitada do tecido pulpar, com um efeito menos cdustico e menor
inflamag@o pulpar, quando comparado com os cimentos de hidréxido de cdlcio. Assim, facilita a
proliferactio/diferenciaciio das células pulpares, exibindo uma atividade indutora da formagto
de tecido calcificado com capacidade para estimular a formagto de uma ponte dentindria (Okiji
e Yoshiba, 2009; Poggio ef a/, 2014). Estudos celulares e animais ndo mostraram qualquer
alteraciio genética com os agregados trioxidos minerais (Darvell e Wu, 2011). 0 MTA tem na sua
constituigiio uma pequena quantidade de arsénico, o que gera alguma preocupagio sobre a sua
utilizago clinica. No entanto, alguns estudos demonstram que a libertagdo de arsénico I, forma
mais toxica deste metal, ocorre em concentracdes muito baixas, sendo seguro para utilizagdo
em humanos (Gongalves et a/, 2010).

Os cimentos a base de agregados tridxidos minerais sdo materiais bioactivos que tém a
capacidade de criar um ambiente que potencia a regeneragio e a cicatrizagdo tecidular. Quando
0 MTA é aplicado em contato direto com os tecidos forma hidroxido de cdlcio que liberta ides
cdlcio, fundamentais para a adesdo e a proliferagio celular. Adicionalmente cria um ambiente
antibacteriano com o aumento do pH (alcalinizando o meio), modula a produciio de citocinas,
induz a diferenciagdo e a migragdo de células capazes de produzir tecido dentindrio ou dsseo e
forma hidroxiapatite ou carbonatoapatite na sua superficie, induzindo uma selagem bioldgica
(Camilleri e Pitt Ford, 2006). A hidroxiapatite pode libertar ioes cdlcio e fosforo continuamente,
contribuindo para o metabolismo dos tecidos duros, para a selagem marginal com o tecido
dentindrio e para a regeneractio e a remineralizagio dos tecidos duros (Asgary ef a/, 2008;
Parirokh e Torabinejad, 2010). 0 MTA apresenta, também, os valores mais baixos de
citotoxicidade (Okiji e Yoshiba, 2009). De facto, em cultura celular, o MTA liberta
significativamente mais ides cdlcio do que um cimento de hidréxido de cdlcio e esta continua
libertag@io fornece uma quantidade 6tima de cdlcio para a proliferacio celular. Alguns autores
referem que o MTA induz um fendtipo osteogénico que reflete uma regulagio mais eficaz da
fosfatase alcaling, osteonectina e osteopontina. Aumenta, também, a quantidade produzida de
BMP-2, de colagéneo do tipo | e de OCN (Torabinejad M, 2010). Estudos em culturas celulares

com MTA mostram que a resposta celular depende de muitos fatores, nomeadamente, da linha
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celular e da duragio do estudo, da utilizagdo de material fresco ou com presa, da frequéncia
com que o meio é substituido, da utilizacdo de técnicas de contato direto ou de extratos, e da
concentragdo do material no meio de cultura. Com base em diversos estudos, podemos concluir
que o MTA niio é citotoxico, genotoxico, mutagénico, neurotoxico e ndo produz efeitos
secunddrios na microcirculagio, apesar de poder influenciar a constri¢io dos vasos sanguineos
(Accorinte ef al, 2008; Jafarnia e7 a/, 2009; Torabinejad M, 2010). Como jd foi referido, tém sido
efetuadas diversas tentativas para modificar os componentes do pé ou substituir a dgua
destilada por outro componente liquido para obter a mistura mais adequada. O principal
argumento para as diversas combinagdes incluem a possibilidade de aumentar a atividade
antibacteriana, de diminuir o tempo de presa e de melhorar as caracteristicas de manipulagtio
do material. No entanto, alguns estudos demonstram que a inclusdo de clorhexidina na mistura
aumenta a apoptose celular (Torabinejad M, 2010). Por outro lado a utilizagto de fosfato disddico
ndo parece alterar a viabilidade celular apés um e 7 dias (Ding ef o/, 2008). A maioria dos
estudos /7 vitro confirma o MTA como um material regulador de citocinas e de moléculas de
sinalizagio, nomeadamente diversas interleucinas (IL-1at, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
18), a OCN, a ALP, a DSP, a OPN, a BMP-2 e o colagénio do tipo | (Camilleri e Pitt Ford, 2006;
Roberts et al, 2008; Torabinejad e Parirokh, 2010). Em geral, estudos /n vitraindicam que o MTA
é biocompativel e possui a capacidade de estimular as células formadoras de tecidos duros para
induzir a formag@o da matriz e a sua mineralizag@o (Okiji e Yoshiba, 2009).

A biocompatibilidade do MTA foi avaliada em estudos /7 vivo com animais onde se observou
a reagdo tecidular apds a colocagiio de implantes subcutGneos e intra-dsseos dos materiais. A
implantagGo subcutdnea, em ratos, demonstrou que o MTA produz, inicialmente, reacdes
severas com necrose por coagulactio e calcificacdo distrofica. As reagdes a implantes infra-
dsseos sio menos infensas, ocorrendo osteogénese com formagcdo de tecido duro e reagdes
inflamatérias minimas. Estudos em tecidos periapicais demonstraram uma resposta periapical
favordvel com a formagdo de um tecido semelhante ao cemento sobre o MTA (Camilleri e Pitt
Ford, 2006). Estudos em macacos e em ciies, demonstram que a maioria das protecdes pulpares
efetuadas com MTA revelam polpas dentdrias livres de inflamagGo, com formacto de uma ponte

dentindria apés 5 meses. Estes resultados sdo diferentes dos apresentados com outros
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materiais com os quais foram comparados, nomeadamente os cimentos de hidroxido de cdlcio,
0s quais desencadeiam sinais inflamatédrios acentuados e a formagtio de uma ponte dentindria
significativamente menos calcificada (Mente e/, 2010). Outros estudos apresentam resultados
da formagdo da ponte dentindria 7 dias apds o tratamento (Camilleri e Pitt Ford, 2006; Okiji e
Yoshiba, 2009; Parirokh e Torabinejad, 2010; Steffen e Waes, van, 2009). Trabalhos em molares
de rato, compararam as proteinas morfogenéticas dsseas, as BMP-7, e o MTA como protetores
pulpares diretos. A imunohistoquimica demonstrou a presenca da DSP na zona de formagdo de
dentina tercidria, com resultados mais evidentes com a utilizagio do MTA quando comparado
com as proteinas morfogenéticas, mostrando o primeiro a formagdo de uma ponte dentindria
estruturalmente mais homogénea do que o segundo biomaterial (Parirokh e Torabinejad, 2010).

Estudos clinicos demonstram que protecdes pulpares diretas realizadas com MTA levam
formactio de uma ponte dentindria em menor tempo e mais espessa do que quando é utilizado
0 hidréxido de cdlcio. Além disso, a inflamaco do tecido pulpar é quase nula, associada a uma
camada odontobldstica mais regular junto d zona da lesdo (Roberts &7 a/, 2008). Estudos com
controlo efetuado oos 6 meses, demonstraram ndo haver diferencas estatisticamente
significativas na preservaco da vitalidade pulpar quando sto utilizados o hidréxido de cdlcio
ou os agregados trioxidos minerais (lwamoto ef a/, 2006).

Apesar das in0meras vantagens ja referidas, os cimentos a base de agregados tridxidos
minerais tém alguns inconvenientes. Um dos principais é a descoloraco potencial da estrutura
dentdria, sendo o ferro e 0 manganésio os presumiveis responsaveis. A presenca de elementos
toxicos na composicdo do material também é uma preocupagio, nomeadamente a presenca de
arsénico, tal como foi referido. No entanto, a presenca de oxidos férricos e o seu efeito
estabilizante sobre o arsénico, a insolubilidade do MTA e a sua utilizag@o clinica em quantidades
muito pequenas, deve limitar a libertacdo de arsénico nos tecidos e fluidos, diminuindo o risco
de toxicidade (Parirokh e Torabinejad, 2010). Outras desvantagens prendem-se com a sua
utilizagdo clinica, nomeadamente algumas dificuldades de manipulagio aquando da sua
colocagdo na estrutura dentdria; o seu longo periodo de presa que dificulta a progressio das

terapéuticas; e a dificuldade de remoctio apés a tomada de presa, consequéncia da ndo
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existéncia de um solvente para este material (Parirokh e Torabinejad, 2010). Apresenta, ainda,
elevado custo, o que diminui consideravelmente a sua aplicagto clinica de rotina.

Concluindo, o MTA tem diversas propriedades fisicas benéficas relativamente ao hidréxido
de cdlcio, incluindo uma boa capacidade de selagem, um menor grau de dissolu¢io e uma maior
estabilidade estrutural. 0 MTA também tem a capacidade de interagir com os fluidos tecidulares
contendo fosfato para formar espontaneamente precipitados de apatite, o que ndo sé explica a
sua biocompatibilidade e bioatividade, mas pode também contribuir para sua capacidade de
selagem. Assim, a capacidade do MTA para induzir a reparagto do tecido duro, adjacente aos
tecidos pulpares expostos, depende maioritariamente da sua capacidade para criar um
ambiente local favordvel, no qual a capacidade intrinseca de cicatrizagtio da polpa dentdria ndo
é deteriorada (Okiji e Yoshiba, 2009). Com base na maioria dos estudos celulares e histoldgicos
jd referidos, o MTA parece superior aos materiais a base de hidroxido de cdlcio quanto a sua
capacidade de estimular a dentinogénese reparadora, quando aplicado em polpas saudaveis
expostas mecanicamente. Assim, o MTA é considerado como go/d-standard para protecdes do
tecido pulpar exposto (Akhlaghi e Khademi, 2015; Chang e# o/, 2014; Gongalves ef a/, 2010; Kim
et al, 2016). A biocompatibilidade, a osteogenicidade e a hidrofilia dos agregados triéxidos
minerais fornam-no num material ideal para obturaces radiculares retrégradas apds cirurgia
apical; perfuracdes radiculares; terap@uticas pulpares diretas incluindo a protecto pulpar direta;
a pulpotomia em dentes imaturos (apexogénese), assim como a aplicagdo como p/ug apical em

dentes imaturos com polpas necréticas (apexificacto) (Eid &7 a/, 2013; Okiji e Yoshiba, 2009).

Silicatos tricdlcicos

Os cimentos de aluminato de cdlcio hidrdulico para utilizagio biomédica sio modificacdes
dos cimentos de alto teor de alumina, usados em revestimento refratdrio de fornos ou em
algumas aplicagdes na engenharia civil. Foram desenvolvidos no inicio do século XX e
classificados como tendo uma durabilidade quimica maior que os cimentos de Portland. A sua
aplicagio nio biomédica estende-se a dreas onde hd necessidade de materiais altamente

resistentes a dcidos e a corrosdo (Camilleri, 2013). Esta sua caracteristica torna-os Gteis quando
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aplicado & Medicina em tecidos bioldgicos, altamente infeciosos, onde o pH baixa
significativamente. Na Medicina Dentdria, este biomaterial inerte, biocompativel e altamente
resistente é utilizado com sucesso em implantologia como material de regeneraco dssea, em
dentisteria operatdria incorporado em alguns materiais restauradores diretos e em cimentos
de iondmero de vidro e em endodontia, associado a um radiopacificador, como cimento
endoddntico (Eid e7 a/, 2013). O silicato tricdlcico € bioativo e, quando hidratado, transforma-se
em silicato de cdlcio hidratado (C-S-H) e hidrdxido de cdlcio reagindo na presenca de fluidos
fisioldgicos, com producdo de hidroxiapatite que se deposita principalmente na superficie da
pasta de silicato tricdlcico. Esta é biocompativel e induz a diferenciacto das células pulpares a
semelhanca do que ocorre com o hidréxido de cdlcio (Camilleri, Sorrentino e Damidot, 2013).
Estes materiais baseados em aluminosilicato de cdlcio sio cada vez mais utilizados nos Gltimos
anos, devido d sua semelhanga com os agregados triéxidos minerais. Dentro deste grupo o mais
estudado e popular é o Biodentine™ (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, France), comercializado
desde 2009, que também deriva do cimento de Portlande e que foi concebido como material
substituto ou reparador de dentina (Malkondu, Kazandag e Kazazoglu, 2014; Pérard e/ a/, 2013).
No entanto, existem outros como o Bioaggregate® (Innovative Bioceramix Inc. Vancouver,
Canada) com composigio semelhante ao Biodentine™, mas com um material radiopaco
diferente, o dxido de tantalo (Ta) (Grech, Mallia e Camilleri, 2013). O Biodentine™ tem vdrias
aplicagdes quer na drea da endodontia, quer na de dentisteria operatéria. Em endodontia pode
ser utilizado na reparactio de perfuracdes ou reabsor¢des, na apexificagtio e como material de
obturacio em condicdes especificas. Em dentisteria operatéria pode ser utilizado como
substituto do tecido dentindrio ou em terap@uticas indutoras de dentindgenese nas protecdes
pulpares diretas. Este material é semelhante tecnologicamente aos agregados trioxidos
minerais com algumas propriedades melhoradas, especialmente as fisicas, como o periodo de
presa e o potencial de descoloragdo (Rathinam &7 a/, 2015) assim como a manipulagtio clinica.
0 Biodentine™ é constituido por dois componentes, um pé sélido e um liquido. 0
componente sélido é composto por silicato tricdlcico (componente principal), silicato dicdlcico
(segundo componente), oxido de cdlcio, carbonato de cdlcio e dxido de zirconio (Camilleri, 2013;

Nowicka efa/,2013). Os silicatos tri e dicdlcico sto os compostos principais e o 6xido de zirconio
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serve como material radiopaco. Por outro lado, o componente liquido contém cloreto de cdlcio
como acelerador e um polimero hidrossolivel que serve como agente redutor, para manter uma
boa fluidez com uma proporgio baixa liquido/sélido (Camilleri, Sorrentino e Damidot, 2013). 0
carbonato de cdlcio caracteriza-se por ser um componente com particulas de grandes dimensaes,
quando comparadas com as do silicato tricdlcico, que se rodeiam de componentes hidratados,
atuando como local de nucleagtio para outras particulas, para formar uma microestrutura. Atua
como local de nucleacdo para o complexo silicato de cdlcio hidratado (C-S-H), com redugdo do
periodo de indugdio. Como consequéncia desta redugto, o tempo de presa é reduzido e inicia-se
em poucos minutos (Camilleri, Sorrentino e Damidot, 2013). Esta € uma caracteristica Onica deste
material, cuja presa inicial ocorre aos 9 a 12 minutos (Camilleri, Sorrentino e Damidot, 2013) e
aos 45 minutos se encontra na fase final (Grech, Mallia e Camilleri, 2013). Por outro lado, este
material tem valores de imped@ncia estdveis apenas apds 14 dias. Este facto deve-se sobretudo
d sua alta porosidade, com grande capacidade de troca de ides entre o material e o meio
(Malkondu, Kazandag e Kazazoglu, 2014).

Este material caracteriza-se pela libertagto de cdlcio quando em solugdio, jd que os silicatos
tricdlcicos se definem como uma fonte de hidroxiapatite quando estdo em contacto com o fluido
tecidular sintético, como se pode observar pela leitura das reagdes quimicas representadas na
Figura 7 (Niv e al, 2014; Rocha et a/, 2015; Saghiri ef al,, 2017).

2CasSiOs+ 7H20 - 3Ca0-2Si02-4H20 + 3Ca(0OH)2 + energia
C3S + H,0-> CSH + CH

2CazSi04 + 5H20 - 3Ca0-2Si02:4H,0 + Ca(OH)2 + energia
C2S + H0 - CSH + CH

Figura 7: Reages quimicas do biomaterial Biodentine ™ durante o tempo de presa. Ca,Si0; ou (S representa o silicato
tricdlcico, também designado por alita; Ca,Si0s ou (;S representa o silicato bicdlcico também designado por belita; H,0
representa a dgua; Ca(OH), ou CH representa o hidroxido de cdlcio; CSH representa o sulfato de cdlcio hidratado.

95



INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

Estudos sobre o mecanismo de agGo do Biodentine™ demonstram a formagdo de estruturas
tipo ag ao lado de uma camada interfacial denominada "zona de infiliracio mineral”, onde o
efeito alcalino dos produtos de hidratacdo do cimento de silicato tricdlcico degrada o colagénio
da dentina interfacial. Esta degradagio leva d formacto de uma estrutura porosa que facilita @
permeabilizacio de grandes concentragdes de ides Ca?t, OH- e (032, levando a uma maior
mineralizagio nesta regido (Rocha e a/, 2015; Watson ef a/, 2014). Tanto o cdlcio como os ides
hidroxilo libertados do material regulam os acontecimentos que conduzem a dentinogénese
tercidria.

A resisténcia d compressdo é uma caracteristica importante para a escolha de um material
numa terap@utica de protecto pulpar direta, jd que é essencial que este consiga resistir as for¢as
mastigatdrias a que vai estar sujeito. Os dados da ficha técnica do Biodentine™ referem-no
como tendo a capacidade de melhorar ao longo do tempo os seus valores de resisténcia a forga
compressiva aproximando-se dos valores do tecido dentindrio (Septodont Research Department,
2009). Alguns autores referem que este cimento demonstra valores de resisténcia @ compressdo
superiores a outros materiais similares e atribuem este desempenho @ diminuigdo da propordo
dgua/cimento por adi¢do do polimero hidrossoldvel (Camilleri, 2013). A microdureza foi também
avaliada e mostrou valores mais elevados quando comparados com outros cimentos de
ionomero de vidro ndo condicionados com dcidos. No entanto, os valores de microdureza sto
semelhantes quando os materiais sdo sujeitos d acdo de dcidos (Malkondu, Kazandag e
Kazazoglu, 2014).

As forcas de adesdo entre o Biodentine™ e sistemas de adesdo dentindria diferentes, tém
resultados semelhantes quer sejam adesivos fofa/ efch, quer sejam adesivos se/f-etch(Koubi et
al, 2013). Relativamente & resisténcia da adesdo a estrutura dentdria, o Biodentine™ tem
resultados melhores, quando comparado com o ProRoot®MTA, mesmo quando hd contaminagdo
sanguinea no decorrer da colocag@io do biomaterial, independentemente do tempo de presa. Na
adesio a estrutura dentindria, a remogto da smear-/ayer reduz significativamente a forca de
adesdo, essencialmente devido a incapacidade das particulas de cimento de silicato de cdlcio
conseguirem penetrar nos tdbulos dentindrios, devido ao tamanho das particulas. A camada de

smear-layer € importante na formacto da interface adesiva, podendo estar envolvida na
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interagdo mineral entre os componentes do Biodentine™ e o tecido dentindrio (Odabas, Bani e
Tirali, 2013). Alguns autores ndo encontraram evidéncias de troca ionica, pelo que concluiram
que a excelente adaptabilidade deste material a dentina subjacente depende principalmente da
adesdo micromecdnica (Malkondu, Kazandag e Kazazoglu, 2014).

0 grau de porosidade desempenha um papel muito importante no sucesso global dos
tratamentos realizados com estes materiais, jd que € o fator critico que determina a maior ou
menor microinfiltrag@o. A porosidade tem impacto sobre numerosos fatores, nomeadamente a
absor¢io, a permeabilidade, a forca de adesdo e a densidade do bhiomaterial (Camilleri,
Sorrentino e Damidot, 2013). Alguns autores sugerem que em protecdes pulpares indiretas,
como o material é geralmente mantido seco, a utilizagGo de Biodentine™ pode representar um
problema em termos de porosidade e resultar na formagdo de lacunas na interface, com
consequente passagem bacteriana, j@ que apresenta maiores valores de porosidade a seco do
que em meio hdmido (Koubi ef a/, 2013; Martens, Rajasekharan e Cauwels, 2015). Outros
referem que ndo encontraram diferencas significativas na porosidade, na microinfiltracdo, na
solubilidade e nas microfracturas entre os novos cimentos contendo silicato de cdlcio e o go/d
standard, o MTA, em contexto clinico, (Malkondu, Kazandag e Kazazoglu, 2014).

No Biodentine™, a radiopacidade é dada pelo dxido de zirconio, ao contrdrio de outros
materiais, como os agregados trioxidos minerais, que utilizam o dxido de bismuto. A razdo da
escolha tem por base os resultados de alguns estudos que mostram que o dxido de zirconio
possui caracteristicas biocompativeis e é indicado como um material bioinerte, com
propriedades mec@nicas e de resisténcia @ corrosdo favordveis. A 1SO 6876:2001 estabeleceu
que este tipo de materiais deve ter uma radiopacidade que corresponda a, pelo menos 3 mm de
aluminio (Al), valor maior que a da dentina e a do tecido dsseo. Estudos com vdrios silicatos
tricdlcicos demonstram valores maiores que 3 mm de Al (Camilleri, 2013; Grech, Mallia e
Camilleri, 2013). No entanto, alguns autores referem que estes valores poderdo ser mais haixos,
na dependéncia das condi¢des de experimentacto e dos periodos de preservagtio, entre outros
fatores (Malkondu, Kazandag e Kazazoglu, 2014).

Grech e colaboradores demonstraram valores de solubilidade negativa para vdrios silicatos

tricdlcicos e para o Biodentine™, num estudo em que avaliaram vdrias propriedades fisicas dos
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materiais. Os autores atribuem este resultado & deposicto de substdncias, como hidroxiapatite,
na superficie do material quando em contato com os fluidos tecidulares. Esta propriedade é
bastante favordvel, uma vez que indica que o material ndo perde particulas da sua matriz, o
que resultaria numa instabilidade dimensional (Grech, Mallia e Camilleri, 2013).

Os biomateriais, seja o hidroxido de cdlcio, sejam os agregados trioxidos minerais ou os
silicatos tricdlcicos, tém efeitos sobre a resisténcia d flexdo do tecido dentindrio. A questdo
fundamental na influéncia desta propriedade prende-se com a libertago de hidrdxido de cdlcio
por hidrélise, na superficie dos componentes de silicato de cdlcio. Por outro lado, também foi
determinado que o contacto prolongado da dentina radicular com hidréxido de cdlcio, bem como
com os agregados trioxidos minerais tem efeitos prejudiciais sobre a resisténcia da dentina
radicular, diminuindo-a. Portanto, é fundamental considerar os efeitos do hidroxido de cdlcio
liberado sobre a matriz dentindria de coldgénio, especialmente em procedimentos onde hd um
contacto permanente da dentina com materiais @ base de silicato de cdlcio. Alguns autores
avaliaram a possibilidade do contacto prolongado da dentina com materiais d base de silicato
de cdlcio ter alguma influéncia sobre as suas propriedades mecdnicas. De acordo com os
resultados do seu estudo, em que compararam Biodentine™ com MTAPlus® (Avalon Biomed, Inc,
Houston, TX, USA), concluiram que ambos os materiais alteraram a resisténcia a flexdo e a
dureza do tecido dentindrio apds envelhecimento em 100% de humidade relativa. Sugeriram
que, embora a capacidade da dentina para suportar impactos externos e resisténcia a forgas
externas possa ndo ser afetada de uma forma critica quando utilizado em camadas muito finas,
deve ser ponderada cautelosamente a sua utilizagio como substituto total do tecido dentindrio
(Sawyer et al,2012).

Quando utilizado como base ou /iner, a microinfiltragio do Biodentine™ & importante
porque pode desencadear sensibilidude pds-operatéria e cdries secunddrias ou, até mesmo,
patologia pulpar grave, com consequente insucesso do tratamento. Alguns autores referem que
os silicatos tricdlcicos t8ém uma boa integridade marginal, explicada pela sua capacidade para
formar cristais de hidroxiapatite na superficie. Estes cristais t8ém o potencial de aumentar a
capacidade de selagem, especialmente quando formados na interface do biomaterial com as

paredes dentindrias. A nanoestrutura e a formacto do gel de silicato de cdlcio € um dos fatores
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que influencia a selagem, pois essa textura permite que o material se adapte melhor na
superficie da dentina. Durante o tempo de presa existe, tambhém, uma ligeira expansdo destes
materiais, o que contribui para a sua melhor adaptacdo (Camilleri, 2013; Camilleri, Sorrentino e
Damidot, 2013; Malkondu, Kazandag e Kazazoglu, 2014). Qutros autores referem resultados
contrdrios, com valores de microinfiltracdo muito elevados. No entanto, estas discrepdncias
podem ser devidas d metodologia utilizada para a dete¢do da microinfiltracdo, sendo necessdrio
outros estudos (Camilleri, Sorrentino e Damidot, 2013). A resisténcia d lavagem de um material
é definida como a capacidade de resisténcia da pasta de cimento recém-preparada em se
desintegrar por contacto precoce com fluidos, tais como sangue ou outros. Os resultados do
estudo sobre estas caracteristicas nio se revelaram favordveis para o Biodentine™, uma vez
que o material mostrou uma alta degradagtio. Os autores atribuiram este resultado ao efeito
surfactante do polimero soldvel em dgua, adicionado ao material, para reduzir a sua propor¢io
dgua/cimento (Grech, Mallia e Camilleri, 2013). Outros autores referem que o Biodentine™ exibe
microinfiltrag@o e erosdo da superficie quando tratado com dcido ortofosférico a 37%, utilizado
frequentemente nas técnicas adesivas. Este procedimento deverd ser evitado (Camilleri, 2014).

A biocompatibilidade de um material dentdrio é um factor fundamental que deve ser tido
em consideractio e, de uma forma especial, quando € utilizado nas terap@uticas de preservagio
da vitalidade pulpar através de protecdes pulpares diretas. Durante estes procedimentos, o
material estd em contacto direto com o tecido pulpar e tem o potencial de afetar a viabilidade
das células pulpares. Por conseguinte, é essencial que se evitem materiais toxicos e se prefiram
materiais que promovam a reparagdo ou que sejam biologicamente neutros. Vdrios estudos tém
sido realizados para determinar a biocompatibilidade dos silicatos tricdlcicos, nomeadamente o
tipo de morte celular que ocorre, a secreciio de hiomoléculas que promovam a proliferacto e a
diferenciacdo celular e a mineralizacio das estruturas de contacto. Verificou-se que o
Biodentine™ aumenta significativamente a secrecdo de TGF-31 a partir de células da polpa,
factor de crescimento com um papel importante na angiogénese, no recrutamento de células
progenitoras, na diferenciactio celular e na mineralizagto (Chang e o/, 2014, 2014; Fonseca, da
et al, 2016; Martens, Rajasekharan e Cauwels, 2015; Rathinam ef o/, 2015). Estudos de

avaliagdo da superficie dos biomateriais concluiram igualmente que, apesar da topografia de
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superficie irregular e cristalina dos silicatos tricdlcicos e dos agregados trioxidos minerais, em
comparagtio com a textura superficial lisa do ionémero de vidro, a aderéncia e o crescimento
das células eram mais favordveis nos hiomateriais referidos em comparagiio com o ionémero
de vidro (Malkondu, Kazandag e Kazazoglu, 2014).

Um dos primeiros estudos a demonstrar a indugtio de reparacto dentindria eficaz foi o de
Tran e colaboradores, em que biomaterial foi aplicado diretamente em polpas de ratos expostas
mecanicamente. No seu estudo, o Biodentine™ foi comparado a um agregado trioxido mineral e
ao hidréxido de cdlcio, avaliando a formactio de uma ponte dentindria reparadora (Tran et a/,
2012). Os autores observaram que a estrutura induzida por Ca(OH); continha vdrios defeitos de
tonel. Estas zonas sdo dreas indesejdveis, porque facilitam a migraciio dos microrganismos para
o tecido pulpar. Pelo contrdrio, a formagio da ponte dentindria induzida pelo Biodentine™
mostrou uma camada bem definida no local da lesto, ao contrdrio da formada pelo hidréxido de
cdlcio que exibia uma estrutura em expansdo para a cimara pulpar (Koubi ef a/, 2013; Poggio
etal,2014,2014; Rathinam &7 a/, 2015; Tziafa et al, 2015). Além disso, as células responsaveis
pela mineralizactio da estrutura exibiam uma elevada expressio de DSP e de OPN que sio
proteinas chave na regulactio da formacto da dentina reparadora (Tran e/ a/,2012). Num estudo
clinico realizado em molares extraidos por razdes ortoddnticas, os autores demostraram que o
Biodentine™ teve uma eficdcia semelhante aos agregados trioxidos minerais em ambiente
clinico e, pode ser considerado como uma alternativa para procedimentos de protecdo do tecido
pulpar apdés uma exposictio do mesmo. A formagio completa da ponte dentindria e a auséncia

de resposta inflamatéria foram, também, observadas (Chang ef a/, 2014, 2014, Nowicka e7 o/,
2013, 2015).

Outros materiais e ou terap@uticas

Alguns estudos referem que a utilizagdo de ultrassons de baixa intensidade aumenta a
expressdo de fator de crescimento vascular endotelial (do inglés vascular endotelial growth
factor- VEGF) e influencia a atividade dos odontoblastos e, consequentemente, a reparagto da

dentina pela modulacto da produgdo de fatores de crescimento enddgeno no complexo dentino-
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pulpar. Alguns autores referem, também, que hd um aumento da proliferacdo, da diferenciagtio
e a producdo de uma matriz mineralizada das células tipo-odontoblasto (Paranjpe &7 o/, 2011;
Scheven et a/, 2009; Shima ef al, 2013). Esta técnica é referenciada como uma possivel
terap@utica para promover a reparaciio dentindria e, consequentemente, a preservacio da
vitalidade pulpar. No entanto nio existe evidéncia cientifica para que seja aplicado clinicamente
(Man et al, 2012; Scheven ef al, 2009).

Os sistemas de adesto dentindria podem provocar lesio do tecido pulpar devido @ corroso
induzida pelo dcido ou por componentes acidicos, d toxicidade dos outros componentes,
nomeadamente os mondmeros dos metacrilatos, a microinfiltracio decorrente da contragio de
polimerizacto e da dentina parcialmente desmineralizada penetrada pela resina (nanofiltragdo)
e @ hipersensibilizacdo e aumento de temperatura durante a polimerizagto. Separar os efeitos
desses factores, de modo a avaliar os efeitos sinérgicos que podem ocorrer, é dificil, sendo
impossivel. Alguns autores referem que os dcidos parecem ndo danificar permanentemente a
polpa exposta, com a possivel excecio do dcido ortofosférico a 37% (Ramos, 2008; Schuurs,
Gruythuysen e Wesselink, 2000). Qutros referem que os mondmeros, entre os quais as
moléculas relativamente pequenas de trietileno glicil metacrilato (do inglés #riethylene glycol
dimethacrylate - TEGDMA) e hidroxietil metacrilato (do inglés Aydroxyethyl methacrylate -
HEMA) siio citotoxicos em culturas celulares e afetam o metabolismo destas (Pameijer e Stanley,
1998). Os estudos demonstraram, sistematicamente, que existe uma auséncia na formagdo da
ponte dentindria (Pameijer e Stanley, 1998; Smith e a/, 2012, 2012). Os efeitos sinérgicos dos
diversos componentes dos sistemas adesivos sobre as células, raramente sdo estudados, mas
provavelmente existem. No entanto, o tecido pulpar reveste-se de maior complexidade do que
uma cultura de células e as concentragdes dos componentes diminuem por diluigdo e fransporte
(Schuurs, Gruythuysen e Wesselink, 2000). A microinfiltragio é um fator importante para o
progndstico de uma protecdo pulpar direta, sendo que o seu grau é determinado em grande
parte pela técnica e material utilizado para a restauragtio da cavidade e, pelos capacidades
clinicas do operador (Ramos, 2008). Alguns estudos referem que a presenca de bactérias na
cavidade ndo parece estar relacionada com a severidade da resposta pulpar (Pameijer e Stanley,

1998). Por outro lado, outros autores referem taxas de sucesso mais elevadas com o hidréxido
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de cdlcio do que com os sistemas de adesdo dentindria, contraindicando esta técnica
(Dammaschke e a/, 2010; Pameijer e Stanley, 1998; Yasuda &7 o/, 2008).

0 Emdogain® (Straumann Institute, Basel, Switzerland) é um material derivado da matriz
do esmalte (do inglés emame/ matrix derivative - EMD), extraido da camada de Hertwigde dentes
porcinos na sua fase de desenvolvimento. Originalmente desenvolvido para promover a
regeneracdo periodontal, tem sido proposto em vdrios estudos recentes como um potencial
material de protecdo pulpar (Fransson, Petersson e Davies, 2011; Olsson ef a/, 2005; Rathe et
al, 2009). As amelogeninas, que sto os principais componentes do EMD, podem mimetizar
interagdes epitélio-mesenquimatosas desencadeando a libertagio de vdrios fatores de
crescimento e de citocinas, tais como a BMP e o TGF-[3 que, por sua vez, promovem a
diferenciactio de células progenitoras mesenquimatosas em células tipo-odontoblastos. Além
disso, o EMD pode, tamhém, aumentar a mineralizacdo da dentina através da regulagdo das
células tipo-odontoblasto (Olsson ef a/, 2005). Em terap@uticas de protecdo pulpar, o EMD pode
facilitar a formacto de uma barreira de dentina reparadora mais espessa quando comparada
com o hidroxido de cdlcio, como foi demonstrado em vdrios estudos /7 vive com animais (Rathva,
2011). Os estudos clinicos ainda ndo demonstram resultados tdo promissores com
sintomatologia pds-operatdria mais evidente associada a inflamagdo pulpar. Sertio necessdrios
mais estudos no futuro (Song e a/, 2017).

A fosfoproteina da dentina e a sialoproteina da dentina sio moléculas bioativas que estdo
aprisionadas na dentina durante a fase de deposicdo e s@o protegidas de qualquer degradagdo.
Na solubilizacto da matriz dentindria, estas moléculas sto libertadas na zona imediata e afetam
0s processos em curso (Ferracane, Cooper e Smith, 2010; Smith ef a/, 2012). As moléculas
reguladoras sequestradas podem ser libertadas da matriz dentindria na interago desta com
vdrios agentes. A desmineralizacto dcida que ocorre durante o processo de cdrie pode causar a
sua libertagdo e iniciar um processo auto-protetor da polpa por deposicdo de dentina. £ provével
que os dcidos aplicados externamente durante vérios procedimentos terap@uticos, ou outros
agentes como o EDTA, o hidroxido de cdlcio, os silicatos tricdlcicos e os agregados trioxidos
possam ter efeitos idénticos (Ferracane, Cooper e Smith, 2010). Desde o inicio do século,

materiais bioativos t8m sido propostos como alternativas para as terapéuticas de protecto dos
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tecidos pulpares. As biomoléculas referidas atrds como BMPs, fator de crescimento tipo insulina
1, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento de fibroblastos, TGF, fator de
crescimento derivado de plaquetas e proteinas derivadas da matriz, como a DSP, podem
estimular a formactio de dentina reparadora (Goldberg &7 a/, 2003). No entanto, o tipo de
transportador e a dose aplicada precisam de ser avaliados em estudos de regeneracdo
dentindria reparadora. A semi-vida limitada e a necessidade de mdltiplas aplicagdes podem
incorrer em custos elevados. Como tal, estudos para avaliar a eficdcia destas moléculas
bioactivas nas terap@uticas de preservagio da vitalidade pulpar devem ser determinadas, com

ensaios /n vifro e in vivo em animais (Smith ef a/, 2012, 2012; Song ef a/,, 2017).
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CAPITULO IV

Neste estudo pretende-se avaliar a bioatividade de um biomaterial de regeneracto
dentindria, o Biodentine™ e, consequentemente, a possibilidade de ser utilizado com eficdcia e
seguranca em protecdes pulpares diretas em humanos. Para concretizar este objetivo serd
necessdrio conjugar alguns aspetos inerentes as diversas etapas do projeto.

Relativamente ao estudo /n vifro pretende-se avaliar a viabilidade e a proliferagiio de
células tipo odontoblastos da linha celular MDPC-23 na presenga Biodentine™. De seguida,
avaliagdo da diferenciacio e da mineraliza¢do serd importante para determinar os efeitos
efetivos deste material, na dentinogénese reparadora.

Relativamente ao estudo animal, pretende-se avaliar o efeito bioativo do Biodentine™,
nomeadamente a formagtio de dentina reparadora e reacional e a diminuicdo dos efeitos
inflamatérios ao longo do tempo, apds a exposigdo pulpar.

No estudo clinico pretende-se, apds a realizacio de uma revisdo sistemdtica da literatura
com meta-andlise sobre o desempenho clinico dos biomateriais, Life®, WhiteProRoot®MTA e
Biodentine™, abordar os fatores de sucesso/insucesso clinico apds o tratamento de exposi¢des
pulpares diretas com os biomateriais. Consideraram-se fatores a estudar: avaliagdo clinica da
auséncia ou na presenca de sintomatologia compativel com estados pulpares inflamatérios;
avaliagto radiogrdfica corondria de alteragdes estruturais da restauragdo corondria que suporta
a reparagdo dos tecidos pulpares, e avaliagto radiogrdfica radicular de sinais de lesdo apical.

Em termos globais, pretende-se avaliar o desempenho do Biodentine™, quando comparado
com o WhiteProRoot®MTA. Esta avaliagio far-se-a pela conjugagdo dos resultados nas vdrias
etapas do estudo, nomeadamente com os resultados da proliferacdo, da diferenciagto e da

mineralizagio das células tipo-odontoblasto de ratos e os efeitos anti-inflamatérios e de
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formagio de dentina reparadora em modelo animal. Os sinais clinicos de preservagio da
vitalidade do tecido pulpar nos doentes tratados com este material poderdo indicar um efeito
potenciador da dentinogénese reparadora. As vantagens da manipulagto clinica que lhe sdo
conhecidas, aliadas a resultados favordveis pos-terapéutica, poderdo potenciar as suas

vantagens relativamente a outros materiais similares.
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CAPITULO V

Dado o prolongado periodo de tempo que os materiais para protecdes pulpares diretas
estdo em contato com o tecido pulpar, é de valor fundamental a sua biocompatibilidade. A
importéncia da resposta e das interagdes celulares justifica a realizagdo de estudos /7 vifro com
vista @ avaliagio da citotoxicidade e a caracterizagto do efeito bioldgico do material e dos
mecanismos celulares subjacentes. Assim, a realizactio deste estudo /n vifro, como primeira
abordagem no nosso projeto, foi dbvia.

Na primeira fase do trabalho, tentou-se estabelecer uma cultura primdria de células
odontobldsticas. No entanto, as dificuldades técnicas, o tempo de otimizacto destas culturas e a
sua imprescindivel caracterizag@o antes do inicio dos testes citotdxicos /n vitrodos biomateriais,
determinaram a opgdo por uma linha celular jd estabelecida e imortalizada. Assim, a linha
celular utilizada foi a MOCP-23, generosamente cedida pela Professor Jacques Nor da University
of Michigan, Ann Arbor, USA. Em 1998, Hanks e colaboradores estabeleceram esta linha celular
a partir da papila dentdria de um primeiro molar de ratinho (D-1 com 18-19 dias fetais. Esta
linha foi desenvolvida como uma linha imortalizada espontaneamente e propagada. Apés a
passagem #23, a linha celular expressou marcadores especificos do fendtipo dos odontoblastos
e foi designada por mouse dental papilla ce/l-23(MDPC-23). O resultado foi a obtencto de uma
linha celular com elevada atividade de fosfatase alcalina, com capacidade de formar mdltiplos
nddulos mineralizados em camada, designados por depésitos de cdlcio assim como, expressar
DMP-1, uma proteina da matriz extracelular da dentina implicada na regulagtio da mineralizagdo.
Apresenta um tempo de duplicacdo celular inferior a 24 horas (Duan ef a/, 2013; Ferreira et al,
2015). Morfologicamente, os autores responsdveis pelo estabelecimento desta linha,
descrevem-na como tendo uma forma epitelioide, mas simultaneamente, com maltiplos e curtos

processos membranares, mas mais pequenas do que os fibroblastos. Estas células tendem a
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proliferar e a formar aglomerados desde o ponto de adesto, em vez de migrarem apés a divisdo
(Hanks ef a/, 1998). Num estudo de Hanks e colaboradores foi demonstrado que, apds 77
passagens em cultura, esta linha celular continuava a expressar consistentemente RNA
mensageiro (do inglés, messenger ribonucleic acid— mRNA) para a codificatio da sequéncia de
DSP, de ALP, de OPN, de OCN e de colagénio do tipo I, sendo estas proteinas especificas da
dentina e sintetizadas, principalmente, por odontoblastos. Considera-se, portanto, que esta
linha celular constitui um bom modelo (Hanks ef a/, 1998; Semeghini ef a/, 2012; Sun et al,
1998), que mimetiza a resposta odontobldstica aos agentes quimicos e fisicos do meio externo
e, consequentemente, permite conhecer parte dos mecanismos que ocorrem na dentinogénese.

A norma IS0 10993-5 do “/nternational Standard of Biological Evalvation of Medical Devices
— part 3: tests for in vitro cytotoxicity” (IS0, 2009) estabelece diretrizes importantes sobre os
estudos de citotoxicidade celular realizados com o objetivo de determinar os efeitos bioldgicos
de materiais para utiliza¢io em medicina. Esta norma foi fundamental para a planificaco dos
ensaios /7 vitro, da qual se considerou a técnica de meios condicionados com os substratos em
estudo. Assim, para este trabalho, os meios de cultura celular foram incubados com o substrato
numa relagio de 250 mm? de superficie de contato do material por mL de meio de cultura (ISO,
2009; Zhou et al, 2013).

Material e Métodos

Biomateriais

0s materiais selecionados para este estudo pretenderam representar cada um dos trés
tipos de biomateriais utilizados nas terap@uticas de protecdes pulpares diretas e acima
descritos. Assim, foi selecionado o Life®, cimento @ base de hidrdxido de cdlcio; o WhitePro®Root
MTA representativo de um agregado de trioxidos minerais; e o Biodentine™, cimento d base de

silicato de cdlcio. As composicdes quimicas dos trés materiais estdo descritas na Tabela 1. Qutros
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dados, como o lote e a data de validade dos materiais utilizados no estudo /n vifra, estdo

descritos no anexo I.

Tabela 1: Descrigio da composigio quimica dos biomateriais utilizados.

Material Composigtio quimica Fabricante
(marca comercial)
Life® Pasta base: oxido de zinco, hidroxido de cdlcio, oxido  Kerr Hawe, Bioggio,
de cdlcio. Switzerland

Pasta catalisadora: salicilato de metilo, sulfato de
bario, didxido de titdnio, 2,2-dimetilpropano-1,3-diol.

WhiteProRoot®MTA Po: fosfato de calcio, oxido de cdlcio, silica, oxido de Dentsply, Maillefer,
bismuto. Tulsa Dental
Liquido: dgua destilada Specialties,
Switzerland
Biodentine™ Pa: silicato tricdlcico, silicato dicdlcico, carbonato de Septodont, Saint-
cdlcio, oxido de cdlcio, dxido de ferro, dxido de Maur-des-Fosses,
zirconio. France

Liquido: cloreto de cdlcio (acelerador), polimero
hidrossoldvel, dgua.

Os materiais prepararam-se segundo as instrucdes do fabricante, exceto o
WhiteProRoot®MTA que foi manipulado, para maior facilidade de utilizagdo, como se descreve
em seguida.

0 Life® apresenta-se como um sistema de duas pastas, pasta base e catalisadora que se
misturam em partes iguais. 0 WhiteProRoot®MTA foi preparado misturando o pd, que é
apresentado numa saqueta, e o liquido, apresentado em pipeta, na propor¢do recomendada pelo
fabricante, mas com mistura mecdnica recorrendo a um aparelho de vibragio durante 30
segundos a 4000 rpm (Ventura Mix). O Biodentine™ apresenta-se em forma de pé e liquido, o
primeiro apresentado na forma de cdpsula e o segundo em pipeta. Para preparar a mistura
colocou-se o liquido na cdpsula e o preparado foi submetido a vibragdo durante 30 segundos a
4000 rpm (Ventura Mix).

Colocaram-se os materiais em moldes de placas de policloreto de polivinila (do inglés

Polyvinyl Chloride - PV() de 3 mm de didmetro por 1,5 mm de espessura, e designados por
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pellets. Através do cdlculo da drea de superficie de contato do pellet, elaborado a partir do
molde utilizado e com base na norma ISO jé referida, concluiv-se que seriam necessdrios 9
pellets por mL de meio condicionado, para cada um dos biomateriais.

Os tempos de presa total destes materiais sdo diferentes e foram cumpridos de acordo com
as indicagdes de cada fabricante. O Life® e o Biodentine™ mantiveram-se durante 24 horas a
uma temperatura de 37°C numa atmosfera com 95% de humidade relativa enquanto se
armazenou o WhiteProRoot®MTA durante 72 horas nas mesmas condigoes de humidade e de
temperatura, em incubadora HeraCell 150.

Apds a tomada de presa, removeram-se os pellefs de cada biomaterial dos moldes de PVC
e colocaram-se em placas de 6 pogos. Procedeu-se d esterilizagdo dos mesmos numa caixa com
ldmpada de luz ultravioleta (U.V.) durante 20 minutos como a apresentada na Figura 8 (ISO,
2009; Zhou et al, 2013).

Figura 8: Materiais preparados em forma de pellets acondicionados numa placa de 6 pogos (Sarstedi® 83.1835) para a
esterilizagdo com [dmpada U.V..

Apés a esterilizagio, procedeu-se a preparacio dos meios condicionados. Para tal,
colocaram-se os pellets num tubo de 7a/con, u que se adicionou o volume correspondente de
meio de cultura Dulbecco’s Modified Fagle's Medivm (DMEM Sigma D-5648) suplementado com
10% de soro bovino fetal (do inglés fefa/ bovine serum- FBS, Sigma F7524). Efetuaram-se todos
estes procedimentos na cdmara de fluxo laminar e realizou-se a manipulagio com material

estéril. Colocaram-se de seguida os tubos, durante 24 horas a 37°C, na incubadora HeraCell 150.

116



CAPITULO V

Apés 24 horas, considerou-se que o meio condicionado obtido de cada material de estudo
correspondia a uma concentragdo inicial de 1/1 —100%, e realizaram-se quatro dilui¢des (1/2,
1/4,1/8,¢1/16 que correspondem respetivamente a 50%, 25%, 12,50% e 6,25%) onde metade
do volume da soluctio inicial foi diluida em igual volume de DMEM com 10% de FBS, formando
assim a dilvigdo 1/2 e, assim sucessivamente, como demonstrado na Figura 9 (IS0, 2009; Zhou
etal,2013).

Xml
X/2 ml X+Y/2ml  X+Y+Z/2ml  X+Y+Z+W/2 ml
oo
@Cﬂ
\a _/ Y . 8 U
\ Meio condicionado ‘ ’ 1/1 ‘ ‘ 1/2 ‘ ’ 1/4 ‘ | 1/8 ‘ ‘ 1/16 ‘
V=Xml V=Xml V=X/2 V= X+Y/2 V= X+Y+Z2/2 V= X+Y+Z+W/2
(1/1)+Y/2 (1/2)+z/2 (1/4)+W/2 (1/8)+Q/2
(DMEM) ml (DMEM) ml (DMEM) ml (DMEM) ml

Figura 9: Esquema representativo da preparaciio dos meios condicionados e respetivas diluiges.

Avaliou-se o pH dos meios condicionados utilizando amostras de cada concentrago. Ndo se

procedeu a qualquer ajuste de pH de nenhum dos meios (IS0, 2009).

Culturas celulares

Descongelou-se e propagou-se em cultura aderente de acordo com as recomendagdes do
grupo de investigacto que a cedeu, a linha celular MDPC-23, cuja morfologia pode ser observada
na Figura 10. Assim, para todos os estudos, a linha celular foi mantida a 37°C numa atmosfera
humidificada com 95% de ar e 5% de (0, em incubadora HeraCell 150. Utilizou-se o meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de FBS (Sigma F7524), 250 |uM de piruvato de sédio (Gibco
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11360) e 1% de antibiético (100 U/mL de penicilina e 10 pg/mL estreptomicina; Sigma A5955)
(Lopez-Cazaux et al, 2006; Salehi et a/, 2016; Semeghini e a/, 2012; Tang e Saito, 2015).

Figura 10: Linha celular MDPC-23 observada num microscdpio dtico invertido (Nikon Eclipse TS 100) com ampliagtio de
100x.

Para a realizacto dos estudos /n wifro foi necessdrio destacar as células dos frascos e
preparar suspensdes celulares. Para isso, removeu-se o meio de cultura e lavou-se com 5 mL
de tampdo fosfato salino (do inglés phosphate buffered saline - PBS). O PBS foi obtido através
da mistura de cloreto de sédio (NaCl) a 137 mM (Sigma, $7653), cloreto de potdssio (KCl)a 2,7 mM
(Sigma, P9333), hidrogenofosfato de sédio (NaHzP04) a 10 mM (Sigma, S5011) e hidrogenofosfato
de potdssio (KH,P04) a 1,8 mM (Sigma, P0662), dissolvidos em dgua destilada com pH ajustado
a7,4. De seguida, incubaram-se as culturas celulares com 3 mL de uma solug@io de tripsina-EDTA
a 0,25 % (Sigma T4049) durante cinco minutos a 37°C, para que ocorresse a separagdo celular.
Para inativar a tripsina, adicionaram-se 9 mL de meio de cultura e centrifugou-se as suspensoes
celulares a 120 X6 durante 5 minutos (Heraeus Multifuge 1L-R). Apés a centrifugagio,
suspenderam-se os pe/lefs num volume conhecido de meio de cultura. Procedeu-se d contagem
de uma aliquota da suspensio celular, depois de corada com azul de tripano, em cdmara de

nevbaver, num microscopio 6tico invertido (Nikon Eclipse TS 100) com ampliagto de 100 x. Apds
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a contagem, ajustou-se o volume das suspensdes celulares com meio de cultura, de forma @
obter a concentragtio celular pretendida para cada estudo (Poggio e a/, 2014, 2014).

Para se poder efetuar convenientemente a planificagtio dos ensaios /n vifra, foi necessdrio
verificar a taxa de duplicagiio celular da linha celular MDCP-23. Assim, colocaram-se 500.000
células num frasco de 25 cm? com 5 mL de DMEM. Apds 24 horas determinou-se o nimero de
células presentes no mesmo frasco. Calculou-se o tempo de duplicaciio celular a partir da
Equacto 1.

In(2)
In(n® células final/n®° células inicial)]

TD = tempo de incubagio X [

Equactio 1

Estudos de citotoxicidade

Prepararam-se suspensoes com 50.000 células/mL que foram distribuidas por placas de
96 pogos (Sarstedt® 83.1835). Estas placas foram incubadas durante 24 horas para permitir a
adesdo das células.

Apés este periodo, administraram-se o Biodentine™, o WhiteProRoot®MTA e o Life® sob a
forma de meios condicionados nas vdrias concentragdes acima referidas. Em cada pogo foi
substituido o DMEM por 200 UL de meio condicionado, de acordo com a sequéncia de
concentragdes. Em todos os ensaios foram realizados controlos que corresponderam a culturas
celulares ndo submetidas a qualquer tratamento, apenas mantidas em DMEM com 10% de FBS.
Os pogos limitrofes a cada experiéncia foram preenchidos com DMEM, de modo a garantir
condicdes de humidade semelhantes em todos os pogos. As culturas celulares foram incubadas
durante 24, 72 e 120 horas.

Atividade metabolica

Para avaliar o efeito dos biomateriais na atividade metabodlica das células realizou-se o
ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio). 0 MTT é reduzido por
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células metabolicamente ativas devido @ a¢do das enzimas desidrogenases, principalmente
através da ago do complexo Il da cadeia respiratéria mitocondrial, a succinato desidrogenase
ou succinato-coenzima Q redutase. As desidrogenases tém a capacidade de clivar os anéis de
tetrazélio do MTT de cor amarela e formar cristais de formazano de cor azul escura que podem
ser posteriormente solubilizados e quantificados por meios espetrofotométricos, com um
comprimento de onda de 570 nm. Este método colorimétrico constitui, pois, uma forma indireta
de avaliar a functio mitocondrial da célula (Lodish &7 a/, 2008; Poggio e a/, 2014) uma vez que
a quantidade de cristais de formazano obtidos € diretamente proporcional d atividade
metabdlica.

Para a avaliagiio da atividade metabélica, o meio das vdrias culturas celulares foi aspirado
e procedeu-se d lavagem de cada pogo com PBS. Posteriormente, em cada pogo da placa de
cultura, colocaram-se 50 UL de uma solugio de MTT (0,5 mg/mL; Sigma M2128) preparada em
PBS, com pH de 7,4, e incubaram-se as placas no escuro a 37°C durante a noite (Wei e/ a/, 2012).
De forma a solubilizar os cristais de formazano obtidos, acrescentaram-se a cada pogo 100 pL
de uma solucto 0,04 M de dcido cloridrico em isopropanol e deixaram-se as placas em agitagto
durante 30 minutos. O conteddo de cada pogo foi, posteriormente, homogeneizado e a
absorvincia foi quantificada com o comprimento de onda de 570 nm com um filtro de referéncia
de 620 nm, usando o espetrofotdmetro Biotek® Synergy HT. A atividade metabélica expressou-
se como percentagem da atividade metabélica das culturas submetidas aos meios condicionados

em relaco d atividade metabélica das culturas celulares controlo.

Viabilidade celular

0 ensaio da sulforrodamina B (SRB) permite avaliar a viabilidade celular por correlagtio com
o conteddo proteico total. A sulforrodamina B é um corante arroxeado, anidnico e com afinidade
para os aminodcidos bdsicos, aos quais se liga de forma electroestdtica e dependente do pH.
Sob condi¢des acidicas lign-se aos aminodcidos das proteinas celulares e, sob condides

alcalinas, pode ser extraido. Apds fixacio, solubilizagio e medicdo por métodos
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espetrofotométricos, os resultados obtidos correlacionam-se com o nimero de células através
do conteddo proteico total (Papazisis e a/, 1997; Vichai e Kirtikara, 2006; Voigt, 2005).

Para a realizagio do ensaio do SRB, descartou-se o meio de cultura das culturas celulares,
efetuou-se uma lavagem com PBS e deixaram-se secar. Adicionaram-se 50 L de dcido acético
a 1% em metanol e incubaram-se durante 1 hora d temperatura de 4°C. Apés este periodo,
retirou-se o metanol e deixaram-se secar d temperatura ambiente. Adicionaram-se 50 L de
uma solugtio de sulforrodamina B na concentractio de 4 % (Sigma $9012) em dcido acético na
concentracto de 1% e incubaram-se durante 2 horas ao abrigo da luz. Apés este periodo de
tempo, lavaram-se as placas de modo a remover o excesso de SRB e, apds secagem,
adicionaram-se 150 UL de tampdo tris(hidroximetil)aminometano na concentracio de 10 mM,
conjugado com a base hidréxido de sédio, até um pH=10 (TRIS-NaOH). A leitura da absorvincia
foi feita com o comprimento de onda de 540 nm, com um filtro de referéncia de 690 nm, num
espetrofotometro Biotek® Synergy HT.

Os resultados sdo expressos como percentagem do conteddo proteico das culturas
submetidas aos meios condicionados em relagiio ao conteddo proteico das culturas celulares
controlo.

Nos estudos subsequentes, nomeadamente na avaliagio dos tipos de morte celular,
potencial de membrana mitocondrial, ciclo celular e stresse oxidativo, expuseram-se as culturas
celulares aos meios condicionados com biomateriais nas concentragdes de 6,25%, 50% e 100%
durante um periodo de 120 horas. Constituiram excecGo os estudos com o biomaterial Life®,
com o qual a exposicio ds concentracdes de 50% e de 100% ndo proporcionaram um nimero
de células suficiente para prosseguir com a andlise por citometria de fluxo. Foram preparadas

culturas celulares controlo, niio submetidas a qualquer tratamento, em todas as experiéncias.

Proliferactio celular

A preparagiio dos ensaios por citometria de fluxo iniciou-se pela contagem do ndmero de

células apds as 120 horas do tratamento com os meios condicionados. Para além da identificagiio
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do ndmero de células necessdrio para os ensaios, esta metodologia foi, também, uma forma de
avaliar a viabilidade destas populagdes celulares.

Com este objetivo prepararam-se suspensoes com 50.000 células/mL que foram
distribuidas por frascos de 75 cmZ. Estas placas foram incubadas durante 24 horas para permitir
a adesdo das células as mesmas.

Apés a exposicio aos meios condicionados durante 120 horas efetuou-se a contagem celular
no Hemascreen 18 (Hospitex Diagnostics, Florence, Italy). Os resultados expressos traduzem a
razdo entre o nimero de células contadas e o ndmero de células plaqueadas.

A viabilidade e os tipos de morte celular, o potencial de membrana mitocondrial, o ciclo
celular e o stresse oxidativo avaliaram-se por citometria de fluxo. A citometria de fluxo permite
contar, examinar e classificar células ou outras particulas microscopicas suspensas em meio
liquido. Esta técnica permite analisar de forma rdpida, vérias caracteristicas fisicas e quimicas

de células em suspensdo, através de um aparelho de detecto dtico-eletranico.

Morte celular

Tipos de morte celular

Para avaliar a morte celular, consequente da aplicagio dos materiais indutores da
dentinogénese, utilizou-se a dupla marcagdo com a anexina V (AnV) ligada ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e com o iodeto de propideo (IP), que permitem quantificar a viabilidade
celular distinguindo os diferentes tipos de morte celular, como a necrose e a apoptose. A anexina
V permite identificar as células que se encontram em apoptose, uma vez que se liga
especificamente @ fosfatidilserina, um fosfolipido da bicamada lipidica que, nas células em
apoptose, se transloca do folheto interno para o folheto externo da membrana celular. Por outro
lado, o iodeto de propideo é um corante que se intercala no DNA das células apés lesdo
membranar, marcando os ndcleos daquelas que se encontram em apoptose tardia ou em
necrose. Assim, conseguem-se distinguir quatro grupos de células: as células vivas, que se

apresentam negativas tanto para a marcagdo com a anexina V como para a marcagdo com o
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iodeto de propideo; as célulus em apoptose, que se apresentam positivas para a marcagio com
a anexina V e negativas para a marcagto com o iodeto de propideo; as células que se encontram
em apoptose tardia/necrose, que se apresentam positivas para as duas marcagdes; e as células
em necrose, que se apresentam negativas para a marcagdo com a anexina V e positivas para a
marcagdo com o iodeto de propideo (Wei e/ a/, 2012).

Para esta avaliagiio, destacaram-se e concentraram-se, por centrifugagiio a 120 xG durante
5 minutos, as culturas celulares. Lavaram-se os pellets com PBS e incubaram-se com 100 L de
tampdo de ligagdo (constituido por 0,01 M de Hepes [Sigma, H7523], 0,14 mM de NaCl [Sigma,
§7653] ¢ 0,25 mM de CaCl2 [Sigma, C4901]), 2,5 ML de An-V FITC (Immunostep ANXVEKIT
Immunotech) e 1 UL de IP (KIT Inmunotech)), durante 15 minutos a temperatura ambiente, no
escuro. Apés a incubagto, adicionaram-se 400 L de PBS e analisou-se no citometro FACSCalibur
(BD Biosciences). Para a andlise e quantificactio da informacto utilizou-se um soffware especifico
(Paint-a-Gate 3.02, Machintosh Software) que corre em computador dedicado. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de percentagem de células vivas, em apoptose, em apoptose

tardia/necrose e em necrose.

Potencial de membrana mitocondrial

Determinou-se o potencial de membrana mitocondrial usando uma sonda fluorescente, o
JC-1(do ingl€s, 5,5,6,6 -tetrachloro-1,18,3,3-tetraethylbenzimidazolcarbocyanine jodide). 0 J(-
1 é um catido lipofilico que existe em duas formas, mondmeros (M) e agregados (A), consoante
o estado de polarizactio/despolarizagio da membrana mitocondrial, emitindo fluorescéncia com
comprimentos de onda diferentes. Quando o potencial de membrana mitocondrial é elevado
forma agregados que emitem fluorescéncia vermelha. Por sua vez, @ medida que o potencial de
membrana mitocondrial diminui, ou em casos em que a membrana se encontra despolarizada,
0 JC-1 mantém-se no citoplasma sob a forma de monémeros que emitem fluorescéncia verde.
Assim, a razdo entre a fluorescéncia verde e vermelha (M/A, razio mondmeros/agregados),
determinada por citometria de fluxo, fornece uma estimativa do potencial de membrana
mitocondrial (John, St. e# a/, 2006; Proost, De ef a/, 2008).
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Apés decorrido o tempo experimental, centrifugaram-se aproximadamente 10 células com
PBS durante 5 minutos a 120 xG que foram, posteriormente, suspensas em 1 mL do mesmo
tampdo. Incubaram-se as suspensdes celulares durante 15 minutos a temperatura de 37°Ce ao
abrigo da luz com 1 L de JC-1 (Sigma T4069), preparado em dimetilsulfxido (DMSO) na
concentragdo de 5 mg/mL e, posteriormente diluido, de modo a obter uma concentragdo final de
5 Jg/mL. De seguida, lavaram-se novamente as suspensdes com PBS e suspenderam-se em
400 PL do mesmo tampdo. A detectio foi efetuada no citémetro FACSCalibur (BD Biosciences)
com o comprimento de onda de excitacio de 488 nm e de emissdo de 590 nm. Os resultados
obtidos correspondem d@ média de intensidade de fluorescéncia (MIF) para os agregados e para
os mondmeros, tendo-se calculado posteriormente a razdo M/A para cada condicdio

experimental.

Ciclo celular

Avaliou-se o ciclo celular por citometria de fluxo, com recurso ao iodeto de propideo (IP),
corante comummente utilizado para andlise de DNA e do ciclo celular. Este corante tem a
capacidade de se ligar ao DNA, intercalando-se na dupla cadeia da macromolécula, em que @
quantidade de corante ligado é proporcional d quantidade de DNA. Assim, é possivel quantificar
o conteddo de DNA, permitindo conhecer a distribuictio de uma populaciio de células ao longo
das diferentes fases do ciclo celular. As células podem ser classificadas como células em fase
62, M, GO, G1 ou S (Douglas ef a/, 1995; Kalejta, Shenk e Beavis, 1997).

Para este ensaio, as células apds o tempo experimental, centrifugaram-se a 120 xG durante
5 minutos e descartou-se o sobrenadante. Adicionaram-se 200 L de etanol a 70% com o tubo
em agitagdo no vértex e incubaram-se os tubos durante 30 minutos a 4°C. Lavaram-se as células
com 2 mL de PBS e centrifugou-se a 120 xG durante 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante,
adicionaram-se 500 UL de P//RNase solution (Immunostep PI/RNase), e incubaram-se durante
15 minutos no escuro a 37°C. Fez-se a deteciio no citometro FACSCalibur (BD Biosciences) e

utilizou-se o comprimento de onda de excitagtio de 438 nm.
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Os resultados sto apresentados sob a forma de percentagem de células na fase Pré-GO0, na
fase 6G0/G1, na fase S ou na fase G2/M.

Stresse oxidativo

Determinou-se a expressdo intracelular de perdxidos, por citometria de fluxo, através da
oxidacio intracelular da sonda ndo fluorescente DCFH;-DA  (do inglés, 2,7~
dichlorodifiydroflvorescein diacetate). Este composto lipossoldvel, entra nas células e acumula-
se principalmente no citosol, onde é desacetilado por esterases intracelulares sob a forma de
2, T'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH). Este produto, ndo fluorescente, é oxidado na presenca
de perdxidos com formacto de 2',7’-diclorofluoresceina (DCF), um composto que é facilmente
visualizado pela emissdo de fluorescéncia no comprimento de onda de 522 nm, quando excitada
com luz de comprimento de onda de 498 nm. A fluorescéncia € proporcional @ concentracdo de
peroxidos intracelulares, incluido o perdxido de hidrogénio (Camargo ef o/, 2009; Dikalov,
Griendling e Harrison, 2007; Tarpey, 2004).

Apés o periodo experimental centrifugaram-se as suspensdes celulares, com
aproximadamente 106 células, a 120 xG durante 5 minutos e adicionou-se PBS para lavar.
Suspendeu-se o pelletem 1 mL de PBS e incubou-se durante 45 minutos, sem luz, a 37°C com
5 UM de DCFHz-DA (Molecular probes, Invitrogen). Lavou-se a suspensto celular com PBS, foi
centrifugada a 120 xG durante 5 minutos e suspensas as células em tampdo. Posteriormente,
fez-se a detectio, por citometria de fluxo, no citémetro FACSCalibur (BD Biosciences) e utilizou-
se o comprimento de onda de excitagdo de 620 nm. Os resultados sto obtidos sobre a forma de

média de intensidade de fluorescéncia e foram normalizadas em relag@o aos controlos.

Morfologia celular

Numa placa de 12 pogos colocaram-se lamelas com o auxilio de instrumentos estéreis, na
cdmara de fluxo laminar. Distribuiram-se células da linha MDPC-23 numa concentragto 143.000

células por mL de meio, em 700 UL de DMEM suplementado com 10% de FBS. Apés 24 horas de
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incubacto, para adesdo das células d lamela, sujeitaram-se estas aos meios condicionados dos
diferentes materiais Life®, WhiteProRoot®MTA e Biodentine™ na concentragiio 50%, e s6 com
DMEM suplementado com 10% de FBS para o grupo controlo. Colocaram-se as culturas celulares
a 37°C, numa atmosfera humidificada com 95% de ar e 5% de (0, durante 120 horas, na
incubadora HeraCell 150.

Efetuou-se a avaliagdo das caracteristicas morfoldgicas, com recurso @ microscopia dtica,
apéds a coloragiio das células com meio May-Griinwald Giemsa. Esta coloragtio constitui uma
modificacdo a coloractio de Aomanowsky, que é metacromdtica e que demonstra a arquitetura
geral celular de forma rdpida e fdcil. Os corantes utilizados conferem propriedades cromdticas
ds células onde os ndcleos aparecem corados de vermelho a violeta e o citoplasma de rosa a
azul.

Os esfregacos das lamelas, depois de secos ao ar, sujeitaram-se a 1,5 mL de solugdo de
May-Griinwald durante 3 minutos e, posteriormente, a igual volume de dgua destilada durante
1 minuto. Apds decantagtio desta dltima, acrescentaram-se 3 a 4 gotas da soluciio de Giemsa,
que atuou durante 15 minutos. Apds estes procedimentos, lavaram-se as ldminas em dgua
corrente e observaram-se ao microscopio dtico Nikon Eclipse NI. Obtiveram-se as fotografias a
partir da cdmara Nikon 0S-Fi2 acoplada ao microscopio e, posteriormente, captaram-se e
analisaram-se as imagens com recurso ao software NIS-Elements D. Obtiveram-se fotografias

com ampliagto de 100x, 200x e 500x.

Diferenciaciio celular

Nos estudos subsequentes em que as culturas celulares foram marcadas para determinar a
atividade e a expressdo génica da fosfatase alcalina, expuseram-se as células aos trés
biomateriais nas concentracdes de 6,25% e de 50% durante 96 horas. Para todas as
experiéncias foram preparadas culturas celulares controlo, ndo submetidas a qualquer

tratamento.
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Fosfatase alcalina - ensaio enzimdtico

As fosfatases alcalinas sdo uma classe de enzimas que hidrolisam moléculas que contém
fosfato sob condi¢des alcalinas. Nos seres humanos, existem principalmente quatro tipos
diferentes destas enzimas, presentes nos tecidos do intestino, da placenta e outras nio
especificas de tecido como o exemplo observado na Figura 11. Este Gltimo tipo de isoenzima néo
especifica de tecido pode ser expressa no figado, no osso, no rim e nos tecidos da cavidade oral

como a polpa dentdria e o tecido periodontal (0’Connor e/ a/, 2008; Singh ef a/, 2012)

Figura 11: Diagrama colorido da estrutura dimérica da fosfatase alcalina bacteriana (Coleman, 1992).

A fosfatase alcalina é um marcador fenotipico de células pluripotentes (do inglés pluripotent
stem cells - PSCs), incluindo as indiferenciadas embriondrias e as pluripotentes indutoras. Mais
recentemente, o aparecimento de colonias ALP positivas, durante as fases iniciais da
reprogramacdo, levou a que seja utilizada como um indicador inicial de reprogramacdo hem-
sucedida. No entanto, a expressio de ALP é pouco sensivel na distin¢dio de células diferenciadas
e ndo diferenciadas, uma vez que o seu nivel de expressdo é extremamente dependente do tipo
de linha celular. A coloragdo ALP tem sido utilizada como um método rdpido e fdcil que resulta
num cromogéneo especifico ou coloragdo fluorescente das células (Lu ef a/, 2011; 0’Connor &f
al, 2008; Singh ef al, 2012). Ao contrdrio de outras metodologias o método Alkaline
Phosphatase Live Stain permite a marcagdo de células vivas. Este substrato para a fosfatase

alcalina é permedvel intracelularmente, sendo metabolizado pelas enzimas ALP presentes

127



INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

dando origem a um produto fluorescente verde brilhante. Este difunde-se para fora da célula,
ndo deixando nenhum produto enzimatico acumulado na mesma.

Para o realizagio deste ensaio foi utilizado o kit Alkaline Phosphatase Live Stain
(Thermofisher - Life Technologies Corporation) que pode ser aplicado sob culturas celulares
aderentes sem perda de potencial de proliferacio ou diferenciagdo das mesmas. Apds a sua
remogdo do meio de cultura, as células perdem o sinal de fluorescéncia em 60 a 90 minutos.

Para este ensaio, distribuiram-se as células da linha MDPC-23 em placas de 96 pogos, numa
densidade de 50.000 células por mL de meio ds quais se adicioaram 200 uL de DMEM
suplementado com 10% de FBS. Apds 24 horas de incubacto, para adesdo das células aos pogos,
sujeitaram-se aos procedimentos referidas atrds.

Lavaram-se as culturas celulares duas vezes durante 2 a 3 minutos com meio DMEM sem
FBS, pré-aquecido, preparado de fresco. Para a preparacto do substrato AP Live Stain procedeu-
se d sua descongelagdo d temperatura ambiente e preparou-se a solucdo de trabalho 1x a partir
da dilvi¢tio da solugdio 500x com meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium:Nutrient mixture F-12
(DMEM/F-12, Gibco® 31330-038) numa concentragdo de 5,14 ul por mL. De seguida, o substrato
AP Live Stain foi imediatamente aplicado sobre as culturas celulares de estudo. Incubaram-se
as células com a solugtio durante 45 minutos a 37°C, numa atmosfera hdmida com 95% de ar e
5% de C0;e, de seguida, lavaram-se cuidadosamente duas vezes durante 5 minutos com o meio
DMEM sem FBS para remover a solugto de coloracto nio internalizada. Logo apés, marcaram-
se as culturas celulares com o corante nuclear Hoechst 33252, com uma solugdio de 5 pg/mL da
sonda em PBS durante 15 minutos no escuro. Apds a lavagem final com PBS, procedeu-se @
visualizagdo das culturas celulares sob microscopia fluorescente, utilizando os filtros FITC
padrdo e o DAPI (Singh et a/, 2012).

Adquiriram-se as imagens no microscopio dtico Leica com uma resolugiio de 1920x1080;
ampliagtio 100x; exposicdo de 46,8 a 50 msegundos para o filtro azul e 1 segundo para o filtro
verde; ganho 2,3, saturacio 2 e gama 1,04. As imagens obtidas foram posteriormente

processadas com o software Image/(Java-based image processing program).
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Fosfatase alcalina - expressdo génica

Efetuou-se a quantificagtio da expressdo do gene ALPpor Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction(RT-PCR) em tempo real. Esta técnica utiliza um sistema de detecdo de
fluorescéncia para determinar os niveis de expressdo génica e apresenta como principal
vantagem a quantificacto fidvel e reprodutivel de RNA inicial. Avaliou-se entdo a expressdo
génica, por quantificagtio relativa com recurso ao sistema de detecto de amplificacio SybrGreen
da BioRad utilizando o método 2-2°¢'(Daltoé e a/, 2016). Este método de quantificacio relativa
baseia-se na normalizacGo dos resultados por comparag@o com a quantificacio da expressdo de
um gene constitutivamente expresso. Distribuiram-se as células da linha MDPC-23 por frascos
de 75 mL, numa densidade varidvel, de modo a garantir o nimero de células suficiente para a
realizagtio da técnica. Assim, distribuiram-se 100.000 células por mL de meio para o controlo,
150.000 células por mL de meio para os grupos dos biomateriais WhiteProRoot®MTA e
Biodentine™. Para as concentragdes do biomaterial Life® plaqueram-se 250.000 células por mL
de meio para a concentragdo de 6,25% e 500.000 células por mL de meio para a concentragtio
de 50%. Estas culturas celulares propagaram-se em 10 mL de DMEM suplementado com 10% de
FBS. Apds 24 horas de incubagto, para adesdo das células aos frascos, sujeitaram-se estas aos
procedimentos referidas atrds.

Efetuou-se a extracio de RNA das células utilizando o NZYol (NZYtech). Este produto,
constituido a base de fendis, permite lisar as membranas celulares e expor o conteddo celular
conservando a integridade do RNA. Assim, lavaram-se aproximadamente 2 milhdes de células
em cultura duas vezes com PBS, por centrifugactio a 200 xG durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Suspendeu-se o sedimento em 1 mL de NZYol, efetuando-se a lise por agitacdo intensa
e sucessivas pipetagens. De seguida, as amostras incubaram-se durante 5 minutos d
temperatura ambiente. Posteriormente, adicionaram-se 200 UL de cloroférmio e agitaram-se
os tubos manualmente durante 15 segundos. Seguiu-se nova incubagio de 3 minutos d
temperatura ambiente. Findo este tempo de incubagio, centrifugaram-se os lisados a 4°C
durante 15 min a 12.000 xG. Durante esta centrifugacto originam-se duas fases na amostra,

ficando o RNA na fase aquosa (superior). Removeu-se a fase aquosa para um novo tubo e
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adicionaram-se 500 L de isopropanol frio de modo a precipitar o RNA. As amostras incubaram-
se, novamente, d temperatura ambiente durante 10 minutos e centrifugaram-se a 12.000 xG6
durante 10 minutos, a 4°C. Posteriormente, removeu-se o sobrenadante e lavou-se o sedimento
com 1 mL de etanol a 75%, por centrifugagdo a 7.500 xG durante 5 minutos a 4°C. 0 sedimento
secou-se d temperatura ambiente de modo a permitir a evaporagio do etanol e, posteriormente,
suspendeu-se em dgua livre de RNases.

Quantificaram-se as amostras de RNA assim obtidas, e o grav de pureza avaliou-se
recorrendo a espectrofotometria de absor¢io (NanoDrop® 1000 Spectrophotometer).
Determinou-se o grau de pureza do RNA através da razdio dos resultados obtidos com o
comprimento de onda de 260 nm e de 280 nm, tendo sido utilizadas apenas as amostras com
grau de pureza entre 1,95 e 2,05 e com concentragio superior a 50 ng/UL. Posteriormente,
armazenaram-se as amostras a -80°C. Seguidamente, procedeu-se d converstio do RNA para
DNA complementar (¢cDNA) através do kit comercial Superscript /// (Invitrogen), seguindo as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, num tubo adicionaram-se J/jgodTna concentragiio de
5 UM, randon hexamers na concentragio de 5ng/ML), 1 Mg de RNA e uma mistura de
desoxinucleotidos ftrifosfatados de adenina, guanina, citosina e timina (dNTPs) a uma
concentragio de 10 mM e dgua destilada livre de RNases. Aqueceu-se a mistura a 65°C durante
5 minutos e, de seguida, colocou-se em gelo. Posteriormente, adicionou-se tampdo de sintese
de cDNA, DTT na concentragto de 0,1 M, um inibidor das RNases, o RNase OUT™, e a transcriptase
reversa Supercript 11l (Invitrogen). Finalmente, incubou-se a mistura final a 25°C durante 10
minutos, a 50°C durante 50 minutos e a 85°C durante 5 minutos. Por fim adicionou-se RNase H
e procedeu-se a nova incubagto durante 20 minutos a 37°C. Estas incuba¢@es realizaram-se no
termociclador MyCycler™ (Bio-Rad). Guardou-se o ¢DNA a -80°C para posterior utilizaggo.
Amplificou-se o ¢DNA de cada uma das amostras e quantificou-se através do uso de primers
forward e reverse (Gapdh forward 5-GACAACTTTGGCATCGTGGA-3' e reverse 5'-
ATGCAGGGATGATGTTCTGG-3; Ajpt forward 5-CGCCTATCAGCTAATGCACAACA-3 e reverse 5'-
ATGAGGTCCAGGCCATCCAG-3’ (Bue ef af, 2012; Nozaki ef a/, 2005; Osyczka et af, 2004), na
concentragdo de 300 nM, a que se juntou uma mistura de reagdo contendo DNTP’s, polimerase e

SyBrGreen (SsoAdvanced ™ Universal SYBR® Green Supermix, Bio-Rad), o fluoréforo que se
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incorpora na dupla cadeia de DNA emitindo fluorescéncia. A qPCR foi realizada no termociclador
(FX96 Touch System Real-Time PCR (Bio-Rad). A reacto de amplificacdo iniciou-se por um ciclo de
desnaturagdo inicial a 95°C durante 30 sequndos, seguida de 40 ciclos de amplificagtio, composto
por uma fase de desnaturaciio a 95°C durante 10 segundos e um periodo de emparelhamento a
60°C durante 15 segundos. Por fim, efetuou-se uma curva melting através de um ciclo de
desnaturagtio que decorreu entre os 55°C e os 95°C, com incremento de 0,5°C a cada 10
segundos. Quantificaram-se as amostras em duplicado e para cada gene em estudo e, em cada
placa de amplificacio efetuou-se uma reta padrio, obtida através de dilvicdes seriadas da
amostra positiva. A obtencto deste parGmetro permitiv determinar a eficiéncia da reagdo,
calculada através do declive da reta. Consideraram-se para o estudo, as placas de amplificagiio
cuja eficiéncia se encontrava entre os 90% e os 105%, garantindo assim uma andlise fidedigna
dos resultados (Livak e Schmittgen, 2001). Os resultados representam a média % erro padrdo
de 4 experiéncias independentes, e expressaram-se em variagio da expressdo génica relativa

ao gene Gapdh.

Mineralizagdo

Nos estudos subsequentes em que se marcaram as culturas celulares para detetar a
presenca de sialoproteina da dentina, expuseram-se as células aos trés biomateriais nas
concentragdes de 6,25% e de 50% durante 96 horas.

Nos estudos em que se submeteram as culturas celulares @ coloragtio A/izarin Red S, us
células expuseram-se aos trés biomateriais nas concentragdes de 6,25% e de 50% durante 120
horas. Para todas as experiéncias prepararam-se culturas celulares controlo, nio submetidas a

qualquer tratamento.

Sialoproteina de dentina

A matriz orgdnica da dentina é composta por proteinas colagénicas e nio colagénicas. Entre

estas Oltimas, a sialoproteina da dentina (DSP) é expressa predominantemente nos
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odontoblastos e em menor grau nos osteoblastos e, por isso, é considerada como um marcador
genético representativo dos primeiros, desempenhando um papel fundamental na diferenciagto
dos odontoblastos e na dentinogénese (Rahman e o/, 2014). A DSP tem origem na parte N
terminal da 25PP, sendo pouco fosforilada, rica em dcido aspdrtico e glutdmico, glicina e serina.
Tem um peso molecular de 52.5 kDa, contendo cerca de 350 aminodcidos e 75 monossacarideos
(Goldberg et a/, 2011). A sialoproteina da dentina é uma glicoproteina rica em dcido sidlico,
expressa nos estddios iniciais do desenvolvimento dentdrio, antes da degradagdo da membrana
basal. 0 mRNA da DSP foi detetado em pré-odontoblastos e em amelobastos, sugerindo o seu
papel importante na diferenciagtio dos odontoblastos (Garant, 2003).

Distribuiram-se as células da linha MDPC-23 por placas de 12 pocos com lamelas numa
densidade 143.000 células por mL de meio, e cultivadas em 700 uL de DMEM suplementado com
10% de FBS. Apds 24 horas de incubag@o para adesdo das células a lamela, sujeitaram-se estas
as experiéncias.

Apds o periodo experimental, lavaram-se as culturas celulares com PBS, fixaram-se com
3,7% de paraformaldeido durante 30 minutos a temperatura ambiente e lavaram-se duas vezes
com PBS. Procedeu-se de seguida a permeabilizagdo com 7riton0,5% em PBS durante 15 minutos
e, posteriormente, ao bloqueio da peroxidase com perdxido de hidrogénio a 0,3% em PBS
durante 5 minutos. Apds estes procedimentos, lavaram-se com PBS duas vezes e com PBS com
0,5% de BSA (do inglés bovine serum albumin) mais duas vezes. De sequida bloquearam-se as
culturas celulares utilizando 2% de BSA durante 45 minutos. Lavou-se, novamente, com PBS com
0,5% de BSA uma vez e procedeu-se d incubagdo das culturas com o anticorpo primdrio [DSP(M-
20) Antibody, Santa Cruz Biotechnology, Europe, 1:100] durante 60 minutos & temperatura
ambiente. Apés o periodo de incubagiio lavaram-se cinco vezes com PBS com 0,5% de BSA e
procedeu-se @ incubagio com o anticorpo secunddrio (Polyclonal Rabbit Anti-goat
immunoglobulins/HRP, Duko, Denmark, 1:100) durante 90 minutos a temperatura ambiente. As
dilvigdes dos anticorpos foram efetuadas com PBS a 0,5% de BSA. Lavaram-se cinco vezes com
PBS com 0,5% de BSA durante 1 minuto em cada lavagem e incubaram-se as culturas com uma
mistura de substrato (Swbstrate Buffer, Duko, Denmark) e cromogéneo (JA4B8* Chromogen, Dako,

Denmark) na concentraciio de 20 ulL de cromogéneo/mL de substrato durante 25 minutos.
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Posteriormente, lavaram-se duas vezes com PBS com 0,5% de BSA e procedeu-se & contra-
coloragdo com hematoxilina durante 15 minutos. De seguida lavou-se com uma sequéncia de
dgua destilada, 0,037 mol/L de amdnia (20 uL em 10 mL de dgua destilada) e de dgua destilada
durante 5 minutos, e procedeu-se @ montagem das lamelas nas liminas. 0 meio de montagem
utilizado foi o glicerol em PBS (Dako, Denmark). Deixou-se secar durante a noite e obtiveram-se
imagens no microscopio 6tico Moticam 1080 com uma resolugtio de 1920x1080, ampliagto 100x.
As imagens obtiveram-se todas com as mesmas definigdes.

Nas imagens obtidas, para uma avaliagto qualitativa da marcagtio da proteina utilizou-se a

objetiva 10X, com luminosidade minima.

Depdsitos de cdlcio - morfologia

0 ensaio com o corante a/izarin red S (A5533 Sigma-Aldrich) é um ensaio citoquimico
utilizado para determinar o grau de mineralizagto através da visualizactio dos depdsitos de
cdlcio nas culturas celulares e seccdes tecidulares. 0 alizarin red S (do inglés, 3,4-Dikydroxy-
9 10-dioxo-2-anthracenesvlfonic acid sodivm salt) como observado na Figura 12, é um
derivado de antraquinona, ndo € estritamente especifico para o cdlcio, uma vez que o magnésio,
0 mangangs, o bdrio, o estroncio e o ferro podem interferir, mas estes elementos normalmente
ntio ocorrem em concentragdo suficiente para interferir com a coloragdo. Os depdsitos de cdlcio
extracelulares formam um complexo corante-cdlcio de cor vermelha por um processo de

quelagdo, sendo uma reacdo hirrefringente (Eid 67 a/, 2013; Paul, Reginato e Schumacher, 1983).
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Figura 12: Férmula quimica do 3,4-Diydroxy-9,10-dioxo-2-anthracenesulfonic acid sodivm salt (alizarin red
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Distribuiram-se as células da linha MDPC-23 por placas de 12 pocos numa densidade
143.000 células por mL de meio, e cultivaram-se em 700 uL de DMEM suplementado com 10%
de FBS. Apds 24 horas de incubagdo, para adesdo das células a placa, estas foram sujeitas as
experiéncias. Utilizou-se a solucio de alizarin red S na concentragio de 40 mM. Para esta
solucdo, o valor de pH é critico e deve ser entre 4,1 a 4,3. A obtenctio do pH de 4,2 ajustou-se
com NH4OH e HCI (Atari ef a/, 2012; Cai, Zhang e Chen, 2016; Salehi ef a/, 2016; Tang e Saito,
2015; Yang et a/, 2010).

Apds o periodo experimental, lavaram-se as culturas celulares com PBS trés vezes, fixaram-
se com paraformaldeido na concentraco de 4% durante 15 minutos d temperatura ambiente, e
lavaram-se novamente com PBS trés vezes. Por fim coraram-se com uma solugto preparada de
Alizarin Red Staining durante 20 minutos a 37°C. Apés a coloraciio sujeitaram-se as placas a
vdrias lavagens com PBS até d remocdo total do corante (Lin e/ 4/, 2011; Man &7 af, 2012).

Fotografaram-se as placas para obtencdo das imagens através do microscopio dtico
MoticamPro 285A com uma resolucio de 1360x1024. Obtiveram-se as imagens todas com as
mesmas defini¢des. Nas imagens obtidas para uma avaliagiio qualitativa dos nédulos (depdsitos

de cdlcio) corados utilizou-se a objetiva 10X.

Depésitos de calcio - quantificagdo

Para a andlise quantitativa, apds lavagem das células com PBS, adicionaram-se a cada pogo
200 pL duma soluciio de extragdo composta por 10% (w/v) de dcido acético e 20% (w/v) de
metanol, durante 40 minutos @ temperatura ambiente, com agitagto. Mediu-se a absorvéncia
dos extratos com o comprimento de onda de 490 nm num espetrofotometro Biotek® Synergy HT
(Cai, Zhang e Chen, 2016). Os resultados da andlise quantitativa apresentam-se sob a forma de

média X erro padrio e variagto em relagdo ao controlo.
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Andlise estatistica

Realizou-se a andlise estatistica com recurso ao soffware IBM® SPSS® versdo 20. Para a
avaliagtio da normalidade da distribuictio das varidveis quantitativas utilizou-se o teste Shapiro-
Wilk.

Realizou-se a comparacio da atividade metabélica das culturas celulares submetidas a
tratamento com as culturas celulares controlo, utilizando o teste ANOVA (do inglés, analysis of
variance) de um fator nos casos em que se verificou uma distribuicdo normal e homogeneidade
de varidncias. Quando se verificou o contrdrio, realizou-se o teste Kruskal-Wallis. Efetuou-se o
mesmo tipo de andlise para as comparagdes maltiplas entre grupos e tempos experimentais.

Compararam-se os resultados do conteddo proteico tendo como base os mesmos critérios
e os mesmos testes da atividade metabélica.

Relativamente ds vias de morte, potencial de membrana e ciclo celular, realizou-se a
comparagdo entre condi¢des com o teste ANOVA quando se verificou uma distribui¢iio normal e
homogeneidade de varidncias, e quando o contrdrio se verificava foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis. De seguida realizaram-se comparagdes miltiplas entre grupos experimentais
utilizando testes nio paramétricos como o teste de Aruskal-Wallis ou o teste de Mann-Whitney-
Wilcoxon usado para testar a heterogeneidade de duas amostras ordinais.

Relativamente d producdo de superdxidos, realizou-se a comparacto entre condicdes com
o teste ANOVA quando se verificava uma distribuiciio normal e homogeneidade de vari@ncias, e
quando o contrdrio se verificava realizou-se o teste de Aruskal-Wallis. De seguida realizaram-
se comparacdes miltiplas entre grupos experimentais utilizando o teste 7-Student, e testes ndo
paramétricos como o teste de Kruskal-Wallis ou o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon vsado para
testar a heterogeneidade de duas amostras ordinais.

Quanto d avaliagto da expressio do gene 4/7, realizou-se a comparagdo entre condicdes
com o teste /-samplel-testquando se verificava uma distribuicio normal e homogeneidade de
varidncias, e quando o contrdrio se verificava realizou-se o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon.

De seguida realizaram-se comparacdes maltiplas entre grupos experimentais utilizando testes
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ndo paramétricos como o teste de Aruska/l-Wallisusado para testar a heterogeneidade de duas
amostras ordinais.

Relativamente d avalia¢iio da formacdo dos depdsitos de cdlcio através do ensaio do
Alizarin Red S, realizou-se a comparacio entre condigdes com o teste /-Sfudent quando se
verificava uma distribui¢do normal e homogeneidade de varidncias, e quando o contrdrio se
verificava foi realizado o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon. De seguida realizaram-se
comparagdes maltiplas entre grupos experimentais utilizando testes ndo paramétricos como o
teste de Kruskal-Wallis usado para testar a heterogeneidade de duas amostras ordinais.

Corrigiram-se todas as comparagdes mdltiplas segundo o método de Bonferroni e foi

considerado um valor de significincia de 5% para todas as comparagges.

Resultados

Tal como descrito nos materiais e métodos, e antes da exposicto das culturas celulares aos
meios condicionados, foi efetuada a avaliagtio dos pH dos mesmos. O ajuste deste pH ndo foi

efetuado, tal como o recomendado pela norma I1S0.

Meios condicionados

Apés a obtengdo dos meios condicionados, efetuou-se a medicdo do pH dos mesmos. Estes
procedimentos realizaram-se para todos os materiais de estudo e para todas as concentragdes
usadas. Os resultados desta medicdo estto representados na Tabela 2.

Como se pode observar na Tabela 2, os valores de pH dos meios condicionados obtidos com
todos os hiomateriais e para todas as concentragdes estdo no espetro alcalino da escala. 0 valor
de pH mdximo medido foi de 10,90%1,30 para WhiteProRoot®MTA na concentracio 100%
enquanto o valor minimo foi de 7,93%0,31 para o Biodentine ™ na concentracto de 6,25%. Para
cada biomaterial, o pH diminui com a diminvigdo da concentragio do meio condicionado,

aproximando-se nas concentragdes mais baixas de valores perto do pH neutro.
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Tabela 2: Valores de pH para cada material em cada concentragto. Os valores expressos sto a média de pelo menos
trés medicdes de meios condicionados diferentes e desvio padrdo. (MED- média; DP — desvio padrdo)

- Life® WhiteProRoot®MTA Biodentine™
Concentragtio
| MEDZDP | MEDDP | MEDDP
100% 10,5140,64 10,90+1,30 10,8240,76
50% 9,0140,42 9,26+0,37 8,70+0,60
25% 8,60+0,27 8,43+0,64 8,18+0,58
12.50% 8,2740,29 8,224:0,51 8.030,42
6.25% 8,100,32 8,070.46 793+0,31

Os diferentes meios condicionados com os vdrios hiomateriais nas vdrias concentragdes
apresentaram valores de pH semelhantes entre si havendo, no entanto, algumas variagdes.
Para as concentragges de 100% e de 50%, o WhiteProRoot®MTA apresentou os valores mais
elevados de pH. Nas concentragdes de 25%, de 12,5% e de 6,25%, o Life®apresentou os valores
mais elevados de pH. 0 Biodentine™ revelou sempre os valores mais baixos de pH para todas

as concentragdes, exceto na concentragio de 100%, cujo valor mais baixo é referente ao Life®.

Estudos de citotoxicidade

Para se efetuar a planificagtio dos estudos de citotoxicidade, foi previamente calculada a
tempo de duplicacto da linha celular MDCP-23. 0 tempo de duplicagtio obtido traduz uma média

de 6 ensaios e foi de 17,4814,25 horas para a linha celular MDPC-23. Procedeu-se, de seguida,

aos estudos de citotoxicidade.

Atividade metabolica

Os resultados experimentais da avaliagdo da atividade metabdlica das células da linha

MDP(-23, obtidos pelo ensaio do MTT, estto representados na Figura 13.
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De um modo geral, o tratamento com o Life® determinou a diminvigdo significativa da
atividade metabélica quando as culturas celulares foram expostas a meios condicionados com
concentragdes iguais ou superiores a 12,5%. No caso do Biodentine™ tambhém se verificou uma
diminuvicio estatisticamente significativa da atividade metabélica quando as células foram
incubadas com a maior concentragio estudada. Pelo contrdrio o WhiteProRoot®MTA niio
determinou alteracdes significativas da atividade metabélica celular, observando-se sempre
valores superiores a 75,9715,32%.

As culturas celulares submetidas aos meios condicionados com Life® apresentaram uma
diminuicdo muito acentuada da atividade metabdlica tanto apés incubagdo durante 120 horas,
como durante 72 horas ou 24 horas.

Para a exposicio a concentraciio de 100%, a atividade metabédlica foi significativamente
reduzida para 3,1020,95% (p<<0,001) apds 24 horas de incubagiio e atingiv valores de
0,9010,23% (p<<0,001) apés 72horas de incubagio e de 0,67£0,21% (p<<0,001) apés 120
horas de incubaggo.

Para o tratamento com os meios condicionados com esta concentragdo verificou-se ainda
que a atividede metabdlica das culturas celulares incubadas durante 24 horas foi
significativamente superior d das expostas durante 72 horas (p<0,05) e a das expostas durante
120 horas (p<<0,01).

0 tratamento com os meios condicionados com Life® na concentragiio de 50% determinou
a reducdo da atividade metabélica para 1,7130,40% (p<<0,001) apds 24 horas de incubagdio,
para 0,6310,14% (p<<0,001) apds 72 horas de incubagtio e para 0,560,21% (p<<0,001) apos
120 horas de incubagtio. Adicionalmente, para o tratamento com os meios condicionados com
esta concentragtio verificou-se que a atividude metabélica das culturas celulares expostas ao
composto durante 24 horas foi significativamente superior a das expostas durante 72 horas
(p<<0,05) e durante 120 horas (p<<0,05).
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Figura 13: Atividade metabolica das células MDPC-23, quando submetidas ao tratamento com os meios condicionados
com os biomateriais Life®, WhiteProRoot®MTA e Biodentine ", apds 24, 72 e 120 horas. Os resultados representam a
média e erro padrdo de 6 ensaios duplicados independentes. As diferencas significativas em relagiio ao controlo, entre
condigGes ou entre tempos de estudo, estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<<0,01 e ***
significa p<0,001.
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0 tratamento com os meios condicionados com Life® na concentragio de 25% determinou
a reducto da atividade metabolica para 42,67+4,90% (p<0,001) apds 24 horas de incubagdo,
para 7,74%2,93% (p<<0,001) apés 72 horas de incubagtio e para 1,550,73% (p<<0,001) apés
120 horas de incubagto. Adicionalmente, para o tratamento com os meios condicionados com
esta concentragtio verificou-se que a atividade metabdlica das culturas celulares expostas ao
composto durante 24 horas foi significativamente superior a das expostas durante 72 horas
(p<<0,01) e durante 120 horas (p<<0,001).

0 tratamento com os meios condicionados com Life® na concentracto de 12,5% determinou
a redugtio da atividade metabdlica para 61,6514,68% (p<<0,001) apéds 24 horas de incubagdo,
para 41,42£6% (p<0,001) apds 72 horas de incubacto e para 25,1714,14% (p<<0,001) apés
120 horas de incubagto. Adicionalmente, para o tratamento com esta concentragiio verificou-se
que a atividade metabdlica das culturas celulares expostas ao composto durante 24 horas foi
significativamente superior d das expostas durante 72 horas (p<<0,05) e durante 120 horas
(p<<0,001).

Nas culturas celulares submetidas ao tratamento com o Life® numa concentragdo 6,25%
apenas se verificou uma reducto significativa da afividade metabélica para 68,4214,28%
(p<<0,001) apds 120 horas de incubagdo. Alguns aspetos relevantes sobressairam quando se fez
a comparagto entre as culturas celulares submetidas a diferentes concentragdes dos meios
condicionados com o biomaterial Life® mas com o mesmo tempo de incubag@o.

Assim, para as culturas celulares expostas ao meio condicionado com este biomaterial,
durante 24 horas, observou-se que a atividade metabdlica das mesmas com a concentragdo de
100% foi inferior a obtida com a concentragto de 25% (p<<0,05), d obtida com a concentragdo
de 12,5% (p<<0,001) e a obtida com a concentragdio de 6,25% (p<0,001). Do mesmo modo, a
atividade metabdlica das culturas celulares expostas ao meio condicionado com Life® na
concentragio de 50% foi significativamente inferior a obtida com a concentracio de 25%
(p<<0,01) e @ obtida com a concentragdo de 6,25% (p<<0,001).

Resultados idénticos para a atividade metabélica das culturas celulares foram obtidos apés
72 horas de exposicio aos meios condicionados com o biomaterial Life® na concentracto de

100% que foi inferior a obtida com a concentragio de 50% (p<<0,01) e d obtida com a
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concentragio de 6,25% (p<<0,001). Também, a atividade metabdlica das culturas celulares
expostas ao meio condicionado com a concentragio de 50% foi inferior @ obtida com a
concentracto de 12,5% (p<<0,01) e & obtida com a concentragdo de 6,25% (p<0,001). 0 mesmo
se verificou quando as culturas foram expostas ao meio condicionado com a concentragtio de
25% em comparagto com as da concentracto de 6,25% (p<<0,01).

Simultaneamente, ds 120 horas observou-se que a atividade metabdlica das culturas
celulares expostas aos meios condicionados com a concentragio de 100% foi inferior d das
expostas @ concentragio de 12,5% (p<<0,01) e d das expostas @ concentragio de 6,25%
(p<<0,001). Também, a atividlade metabélica das culturas celulares submetidas aos meios
condicionados com a concentracio de 50% foi inferior d das submetidas a concentragdo de
12,5% (p<<0,01) e d das submetidas a concentracdo de 6,25% (p<<0,001). 0 mesmo se verificou
quando as culturas foram expostas aos meios condicionados na concentragiio de 25%, em
comparagdo com as da concentragdo de 6,25% (p<<0,01).

0 tratamento com os meios condicionados com Biodentine™ na concentracio de 100%
determinou uma redugdo da atividade metabélica para 37,68% (p<0,001) apés 24 horas de
incubagdio, para 19£6,6% (p<0,001) apds 72horas de incubagto e para 11,425% (p<<0,001)
apds 120 horas de incubago. O tratamento com os meios condicionados na concentragto
referida permitiv verificar que a atividade metabélica das culturas celulares expostas durante
24 horas foi significativamente superior a das expostas durante 72 horas (p<0,01) e durante
120 horas (p<<0,001).

A comparagdo entre as culturas celulares submetidas a diferentes concentragdes de meios
condicionados com o biomaterial Biodentine™, para um mesmo tempo de incubagdo, salientou
ainda alguns aspetos relevantes. Assim, para as culturas celulares expostas a meios
condicionados com este biomaterial durante 24 horas, observou-se que a atividade metabélica
com concentractio de 100% foi inferior & das expostas a concentragiio de 50% e de 25%
(p<<0,01), assim como a das expostas d concentragiio de 12,5% e de 6,25% (p<<0,001). Do
mesmo modo, nas culturas celulares expostas ao meio condicionado com Biodentine™ durante

72 horas e 120 horas observou-se que quando a concentracio foi de 100% a atividade
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metabédlica foi estatisticamente inferior a das expostas a concentragiio de 50%, de 25%, de
12,5% e de 6,25% (p<<0,001).

A atividude metabélica foi, igualmente, avaliada por comparagdes mdltiplas entre os
diferentes compostos considerando a mesma concentragdo nos diferentes tempos de estudo.

Assim, apds 24 horas de incubagto com os meios condicionados com os vdrios biomateriais
na concentragto 100% verificou-se uma redugto da afividade metabélica das culturas celulares
expostas ao Life® quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<<0,01), e com as
expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). No mesmo periodo de incubagio, mas com
concentragdes de 50%, verificou-se uma redugto da atividade metabdlica das culturas celulares
expostas ao Life®, quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<0,001) e com as
expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Ainda apéds 24 horas de incubagiio com os meios
condicionados com os vdrios biomateriais na concentragio de 25%, observou-se uma redugtio
da atividade metabélica das culturas celulares expostas ao Life® quando comparadas com as
expostas ao Biodentine™ (p<<0,01) e com as expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). Da
mesma forma, apés 24 horas de incubagiio com os meios condicionados com os referidos
biomateriais na concentragto de 12,5%, observou-se uma reducdo da atividade metabélica das
culturas submetidas ao Life® quando comparadas com aquelas submetidas ao Biodentine™ e ao
WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Nas culturas celulares expostas a concentragio de 6,25%, apds
24 horas de incubactio, apenas se verificou a redugto da atividade metabélica com o Life® em
relagio ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001).

Apés 72 horas de incubagiio dos meios condicionados com os biomateriais na concentragtio
de 100%, verificou-se uma reductio significativa da atividade metabélica das culturas celulares
expostas ao Life® quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<<0,01) e com as
expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001), e uma maior atividade metabélica das culturas
celulares expostas ao WhiteProRoot®MTA quando comparadas com as expostas ao Biodentine ™
(p<<0,05). No mesmo periodo de incubacto, para os meios condicionados com as concentragdes
de 50%, verificou-se uma redugiio significativa da atividade metabélica das culturas celulares
expostas ao Life® quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<<0,001) e com as

expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). Ainda, apds 72 horas de incubag@o para os meios

142



CAPITULO V

condicionados com os biomateriais na concentracio de 25%, observou-se uma redugdo
significativa da atividade metabélica das culturas celulares expostas ao Life®, quando
comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<<0,001) e com as expostas ao
WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). Da mesma forma, apés 72 horas de incubagdo com os meios
condicionados com os biomateriais na concentragio de 12,5%, observou-se uma redugdo
significativa da atividade metabélica das culturas submetidas ao Life® quando comparadas com
a das submetidas ao Biodentine™ e ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Nas culturas celulares
expostas aos meios condicionados com os biomateriais na concentragdo de 6,25%, apds 72
horas de incubacto, verificou-se uma reducdo com significado estatistico da atividade
metabélica com o Life® relativamente @ obtida com o Biodentine™ (p<<0,01) ou com o
WhiteProRoot®MTA (p<<0,05).

A atividade metabélica das culturas celulares expostas aos meios condicionados com os
biomateriais apds 120 horas de incubag@o apresentou diferencas da mesma ordem de grandeza
que ds obtidas apds 72 horas, isto €, diferencas com o mesmo significado estatistico com excegtio
apenas para a redugdo significativa da atividade metabdlica das culturas celulares expostas ao
Life® com uma concentragto de 6,25%, quando comparadas com as expostas ao Biodentine ™

na mesma concentragdo (p<0,001).

Viabilidade Celular

Os resultados experimentais da viabilidade celular das células da linha MDPC-23 submetida
aos meios condicionados com os trés biomateriais de interesse, obtidos pelo ensaio do SRB,
estdo representados na Figura 14.

De um modo geral, o tratamento com o meio condicionado com Life® determinou a
diminuigdo significativa da viabilidade celular quando as culturas celulares foram expostas a
qualquer uma das concentragdes de estudo e para todos os tempos de incubagdo. No caso do
meio condicionado com Biodentine™ tamhém se verificou uma diminuicdo estatisticamente
significativa da viabilidade celular, quando as células foram incubadas com as concentragdes de

100% e de 50% para todos os tempos. Pelo contrdrio, o meio condicionado com
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WhiteProRoot®MTA ndo determinou alteragdes significativas da viabilidade celular,
observando-se sempre valores superiores a 76,8716,82%.

As culturas celulares submetidas ao meio condicionado com Life® apresentaram uma diminuigdo
muita acentuada da viabilidade celular tanto apds a incubagtio durante 24 horas, como durante
72 e durante 120 horas. Esta diminvigdo acentuada verificou-se com todas as concentragdes
(p<0,001). Com o meio condicionado com a concentracio de 100%, a viabilidade foi
significativamente reduzida para 2,64£0,63% (p<0,001) apos 24 horas de incubagdo, para
1,6210,38% (p<<0,001) apés 72 horas de incubagdo e para 1,4240,32% (p<0,001) apés 120
horas de incubagdo. O tratamento com meio condicionado com Life® na concentragio de 50%
determinou a reducdo significativa da viabilidade celular para 4,34%1,01% (p<0,001) apés 24
horas de incubactio, para 2,20£0,76% (p<<0,001) apds 72 horas de incubagio e para
0,97£0,24% (p<<0,001) apds 120 horas de incubagdo.

Para o fratamento com esta concentragdo verificou-se, ainda, que a viabilidade celular das
culturas expostas ao composto durante 24 horas foi significativamente superior a das expostas
durante 120 horas (p<<0,01).

0 tratamento com o meio condicionado com Life® na concentragio de 25% determinou,
também, uma redugdo significativa da viabilidade celular para 36,11%3,35% (p<<0,001) apés
24 horas de incubagdo, para 2,6010,89% (p<<0,001) apds 72 horas de incubagio e para
1,9810,75% (p<<0,001) apds 120 horas de incubagdo. Para o tratamento com esta concentrago,
verificou-se ainda, que a viabilidade celular das culturas expostas ao composto durante 24 horas
foi significativamente superior @ das expostas durante 72 horas (p<0,01) e durante 120 horas
(p<0,001). O tratamento com o meio condicionado com Life® na concentracio de 12,5%
determinou a reducdio significativa da viabilidade celular para 55,1314,56% apds 24 horas de
incubagdio (p<<0,001), para 30,26+4,83% (p<<0,001) apds 72 horas de incubagio e para
11,57£2,69% (p<<0,001) apés 120 horas de incubacio. Para o tratamento com esta
concentragdo, verificou-se que a viabilidude celular das culturas expostas ao composto durante
24 horas foi significativamente superior d das expostas durante120 horas (p<0,001) e, da
mesma forma que a das culturas expostas durante 72 horas foi significativamente superior d

das expostas durante 120 horas (p<<0,05).
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Figura 14: Viabilidade celular das células MDPC-23, quando submetidas ao tratamento com os meios condicionados com
os biomateriais Life®, WhiteProRoot®MTA e Biodentine ", apds 24,72 e 120 horas. Os resultados representam a média
e erro padrdo de 6 ensaios duplicados independentes. As diferengas significativas em relagdo ao controlo, entre
condigGes ou entre tempos de estudo estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e ***
significa p<0,001.
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0 tratamento com o meio condicionado com Life® na concentracto 6,25% determinou uma
redugto significativa da viabilidade celular para 76,5913,59% (p<<0,001) apds 24 horas de
incubagdo, para 69,31+4,31 (p<0,001) apds 72 horas de incubacio e para 67,8714,79
(p<<0,001) apds 120 horas de incubagio, ndo havendo diferencas entre os tempos de estudo.

A comparagto entre os efeitos nas culturas celulares submetidas a diferentes concentragdes
do meio condicionado com o biomaterial Life®, para o mesmo tempo de incubacto, salientou
ainda alguns aspetos relevantes. Assim, para as culturas celulares expostas a este meio
condicionado durante 24 horas, observou-se que a viabilidade celular apés exposicio d
concentragiio de 100% foi significativamente inferior a das expostas @ concentracdo de 12,5%
(p<<0,01) e d das expostas @ concentracto de 6,25% (p<0,001). Do mesmo modo, a viabilidade
das culturas celulares expostas ao meio condicionado com Life® na concentragio de 50% foi
significativamente inferior @ das expostas a concentragdo de 12,5% (p<0,01) e d das expostas
d concentragdo de 6,25% (p<<0,001). Também das 72 horas se observou que a viabilidade das
culturas celulares expostas ao meio condicionado na concentracto de 100% foi inferior @ das
expostas @ concentragio de 12,5% (p<<0,01) e d das expostas @ concentragio de 6,25%
(p<<0,001). Quanto a viabilidade das culturas celulares expostas ao meio condicionado na
concentraco de 50%, ela foi inferior a das expostas d concentracdo de 12,5% (p<<0,05) e d das
expostas a concentragio de 6,25% (p<0,001). 0 mesmo se verificou quando as células foram
expostas ao meio condicionado na concentrac¢io de 25%, em comparagio com as da
concentragiio de 6,25% (p<<0,001). Apds 120 horas de incubagio os resultados foram
semelhantes, com a viabilidade das culturas celulares submetidas aos meios condicionados na
concentracdo de 100% a ser estatisticamente inferior d das submetidas & concentraciio de
6,25% (p<<0,001) e d das submetidas a concentra¢do de 6,25% (p<<0,001). Também a
viabilidade das culturas celulares expostas aos meios condicionados na concentragio de 50%,
foi significativamente inferior a das expostas a concentractio de 12,5% (p<<0,05) e a das
expostas d concentracto de 6,25% (p<<0,001). 0 mesmo se verificou quando as culturas foram
submetidas aos meios condicionados na concentragio de 25%, em comparagio com as
concentragdes de 12,5% (p<<0,05) e de 6,25% (p<<0,001).
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Para as culturas celulares expostas ao tratamento com o meio condicionado com
WhiteProRoot®MTA apenas se verificou que, quando a concentractio foi de 100% e durante 120
horas, a viabilidade celular diminuiu, com significado estatistico, relativamente a das expostas
d concentragio de 6,25% (p<<0,05).

0 tratamento com o meio condicionado com Biodentine™ na concentragio de 100%
determinou uma reducto significativa da viabilidade celular para 72,1£71% (p<0,05) apos 24
horas de incubagtio, para 75,6%6,6% (p<<0,05) apos 72 horas de incubacto e para 78,213,7%
(p<<0,001) apés 120 horas de incubagio. O tratamento com o meio condicionado com
Biodentine™ na concentragio de 50% também determinou uma redugdo, com significado
estatistico, da viabilidade celular para 80,815,4 (p<<0,001) apds 24 horas de incubagdo, para
81,9£7,5 (p<<0,05) apés 72 horas de incubagiio e para 86,5+3,9 (p<<0,001) apés 120 horas de
incubago.

A comparagto entre as culturas celulares submetidas a meio condicionado com diferentes
concentragdes do biomaterial Biodentine™ para o mesmo tempo de incubago, permite salientar
mais alguns aspetos relevantes. Assim, para as culturas celulares expostas a este meio
condicionado durante 24 horas, observou-se que a viabilidade celular com a concentragiio de
100% foi significativamente inferior as expostas a concentragdo de 25% (p<<0,05), s expostas
d concentragdo de 12,5% (p<<0,001) e ds expostas a concentracto de 6,25% (p<<0,01). Da
mesma forma, ds 72 horas observou-se que a viabilidade das culturas celulares submetidas a
concentracio de 100% foi inferior, com significado estatistico, a das submetidas as
concentracdes de 12,5% (p<<0,01) e de 6,25% (p<<0,01). Também, a viabilidade das células
expostas ao meio condicionado na concentracio de 50%, foi estatisticamente inferior a das
expostas @ concentragio de 12,5% (p<<0,01) e @ das expostas d concentraciio de 6,25%
(p<<0,01). Apés 120 horas de incubagtio observou-se que a viabilidade das culturas celulares
expostas a concentragiio de 100% foi significativamente inferior d das expostas a concentraggio
de 25% (p<<0,01), a das expostas @ concentragdo de 12,5% (p<<0,001) e & das expostas d
concentragdo de 6,25% (p<<0,001). Também a viabilidade das culturas celulares submetidas a
concentragdo de 50% foi inferior d das submetidas d concentragto de 12,5% (p<<0,01) e a das
submetidas da concentracto de 6,25% (p<<0,01).
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A viabilidade celular foi, também, avaliada por comparagdes maltiplas entre os diferentes
compostos com a mesma concentragdo nos diferentes tempos de estudo. Assim, apds 24 horas
de incubagtio com os meios condicionados com os vdrios biomateriais na concentragdo de 100%,
verificou-se reducdo significativa da viabilidade das culturas celulares expostas ao
Biodentine™, quando comparadas com as expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). De forma
semelhante e para o mesmo tempo e concentracto, verificou-se reducio da viabilidade das
cwlturas celulares expostas ao meio condicionado com Life® - quando comparadas com as
expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). Para o mesmo tempo de incubacio e para as
concentragdes de 50% verificou-se redugto significativa da viabilidade das culturas celulares
expostas ao meio condicionado com Life®, quando comparadas com as expostas ao Biodentine™
(p<<0,001) e com as expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Apds 24 horas de incubagtio
para os meios condicionados com os biomateriais na concentragtio de 25%, observou-se reducto
significativa da viabilidade das culturas celulares expostas ao Life® quando comparadas com as
expostas ao Biodentine™ (p<<0,001) e com as expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Da
mesma forma, apds 24 horas de incubagdo para os meios condicionados com os biomateriais na
concentracio de 12,5%, observou-se reducto significativa da viabilidade das culturas
submetidas ao Life®, quando comparadas com aquelas submetidas ao Biodentine™ (p<<0,001) e
quando comparadas com as submetidas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Nas culturas celulares
expostas aos meios condicionados com os hiomateriais na concentracio de 6,25%, apés 24
horas de incubagiio, verificou-se redugdo significativa da viabilidade das culturas celulares
expostas ao Life®, quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<0,01) e com as
expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Assim, apés 72 horas de incubagfio com os meios
condicionados com os biomateriais na concentracio de 100%, verificou-se redugdo
estatisticamente significativa da viabilidade das culturas celulares expostas ao Life®, quando
comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<<0,001) e com as expostas ao
WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). Para o mesmo tempo de incubag@o e para as concentragdes de
50%, verificou-se reducdo significativa da viabilidade das culturas celulares expostas ao meio
condicionado com Life®, quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<0,001) e com

as expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<0,001). Apés 72 horas de incubagdo e para os meios
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condicionados com os hiomateriais na concentracio de 25%, observou-se redugto significativa
da viabilidade das culturas celulares expostas ao Life®, quando comparadas com as expostas
ao Biodentine™ (p<<0,001) e com as expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Do mesma
forma, apés 72 horas de incubagiio, para os meios condicionados com os trés biomateriais na
concentracio de 12,5%, observou-se redugtio significativa da viabilidade das culturas
submetidas ao Life®, quando comparadas com as submetidas ao Biodentine™ (p<<0,001) e com
as expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Nas culturas celulares expostas aos meios
condicionados com os hiomateriais na concentractio de 6,25%, apds 72 horas de incubagio,
verificou-se redugto significativa da viabilidade com o Life® relativamente ao Biodentine™
(p<<0,05) e, também, em relagio ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Da mesma forma, apés 120
horas de incubagtio com os meios condicionados com os biomateriais na concentragto de 100%,
verificou-se reducto significativa da viabilidade das culturas celulares expostas ao Life®,
quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<<0,001) e com as expostas ao
WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). No mesmo tempo de incubag@o e para os meios condicionados nas
concentragdes de 50%, verificou-se redugiio significativa da viabilidade das culturas celulares
expostas ao Life®, quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<<0,01) e com as
expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Apés 120 horas de incubagio comos meios
condicionados com os trés biomateriais na concentra¢io de 25% observou-se redugiio
significativa da viabilidade das culturas celulares expostas ao Life®, quando comparadas com
as expostas ao Biodentine™ (p<<0,001) e com as expostas ao WhiteProRoot®MTA (p<0,01). Apés
120 horas de incubagtio com os meios condicionados com os biomateriais na concentragio de
12,5%, observou-se, também, reducdo significativa da viabilidade das culturas submetidas ao
Life®, quando comparadas com as expostas ao Biodentine™ (p<<0,001) e com as expostas ao
WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Nas culturas celulares expostas aos meios condicionados com os
biomateriais na concentragdo de 6,25%, apds 120 horas de incubagdo, verificou-se igualmente
a redugdo significativa da viabilidade com o Life® relativamente ao Biodentine™ (p<<0,001) e
com o WhiteProRoot®MTA (p<<0,05).
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Morte celular

Para caraterizar as vias de morte celular induzidas pela exposigio aos meios condicionados
com as diferentes concentragdes dos hiomateriais em andlise realizaram-se vdrios estudos,
nomeadamente, a avaliagio da proliferacdo celular por contagem das células, a avaliagio da

integridade da membrana citoplasmdtica e a avaliaco do potencial de membrana mitocondrial.

Proliferacdo celular

A contagem de células foi efetuada apds 120 horas de incubagtio das culturas celulares com
os meios condicionados pelos biomateriais de estudo com comparagdo com culturas celulares
controlo. A média do ndmero de células das vérias culturas celulares revelam a proliferagtio

celular neste periodo e nas condigdes descritas, e estd expressa na Figura 15.
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Figura 15: Resultados da proliferactio celular, apds 120 h de incubagdio com os meios condicionados pelos biomateriais
Life® WhiteProRoot®MTA e Biodentine™ nas concentragies de 100%, 50% e 6,25% e, controlo. Os resultados
expressam a média e o erro padrdo de pelo menos 8 ensaios independentes.

De um modo geral, verificou-se que a proliferacto das culturas celulares submetidas ao
tratamento com o meio condicionado com Life® diminuiu em todas as concentragGes testadas,
sendo esta redugdo significativa nas concentragdes de 100% (p<<0,01) e de 50% (p<<0,001), nas
quais ndo se verificou praticamente nenhuma proliferactio celular. No tratamento com a

concentragdo de 6,25%, a proliferacdo das culturas celulares foi reduzida para cerca de metade
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relativamente ao controlo. No tratamento com os meios condicionados com os biomateriais
WhiteProRoot®MTA e Biodentine™, verificou-se que a proliferagio das culturas celulares estd
na dependéncia da concentracio de forma inversamente proporcional, isto é, quanto maior a
concentragdo menor € a proliferagdo celular. No entanto, esta apenas se verificou diminuida no
tratamento com as concentracges de 50% e de 100% com o Biodentine™. Tendo em conta os
resultados, podemos dizer que os tratamentos das culturas celulares com o meio condicionado
com Biodentine™ na concentracio de 6,25% e com WhiteProRoot®MTA na concentracio de
100%, mantém a proliferacto celular semelhante ao controlo. Por outro lado, o tratamento com
o meio condicionado com WhiteProRoot®MTA nas concentracdes de 50% e de 6,25% apresentou

um aumento da proliferacio das culturas celulares relativamente ao controlo.

Vias de morte celular

A viabilidade e o ndmero de células em morte por apoptose, por apoptose tardia e por
necrose, sdo influenciados pelos biomateriais Biodentine™ e Life® de um modo significativo e
dependente da concentragto do biomaterial, de uma forma mais evidente com o Gltimo. Com o
WhiteProRoot®MTA ndo se verificam alteracdes na viabilidade e no tipo de morte celular
relativamente ao controlo. Estes resultados, relativos ao tipo de morte e d viabilidade celular
apds 120 de exposicio aos meios condicionados, podem ser observados na Figura 16.

Com o tratamento com o meio condicionado com Life® verificou-se reducto significativa da
populacto de células vivas que passou de 76,78 £1,44% na condi¢do controlo para 9,62+4,53%
(p<<0,001) quando submetidas a concentragto de 100% e para 7,14%1,80% (p<0,001) quando
sujeitas @ concentracdo de 50%. De modo concomitante, verificou-se um aumento das
populacdes de células em apoptose e em apoptose tardia/necrose para as mesmas
concentragdes. Assim, na concentractio de 100%, observou-se aumento significativo de células
em apoptose que passaram de 6,5721,50% na condicto controlo para 29,6313,61% (p<0,01)
na condicio experimental e de células em apoptose tardia/necrose que passaram de
6,78£0,56% na condigtio controlo para 59,25+5,60% (p<0,001) na condicdo experimental; da

mesma forma, com a concentraciio de 50% verificou-se aumento significativo de células em
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apoptose de 6,57£1,50% na condicdo controlo para 35,4318,6% (p<0,001) na condicdo
experimental enquanto as células em apoptose tardia/necrose passaram de 6,78+0,56% na
condicdo controlo para 55,57%10,70% (p<<0,001) na condig@io experimental. Por outro lado, as
populacdes de células em necrose para a concentragto de 100% diminuiram significativamente
de 101,08% na condicdo controlo para 210,56% (p<0,01) na condi¢do experimental.

0 tratamento com o meio condicionado com Life® na concentragtio de 6,25% nio determinou
alteracdes significativas, com excectio de aumento significativo da populagtio de células em
necrose que passaram de 10£1,08% na condigio controlo para 13,86%2,02% (p<<0,01) na
conditio experimental.

De referir, ainda, que as populagdes de células em necrose das culturas celulares
submetidas @ concentraciio de 6,25%, foram superiores com significado estatistico da das
submetidas @ concentragio de 100% (p<<0,001) e & das submetidas a concentraciio de 50%
(p<<0,01).

No tratamento com o meio condicionado com Biodentine™ verificou-se uma redugto
significativa da populacio de células vivas em todas as concentragdes. Essa redugdo foi de
76,78%1,44% na condigdo controlo para 54,71%5,23% (p<0,01) na concentracio de 100%,
para 56,8613,47% (p<0,01) na concentracio de 50% e para 56,601+4,62% (p<<0,05) na
concentracto de 6,25%. No que concerne ds populagdes em morte, niio houve qualquer alteragto
das células em apoptose para todas as concentragdes, mas, e de forma concomitante, houve
aumento significativo das populacdes de células em apoptose tardia/necrose nas trés
concentracdes de estudo. Assim, nas populac¢des em apoptose tardia/necrose verificou-se
aumento significativo de 6,7810,56% na condigio controlo para 24,14+4% (p<<0,01) na
concentragio de 100%, para 24+4,54% (p<0,01) na concentracto de 50% e para 19,613,3%
(p<<0,05) na concentracto de 6,25%. Nas populagdes em necrose houve algumas variagdes com
aumento numas concentra¢des e diminuicdo noutras. Assim, as populagdes em necrose
diminviram significativamente de 10£1,08% na condi¢@o controlo para 7,570,95% (p<<0,001)
na concentragto de 100%, e para 8,85%1,44% (p<0,001) na concentragdio de 50%, enquanto
que, na concentragdo de 6,25% as populagdes em necrose aumentaram significativamente para
15,8£2,70% (p<<0,01).
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Figura 16: Viabilidade celular e tipos de morte nas células MDP(-23 submetidas ao tratamento com os meios
condicionados com os biomateriais Life®, WhiteProRoot®MTA e Biodentine ", apds 120 horas de exposigdo. 0s resultados
estdo representados sob a forma de percentagem de células vivas, em apoptose, em apoptose tardia ou necrose e em
necrose. Os resultados representam a média e erro padrdo de 6 ensaios. As diferencas significativas em relagiio ao
controlo ou entre condiges estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa
p<<0,001.
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A viabilidade celular e os tipos de morte foram, também, avaliados por comparacdes
miltiplas entre os diferentes compostos. Assim, para o meio condicionado com a concentracto
de 100%, verificou-se redugiio, com significado estatistico, das populacdes de células vivas para
as culturas celulares com o tratamento com o meio condicionado com Life®, quando comparadas
com as expostas ao tratamento com meio condicionado com WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Nas
populacdes de células em apoptose verificou-se aumento significativo apds tratamento com
meio condicionado com Life®, quando comparadas com o tratamento com meio condicionado com
WhiteProRoot®MTA (p<<0,001) ou com Biodentine™ (p<<0,05). Nas populacdes de células em
apoptose tardia/necrose observou-se aumento significativo com o tratamento com meio
condicionado com Life®, quando comparadas com o tratamento com WhiteProRoot®MTA
(p<<0,001). Da mesma forma, verificou-se aumento significativo nestas populagdes quando
foram tratadas com meio condicionado com Biodentine™, quando comparadas com as tratadas
com WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Nas populacdes de células em necrose verificou-se uma
diminui¢do, com significado estatistico, com o tratamento com meio condicionado com Life®,
quando comparadas com o tratamento com WhiteProRoot®MTA (p<0,001) e com Biodentine ™
(p<<0.05). Para a concentracto de 50% verificou-se reducdo significativa das populacdes de
células vivas nas culturas celulares tratadas com o meio condicionado com Life®, quando
comparadas com as expostas ao tratamento com meio condicionado com WhiteProRoot®MTA
(p<<0,001). Do mesmo modo, verificou-se uma diminuvicdo estatistica destas populagdes quando
as culturas celulares foram tratadas com Biodentine™, quando comparadas com as tratadas com
o WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Nas populacdes de células em apoptose verificou-se aumento
significativo quando tratadas com Life® quando comparadas com o tratamento com
WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Nas populacies de células em apoptose tardia/necrose
observou-se aumento significativo quando tratadas com Life®, quando comparadas com o
tratamento com WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Da mesma forma, verificou-se aumento
significativo das populacGes tratadas com o Biodentine™, quando comparadas com as tratadas
com WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). Nas populagdes de células em necrose verificou-se
diminuicGo estatistica quando tratadas com o condicionado com Life®, quando comparadas com
o tratamento com WhiteProRoot®MTA (p<<0,01) e com Biodentine™ (p<<0.05). Para a
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concentracdo de 6,25% verificou-se redugio, com significado estatistico, das populagdes de
células vivas nas culturas celulares com tratadas com meio condicionado com Life® quando
comparadas com as expostas ao tratamento com o WhiteProRoot®MTA (p<<0,001). Da mesma
forma, verificou-se diminuicdo significativa destas populagdes quando as culturas celulares
foram tratadas com meio condicionado com Biodentine™, quando comparadas com as tratadas
com WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Nas populactes de células em apoptose verificou-se aumento
significativo quando tratadas com Life® quando comparadas com o tratamento com
WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). Nas populagGes de células em apoptose tardia/necrose observou-
se qumento significativo com o tratamento com Life®, quando comparadas com o tratamento
com WhiteProRoot®MTA (p<0,001). Da mesma forma verificou-se aumento, com significado
estatistico, destas populagdes quando tratadas com meio condicionado com Biodentine™,
quando comparadas com as tratadas com WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Nas populacies de
células em necrose ndo se verificou qualquer alteragio com significado estatistico, entre os

meios condicionados com os trés biomateriais nas suas diferentes concentragdes.

Potencial de membrana mitocondrial

A disrupcdo do potencial de membrana mitocondrial, que constitui uma caracteristica
distintiva da apoptose, resulta no desacoplamento da cadeia respiratéria e na libertagdo de
citocromo C. O potencial da membrana mitocondrial foi perturbado como consequéncia da
exposi¢tio aos meios condicionados com os trés biomateriais como se pode observar na Figura
17.

Para o tratamento com meio condicionado com Life® verificou-se que o potencial de
membrana mitocondrial foi perturbado na concentragdo de 6,25% pois passou de 2,530,21%
na condigdo controlo para 3,94%0,51% na condi¢do experimental ndo tendo, no entanto,
significado estatistico.

Para o tratamento com meio condicionado com WhiteProRoot®MTA, verificou-se que o
potencial de membrana mitocondrial foi, de facto, perturbado significativamente pois passou de
2,53%0,21% na condigdo controlo para 4,0210,21% (p<0,001) na concentracto de 50%, e para
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4,56£0,62% (p<<0,01) na concentragio de 100%. Ainda relativamente a este biomaterial,
verificou-se que a relagio mondmeros/agregados aumentou significativamente nos

tratamentos com a concentractio de 100%, quando comparados com a concentragtio de 6,25%
(p<<0,01).
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Figura 17: Potencial de membrana mitocondrial nas células MDPC-23 submetidas ao tratamento com meios condicionados
com os biomateriais Life®, WhiteProRoot®MTA e Biodentine™, apds 120 horas de exposicio. Os resultados
representam a razdo mondmeros/agregados (M/A) para cada condigtio. A sonda JC-1 coexiste na forma monomérica ou
agregada de acordo com o potencial de membrana mitocondrial. Os resultados representam a média e erro padrdo de
8 ensaios. As diferencas significativas em relagio ao controlo ou entre condigdes estdo representadas com *, em que *
significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<<0,001.

Da mesma forma, ocorre um aumento significativo desta relagdo nos tratamentos com a
concentragiio de 50%, quando comparados com os tratamentos com a concentragdo de 6,25%
(p<<0,001).

No tratamento com meio condicionado com Biodentine™ com uma concentragio de 50%
verificou-se uma diminuigio significativa da relagdo monémeros/agregados a qual passou de
2,53%0,21% na condicdo controlo para 1,6910,13% (p<<0,05) na condigiio experimental.

Quando se compararam os resultados dos diversos compostos, observou-se uma diminuicto
significativa da relagdo mondmeros/agregados das culturas celulares submetidas ao tratamento
com Biodentine™ na concentragio de 50%, quando comparado com as submetidas ao
tratamento com WhiteProRoot®MTA na mesma concentragdo (p<<0.001). De um modo global,

verifica-se que ocorreu uma disrup¢io do potencial de membrana mitocondrial com os meios
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condicionados com as concentracdes de 50% e de 100% do WhiteProRoot®MTA e na

concentragto de 50% do Biodentine ™.

Ciclo celular

De um modo geral, o ciclo celular foi pouco influenciado pelos meios condicionados com os
trés biomateriais como representado na Figura 18, sendo o WhiteProRoot®MTA aquele que
provoca maiores alteragdes. Nio foi possivel efetuar a avaliagdo do ciclo celular com o meio
condicionado com o biomaterial Life® nas concentracges de 50 e de 100%.

Relativamente as culturas celulares submetidas ao tratamento com meio condicionado com
Life® observou-se um aumento significativo da populagdo em fase G2/M de 13,22£1,13% na
condigGo controlo para 26,17%5,38% (p<<0,05) na condicdo experimental.

0 tratamento com meio condicionado com WhiteProRoot®MTA apresentou alteracGes do
ciclo celular com a exposicdo ds concentracdes mais elevadas, nomeadamente @ concentragto
de 100%, onde se verificou aumento significativo da percentagem de células na fase S, que
passaram de 23,72%0,7% na condi¢do controlo para 27,7210,47% (p<<0,01). Com o meio
condicionado na concentragiio de 50% verificou-se um aumento significativo de células da fase
S que passaram de 23,720,7% na condicdo controlo para 27,0410,40% (p<<0,01) na condicto
experimental assim como diminvig@o das células na fase 62/M que passaram de 12,560,67%
na condig@io controlo para 10,16£0,21% (p<<0,01) na condi¢tio experimental. Estas alteracdes
com as concentragdes mais altas s@o ainda mais evidentes quando se observaram as diferengas
significativas entre a concentragto 6,25% e as concentracdes de 50% e de 100%. Assim,
verificaram-se alteragdes significativas na percentagem de células na fase Pré-G0 entre a
concentragdo de 6,25% e a concentragtio de 50% (p<<0,01), na fase GO/G1 entre a concentragtio
de 6,25% e a de 100% (p<<0,05) e na fase S entre a concentraco de 6,25% e as concentragdes
de 50% (p<<0,01) e a de 100% (p<<0,01).

0 tratamento com meio condicionado com Biodentine ™ apresentou alteragdes, apenas, com
a exposicto a concentragdo mais elevada, com a qual se verificaram alteragdes significativas da

percentagem de células nas fases Pré-G0, GO/G1 e 62/M. Na fase Pré-G0 verificou-se aumento
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significativo de 3,1720,47% na condicdo controlo para 10£1,92% (p<<0,01) na condigtio
experimental. Em consequéncia, na fase GO/G1 verificou-se diminuicio significativa de
63,4410,98% na condicdo controlo para 48,4%5,29% (p<<0,05) na condicio experimental,
acompanhada por aumento significativo na fase 62/M cuja percentagem de células passou de
12,5620,67% na condigiio controlo para 211,7% (p<<0,001) na condig@io experimental. Estas
alteragdes na fase 62/M sto também significativamente diferentes entre a concentragio de
100% e de 6,25% (p<<0,001).

As comparacdes moltiplas entre os meios condicionados revelam, essencialmente,
diferencas entre o WhiteProRoot®MTA e os outros dois biomateriais. Nos tratamentos com meios
condicionados dos hiomateriais na concentragiio de 100%, verificou-se que os efetuados com
Biodentine™, a percentagem de células nas fases Pré-60 (p<0,01) e G2/M (p<<0,05) estio
aumentadas  significativamente quando comparada com a nos tratamentos com
WhiteProRoot®MTA. Da mesma forma, nas culturas celulares submetidas ao tratamento com
meio condicionado com Life® verificou-se que a percentagem de células na fase G2/M estd
aumentada significativamente, quando comparada com a das culturas submetidas ao tratamento
com WhiteProRoot®MTA (p<<0,05). Nos tratamentos com a concentragio de 50% dos meios
condicionados com os biomateriais, verificou-se que naqueles em que as culturas celulares
foram submetidas ao Biodentine™, a percentagem de células nas fases Pré-G0 (p<0,01) e 62/M
(p<<0,01) estdio estatisticamente aumentadas enquanto que a na fase S(p<0,01) estd diminuida,
quando comparadas com a das culturas submetidas aos tratamentos com White ProRoot®MTA.
Nos tratamentos com a concentracio de 6,25% dos meios condicionados com biomateriais,
quando se compararam os tratamentos efetuados com Biodentine™ e com WhiteProRoot®MTA,
verificou-se que apenas existiam diferencas estatisticas na percentagem de células na fase Pré-
60 (p<<0,01) com aumento significativo desta fase nos tratamentos com o primeiro, quando
comparados com o segundo biomaterial. Du mesma forma, nos tratamentos com a mesma
concentragdo, verificou-se que naqueles em que as culturas celulares foram submetidas ao meio
condicionado com Biodentine™, a percentagem de células em fase S (p<<0,05) estava
significativamente aumentada enquanto na fase 62/M (p<0,05) estava diminuida, quando

comparadas com as mesmas fases nos tratamentos com Life®.
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Figura 18: Ciclo celular nas células MDPC-23 submetidas ao tratamento com os meios condicionados com os biomateriais
Life®, WhiteProRoot®MTA e Biodentine™, apés 120 horas de exposicdo. Os resultados estdo representados na forma de
percentagem de células nas fases pré-G0, 60/G1, S e G2/M. Os resultados representam a média e erro padrio de 5
ensaios. As diferengas significativas em relagtio ao controlo ou entre condicdes estdo representadas com *, em que *
significa p<0,05, ** significa p<<0,01 e *** significa p<<0,001.
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Ainda, nos tratamentos com a mesma concentragto, se verificou que os efetuados com
culturas celulares submetidas ao tratamento com Life® apresentavam significativo aumento da
percentagem de células na fase Pré-G0 (p<0,05) e da fase 6G2/M (p<<0,001) e diminuicdo na fase
$(p<<0,01), quando comparadas com as culturas celulares submetidas ao fratamento com White
ProRoot®MTA.

Stresse oxidativo

A producdo intracelular de peréxidos, representada na Figura 19, foi avaliada 120 horas
apés de tratamento com os meios condicionados com os biomateriais. De um modo geral
verificou-se um aumento significativo das espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive
oxygen spcecies-R0S), com o tratamento com os meios condicionados com os biomateriais White
ProRoot®MTA e Biodentine™ nas concentragges mais elevadas e com o Life® na concentragio
de 6,25%.
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Figura 19: Producdo intracelular de peréxidos nas células MDPC-23 submetidas ao tratamento com meios condicionados
com os hiomateriais Life®, WhiteProRoof®MTA e Biodentine ™, apés 120 horas de exposicio. Os resultados sdo
apresentados sob a forma de variagiio em relagdio a culturas celulares controlo. Os grdficos representam a média e erro
padrio de 7 ensaios. As diferencas significativas em relagio ao controlo ou entre condigdes estdo representadas com *,
em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<<0,001.
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Nas culturas celulares submetidas ao tratamento com meio condicionado com Life® na
concentracdo de 6,25% verificou-se aumento significativo da producio de perdxidos para
1,33£0,09 (p<<0,01), relativamente ao controlo.

No tratamento com meio condicionado com WhiteProRoot®MTA observaram-se alteracdes
na producto de peréxidos com todas as concentracdes em estudo, embora se tenha revelado
apenas significativo com a concentragto de 6,25% que diminuiv para 0,7610,03 (p<0,001) e
com a concentracto de 100% que aumentou para 1,2710,04 (p<0,001). Ainda, relativamente a
este biomaterial verificou-se que a producio de perdxidos aumentou significativamente nos
tratamentos com a concentragiio de 100%, quando comparados com a concentragiio de 6,25%
(p<<0,001). Da mesma forma, ocorrev aumento significativo desta relagdo nos tratamentos com
a concentrago de 50%, quando comparados com os tratamentos com a concentragto de 6,25%
(p<<0,01).

No tratamento com meio condicionado com Biodentine™ observou-se aumento da produgto
de peréxidos com todas as concentracdes em estudo, embora se tenha revelado apenas
significativo com a concentragio de 50% que aumentou para 1,4910,06 (p<<0,001) e com a
concentragio de 100% que aumentou para 1,71£0,13 (p<<0,01). Ainda, relativamente a este
biomaterial verificou-se que a produciio de perdxidos aumentou significativamente com os
tratamentos com a concentragio de 100%, quando comparados com a concentragiio de 6,25%
(p<<0,001). Da mesma forma, ocorrev aumento desta relagio com os tratamentos com a
concentragiio de 50%, quando comparados com os tratamentos com a concentragdo de 6,25%
(p<<0,001).

Quando verificadas as comparagdes entre compostos, observou-se um aumento significaivo
da producio de peréxidos nas culturas celulares submetidas oo tratamento com meio
condicionado com Biodentine™ na concentra¢io de 100%, quando comparado com as
submetidas ao tratamento com WhiteProRoot®MTA na mesma concentragio (p<<0,05). Nas
culturas submetidas aos biomateriais na concentragio de 50% verificou-se aumento
significativo da producio de perdxidos com meio condicionado com Biodentine™, quando
comparado com WhiteProRoot®MTA (p<<0,01). Nos tratamentos com os meios condicionados na

concentragdo de 6,25% dos biomateriais, quando se compararam os tratamentos efetuados com
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Biodentine™ e com Life®, verificou-se que existiam diferencas estatisticas na produgdo de
peroxidos com uma diminvigdo destes nos tratamentos com o primeiro, quando comparados com
o segundo biomaterial (p<0,01). Da mesma forma, nos tratamentos com a mesma concentrago,
verificou-se que naqueles em que as culturas celulares foram submetidas ao WhiteProRoot®MTA
a produgiio de perdxidos diminviv significativamente quando comparado com as submetidas ao
tratamento com Life® (p<<0,001).

Morfologia celular

0 painel de imagens apresentado na Figura 20 corresponde ds células na condigdo controlo
e apds exposicdo aos meios condicionados com cada um dos materiais de estudo, na
concentracto selecionada para este ensaio.

A morfologia celular da linha MDPC-23 pode ser observada na Figura 20. As células desta
linha, na condictio controlo, apresentam uma forma estrelar com nicleo central. Verificou-se
uma manutengio da morfologia celular com a exposi¢io aos meios condicionados com
Biodentine™ ou com WhiteProRoot®MTA. As lGiminas destes materiais revelam, ainda, o
aparecimento de pequenas particulas coradas de violeta escuro que sio sedimentos dos meios
condicionados dos biomateriais, e que se encontram situadas entre as células, junto ds
membranas citoplasmdticas e até dentro do citoplasma. Assim, a avaliagio qualitativa efetuada
através da observacdo detalhada das imagens, ndo revelou diferencas morfoldgicas das células
entre estes dois biomateriais.

Por outro lado, nas culturas celulares submetidas ao meio condicionado com Life®
observou-se uma alteragiio profunda da morfologia celular, com a perda da forma estrelar e
com o aparecimento de vacuolizagto no citoplasma. A avaliagto efetuada através da observagio
detalhada das imagens revelou, ainda, uma modificagio da membrana citoplasmdtica na
maioria das células, com a observacio de uma contragio da mesma, sendo este o desenho

morfoldgico tipico de uma célula em apoptose e necrose.
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Figura 20: Imagens de lamelas de células em cultura, coradas com May-Griimwald Giemsa, da linha MDPC-23 quando
submetidas aos tratamentos com meios condicionados com os biomateriais de estudo na concentracio de 50%. 0 grupo
controlo representa células em cultura em DMEM com 10% de FBS. As imagens da coluna d esquerda foram obtidas com
uma ampliagdo 100x, as imagens da coluna central foram obtidas com uma ampliagto 200x e as imagens da coluna &
direita foram obtidas com uma ampliagio 500x. Estes ensaios foram realizados em duplicado.

Diferenciacio celular

Fosfatase alcalina — ensaio enzimdtico

Os painéis de imagens apresentados na Figura 21, Figura 22, Figura 23 e Figura 24
correspondem a células na condi@o controlo e apds terem sido sujeitas aos meios condicionados
com cada um dos hiomateriais em estudo com as duas concentragdes selecionadas para este

ensaio.
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A marcactio por fluorescéncia da fosfatase alcalina, proteina sintetizada pelas células
odontobldsticas, pode ser observada no painel de imagens representado na Figura 21. Pela
avaliagiio das imagens do controlo verificou-se que a linha MDPC-23 expressa a fosfatase
alcalina, mas com baixa intensidade, como se observa pela marcag@o de cor verde dispersa em
cerca de 2% das células, evidenciada na figura do centro. A marcagio Hoechst positiva,
marcagdo do ndcleo celular, também se verificou nas culturas celulares em cerca de 100% das

células.

Hoechst ALP MERGE

L 2
4

Controlo

Figura 21: Imagens de células em cultura, coradas com AP Live Stain(verde) e Hoechst 33252 (azul), da linha MDPC-23
quando submetidas a DMEM com 10% de FBS. As imagens foram obtidas com uma ampliagio 100X. As imagens de
microscopia de fluorescéncia obtidas foram sobrepostas através da fungio MERGE com o software /mage J para
sobreposiciio de imagens através da fungdo MERGE.

Nas culturas celulares expostas ao tratamento com meio condicionado com Life® (Figura 22)
verificou-se uma marcacto verde dispersa em cerca de 3% das células presentes apds terem
sido sujeitas @ concentracto de 6,25% e em cerca de 10% das células apds exposicio d
concentragdo de 50%. A comparag@o destas imagens com o controlo revelou um ligeiro aumento
da sintese de ALP com este biomaterial, principalmente na concentragtio de 50%.

Nas culturas celulares submetidas ao meio condicionado com WhiteProRoot®MTA (Figura 23)
com a concentragdo de 6,25% verificou-se a marcacdo positiva das células para a ALP, com um
padrdo ligeiramente aumentado em relagdo ao Life® e ao controlo, dispersa em cerca de 7%

das células.
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Figura 22: Imagens de células em cultura, coradas com AP Live Stain (verde)e Hoechst 33252 (azul), da linha MDPC-23
quando submetidas ao tratamento com meio condicionado com o biomaterial Life® nas concentragdes de 50% e de
6,25%. Todas foram obtidas com uma ampliagdo 100X. As imagens de microscopia de fluorescéncia obtidas foram
sobrepostas através da fungiio MERGE com o software /mage Jpara sobreposicio de imagens através da fungiio MERGE.
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Figura 23: Imagens de células em cultura, coradas com AP Live Stain(verde) e Hoechsr 33252 (azul), da linha MDPC-23
quando submetidas ao tratamento com meio condicionado com WhiteProRoot®MTA nas concentracdes de 50% e de
6,25%. Todas foram obtidas com uma ampliagdo 100X. As imagens de microscopia de fluorescéncia obtidas foram
sobrepostas através da fungio MERGE com o software Image Jpara sobreposicio de imagens através da fungdo MERGE.

165



INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

Por outro lado, e ainda nas células expostas ao mesmo biomaterial, mas na concentragtio
de 50%, verificou-se que a marcagiio verde estd dispersa em cerca de 80% das células.
Observou-se, ainda, nas culturas tratadas com a concentragio de 50%, uma diminuicdo da
marcagio Hoechst.

Nas culturas celulares submetidas ao tratamento com meio condicionado com Biodentine™
(Figura 24) verificou-se uma marcagto positiva da ALP dispersa em cerca de 15% das células na
concentragdo de 6,25% e em cerca de 95% das células na concentragio de 50%. Observou-se,
ainda, que esta marcagdo positiva além de apresentar um padrdo aumentado, é acompanhada
de uma intensidade aumentada, quer relativamente ao controlo, quer em relagio aos

biomateriais Life® e WhiteProRoot®MTA.
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Figura 24: Imagens de células em cultura, coradas com AP Live Stain e Hoechst 33252, da linha MDPC-23 quando
submetidas ao tratamento com meio condicionado com Biodentine ™
foram obtidas com uma ampliagiio 100X. As imagens de microscopia de fluorescéncia obtidas foram sobrepostas através

da fungio MERGE com o software Image Jpara sobreposiciio de imagens através da fungio MERGE.

nas concentragdes de 50% e de 6,25%. Todas

Este aumento da intensidade da marcacto foi observado em ambas as concentracdes de
Biodentine™, mas de uma forma mais acentuada na concentragio de 50%. Da mesma forma

como nas culturas expostas ao tratamento com WhiteProRoot®MTA na concentragtio de 50%, as
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culturas tratadas com Biodentine™ na concentragdo de 50%, apresentaram uma diminuigo da

marcactio Hoechst

Fosfatase alcalina - expressdo génica

A expressio do gene AP pelas células foi influenciada pelos tratamentos com os meios
condicionados com os biomateriais Life®, Biodentine™ e WhiteProRoot®MTA de modo
significativo em todos eles, mas dependente da concentragio dos mesmos. Estes resultados,
relativos a expressdo do gene ALP apds 96 horas de exposicto, podem ser observados na Figura
25.
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Figura 25: Expressdo do gene da fosfatase alcalina pelas células MDPC-23 submetidas ao tratamento com meios
condicionados com os biomateriais Life®, WhiteProRoot®MTA e Biodentine ™ apds 96 horas de exposicio. Os resultados
representam a média e erro padrdo de 4 ensaios. As diferengas significativas em relagGo ao controlo e entre condigdes
estdo representadas com *, em que * significa p<0,05, ** significa p<0,01 e *** significa p<<0,001.

Relativamente as culturas celulares submetidas ao tratamento com meio condicionado com
Life® ohservou-se diminuigo significativa da expressdo génica de 4P com valores de 0,013

(p<<0,001) na concentragio de 50%, relativamente ao controlo. Nas culturas submetidas ao
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tratamento com meio condicionado com Life® na concentragio de 6,25% ndo se observaram
alteragdes significativas, relativamente ao controlo.

0 tratamento com meio condicionado com WhiteProRoot®MTA apresentou alteragdes na
expressdo do gene A/P. No tratamento com a concentracio de 50% verificou-se diminuvicdo
significativa da expressto do gene com valores de 0,46 relativamente ao controlo (p<<0,01).

Nas culturas submetidas ao tratamento com meio condicionado com Biodentine ™ verificou-
se aumento significativo da expressdo de 4/Pcom valores de 3,96 (p<<0,05) na concentragio de
6,25% e com valores de 8,51 (p<<0,05) na concentragiio de 50%, relativamente ao controlo.
Além disso, com este biomaterial observaram-se diferencas significativas entre as
concentragdes, sendo a expressdo do gene AZPsuperior na concentragtio de 50% relativamente
d concentragdo de 6,25% (p<<0,01).

Apés 96 horas de incubagio com os meios condicionados com os biomateriais na
concentragdo de 6,25% verificou-se que a expressdo génica de ALP nas células expostas ao
WhiteProRoot®MTA foi estatisticamente superior ds expostas ao Life® (p<0.01). Nas culturas
submetidas o concentracdes de 50% verificou-se, tambhém, um aumento significativo da
expressio do gene ALP das células expostas ao Biodentine™ quando comparadas com as
expostas ao Life® (p<0,01).

Mineralizagdo

Sialoproteina da dentina

0 painel de imagens apresentado na Figura 26 corresponde ds células na condigio controlo
e apds terem sido submetidas a exposi¢io a cada um dos biomateriais em estudo com as duas
concentragdes selecionadas para este ensaio.

A marcago por imunocitoquimica da sialoproteina da dentina, proteina sintetizada pelas
células odontobldsticas, pode ser observada no painel de figuras de cor acastanhada. Pela
avaliagdo das imagens da condigdo controlo verificou-se que as células da linha MDPC-23

expressam a DSP, sintetizando-a no citoplasma, como se observa pela marcagio da cor
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acastanhada presente em cerca de 100% das células. Esta marcagio positiva também se
verificou nas culturas celulares submetidas aos meios condicionados com os biomateriais em

estudo.
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Figura 26:- Imagens de lamelas de células da linha MDPC-23 em cultura, marcadas por imunocitoquimica para a detegtio
da expressdo de DSP, quando submetidas ao tratamento com meios condicionados com os biomateriais Life®,
WhiteProRoot®MTA e Biodentine™ nas concentracges de 50% e de 6,25%, apés 96 horas de incubagdio. O grupo controlo
representa células em cultura em DMEM com 10% de FBS. Todas as fotografias foram obtidas com a ampliagdo de 100X.
Estes ensaios foram realizados em duplicado.

No tratamento das culturas celulares com meio condicionado com Life® verificou-se a
marcagdo positiva nas células expostas @ concentragdo de 6,25%.

Nas culturas celulares submetidas ao WhiteProRoot®MTA verificou-se a marcagdio positiva
das células para esta proteina, embora com uma intensidade da cor acastanhada semelhante ao
controlo para a concentragio 6,25%. Por outro lado, e ainda nas células expostas ao mesmo
biomaterial, mas na concentragdo 50%, verificou-se que a marcagdo acastanhada ndo é restrita
ao citoplasma, podendo ser observada nos espacos intercelulares. Nas culturas celulares
submetidas ao tratamento com Biodentine™ verificou-se uma marcagto positiva da DSP com um

padrdo semelhante ao do WhiteProRoot®MTA, mas com uma maior intensidade da coloragtio
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acastanhada relativamente ao controlo e aos biomateriais Life® e WhiteProRoot®MTA. Este
aumento da intensidade da marcacio foi observado em ambas as concentracdes de

Biodentine™

Depésitos de cdlcio - morfologia

0 painel de imagens apresentado na Figura 27 corresponde ao controlo e a cada um dos
materiais de estudo com as duas concentragdes selecionadas para este ensaio.

A detecto dos depdsitos de cdlcio, através do ensaio colorimétrico com o Alizarin Red S,
pode ser observada no painel da figura 27. Pela avaliagtio das imagens das células na condigdo
controlo verificou-se que a linha MDPC-23 forma depdsitos de cdlcio extracelulares, como se
observa pela marcactio de cor avermelhada. Esta marcag@o positiva também se verificou nas
culturas celulares submetidas aos biomateriais WhiteProRoot®MTA e Biodentine ™

Nas culturas celulares expostas ao tratamento com meio condicionado com Life® verificou-

se uma marcacto avermelhada escura dispersa.
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Figura 27: Imagens de lamelas de células da linha MDPC-23em cultura, coradas com o corante Alizarin Red S, quando

submetidas ao tratamento com meios condicionados com os biomateriais Life®, White ProRoot®MTA e Biodentine " nas
concentragdes de 50% e de 6,25%. O grupo controlo representa células em cultura em DMEM com 10% de FBS. Todas
as fotografias foram obtidas com a ampliagdo de 100X. Estes ensaios foram realizados em duplicado.
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Nas culturas celulares submetidas ao meio condicionado com WhiteProRoot®MTA verificou-
se marcagiio positiva das células para os depdsitos de cdlcio, embora com um padrdo
ligeiramente diminuido em relag@o ao controlo para a concentragdo de 6,25%. Por outro lado, e
ainda nas células expostas a este hiomaterial mas na concentrago de 50%, verificou-se que a
marcagio avermelhada tem um padrdo aumentado relativamente ao controlo. Nas culturas
celulares submetidas ao tratamento com meio condicionado com Biodentine™ verificou-se
marcagdo positiva dos depdsitos de cdlcio com um padrdo e intensidades aumentados, quer
relativamente ao controlo, quer em relagGo aos biomateriais Life® e White ProRoot®MTA. Este
aumento da intensidade da marcag@o foi observado com as duas concentracoes de Biodentine™,

mas de uma forma mais acentuada na concentragto de 50%.

Depdsitos de cdlcio - quantificagto

A formagiio de depésitos de cdlcio pelas células foi influenciada pelos tratamentos com os
meios condicionados com os biomateriais Biodentine™ e Life® de um modo significativo e
dependente da concentragto do biomaterial, quando comparados com o controlo. O tratamento
com WhiteProRoot®MTA apresentou alteragdes, mas apenas entre concentragdes. Estes
resultados, relativos a formagdo dos depésitos de cdlcio, apds 120 horas de exposiciio aos meios
condicionados, podem ser observados na Figura 28.

Relativamente as culturas celulares submetidas ao tratamento com meio condicionado com
Life® observou-se diminvigdo significativa da formacGo de depésitos de cdlcio, com valores de
0,62£0,08 (p<<0,05) com a concentragtio de 6,25% e com valores de 0,61£0,06 (p<0,01) com
a concentragdo de 50%.

0 tratamento com meio condicionado com WhiteProRoot®MTA ndo apresentou alterages,
com significado estatistico, na formacto de depésitos de cdlcio relativamente ao controlo, no
entanto observaram-se diferencas significativas entre a concentracio de 6,25% e a
concentragdo de 50% (p<<0.05).

Nas culturas submetidas ao tratamento com meio condicionado com Biodentine™ verificou-
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Figura 28: Formagto de depdsitos de cdlcio das células MDPC-23 submetidas ao tratamento com meios condicionados
com os hiomateriais Life®, WhiteProRoot®MTA e Biodentine™ apés 120 horas de exposigdo. Os resultados representam
a média e erro padrdo de 6 ensaios, e sdo a relagdo entre as absorvincias obtidas entre a condigio de estudo e o
controlo. As diferengas significativas em relagiio ao controlo e entre condigdes estdo representadas com *, em que *
significa p<<0,05, ** significa p<<0,01 e *** significa p<<0,001.

se um aumento significativo da formago de depdsitos de cdlcio, com valores de 22,49+3,43
(p<<0,01) com a concentractio de 50%, niio se observando alteracdes na concentragdo de 6,25%,
relativamente ao controlo.

No entanto, observaram-se diferencas significativas entre as concentragdes, sendo a
formactio de depdsitos de cdlcio superior com a concentragio de 50%, relativamente d
concentracto de 6,25% (p<<0,01).

A formag@o dos depésitos de cdlcio foi, também, avaliada por comparagdes maltiplas entre
os diferentes meios condicionados e com a mesma concentragto. Assim, apés 120 horas de
incubag@io com os meios condicionados com hiomateriais na concentragiio de 50% verificou-se
aumento significativo da formagdo de depdsitos de cdlcio pelas culturas celulares expostas ao
Biodentine™, quando comparadas com as expostas ao Life® (p<<0,001). De forma semelhante,

com a concentragio de 6,25% verificou-se, também, aumento significativo da formagtio dos
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depdsitos pelas culturas celulares expostas ao Biodentine™, quando comparadas com as

expostas ao Life®(p<<0.01).

Discussao

A dentinogénese primdria e secunddria pode ser estudada através de metodologias
diversas, nomeadamente, através de linhas celulares individualizadas, de culturas de drgdos
ou de ensaios com animais (Silva e a/, 2016). Para o objetivo do nosso estudo, uma vez que @
dentinogénese é um processo bhioldgico complexo e, embora uma cultura em monocamada ndo
possa mimetizar na sua plenitude a morfodiferenciacto do tecido, foi escolhida uma linha celular
individualizada. A cultura de linhas celulares tem potencial para o estudo da dentinogénese,
para o desenvolvimento de materiais restauradores biocompativeis e outros propésitos (Hanks
et al, 1998; Silva et al, 2016). De facto, a utilizacdo das linhas celulares possibilita o estudo de
indmeras moléculas, incluindo proteinas, mANAe DNArelevantes no processo da odontogénese;
pesquisa de hormonas, fatores de crescimento e citocinas para reconhecer a sua fungio celular;
e estudos de citotoxicidude, para determinar os efeitos de diversos materiais na functio
odontobldstica e o seu potencial para modificar os processos da dentinogénese (Laurent, Camps
e About, 2012; Park ef a/, 2014; Semeghini et a/, 2012; Silva e al,, 2016).

Para elaborar o estudo /n vifro foram ponderados vdrios modelos. As linhas celulares
imortalizadas de células pulpares foram o modelo selecionado uma vez que fornece resultados
mais reprodutiveis quando comparado com os outros, nomeadamente as culturas primdrias
(Murray e Garcia-Godoy, 2007; Murray, Garcia Godoy e Garcia Godoy, 2007; Wataha, 2001). Na
realidade, este modelo de culturas celulares primdrias, obtidas a partir do tecido pulpar,
também foi iniciado neste estudo. No entanto, prescindiu-se da sua execuciio devido a
dificuldades inerentes da técnica, o tempo longo de ofimizacio destas culturas, d sua
indispensdvel caracterizagiio antes do inicio dos testes citotdxicos /n vifro dos biomateriais, e,

como jd referido d sua menor reprodutibilidade (Couble &7/, 2000; Demarco e/ a/, 2010, 2011;
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Lin ef al, 2011; Takeda &7 4/, 2008). Outro modelo possivel, que pretende mimetizar o que
ocorre no tecido dentdrio pulpar, € a cultura de explantes de orgdos. Através do isolamento da
papila dentdria incisiva ou molar em condicdes definidas, esta técnica tenta preservar a
morfologia, fun¢do e relagdes celulares. A desvantagem deste modelo é a fraca
reprodutibilidade, e a variabilidade celular da papila dentdria que dificulta a andlise objetiva
dos resultados (Camps e a/, 2002; Hanks ef a/, 1998).

Nas Gltimas décadas surgiram algumas linhas celulares que correspondem ao fendtipo de
odontoblastos (RPC-C2A, RDP 4-1, MO6-63, MDCP-23, MZH4) (Koulaouzidou ef al, 2008; Magne
et al, 2004). No entanto, algumas destas linhas celulares obtidas a partir de tecido pulpar
apresentaram alguns problemas associados ao seu estabelecimento, caracterizagiio e
manutengdo. Vdrios autores fazem referéncia de dificuldades no isolamento de uma populagdo
homogénea de odontoblastos ou células percursoras da polpa ou da papila dentdria, na
manutenctio em cultura do fendtipo caracteristico e na demonstracio da expressdo de
marcadores dentindrios especificos (Hanks &7 a/, 1998; Semeghini e/ a/, 2012; Sun et al,, 1998).

A linha celular MDPC-23 utilizada neste estudo foi estabelecida, como jd referido, por Hanks
e colaboradores, sendo uma linha imortalizada de células tipo-odontoblastos. Esta foi a linha
escolhida para este estudo /n vifropor estar bem caraterizada, por expressar os marcadores da
dentina especificos, tais como o fosfoproteina da dentina moderadamente fosforilada (DPP-MP
do inglés moderately phosphorylated dentin phosphoprotein) e a DSP (Hanks ef al, 1998, 1998;
Huang, Shagramanova e Chan, 2006; Sun ef a/, 1998) e, por possuir recetores da interleucina-
10, associados aos estddios iniciais da dentinogénese (Ferreira ef a/, 2015). Outros estudos
mais recentes demonstram que a linha MDCP-23 expressa tambhém DMP-1 (Salehi ef a/, 2016;
Semeghini et al, 2012).

0 nosso estudo foi elaborado tendo em considerag@o as orientagdes da norma IS0 10993-
5, que se refere d avaliagdo da citotoxicidade /n vitro, com o objetivo de contribuir para a
reprodutibilidude cientifica dos trabalhos de investigacio (Chander, 2016). Esta é uma
preocupagdo cada vez mais patente na literatura, e sdo ja vdrios os autores que seguem estas
recomendagdes no desenho experimental dos seus estudos /n vifro (Cavalcanti ef af, 2011;
Chang ef a/, 2014; Daltoé ef a/, 2016; Elias ef a/, 2007; Huang, Shagramanova e Chan, 2006;
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Jafarnia efal,2009; Paranjpe e al,2011; Paranjpe, Zhang e Johnson, 2010; Yasuda e/ a/, 2008;
Zhou et al, 2013).

A norma 150 10993-5 recomenda a avaliagio da citotoxicidude dos compostos através de
trés modos de aplicagtio, nomeadamente, a utilizagtio de extratos previamente preparados com
0s (bio)materiais, o contacto direto dos (bio)materiais com as culturas celulares e, finalmente, o
contacto indireto. A selecdo do modo de aplicacdo é feita de acordo com as caracteristicas e a
funiio do material a testar (150, 2009). Para o presente estudo foi escolhido o teste dos extratos
por duas razdes principais. Por um lado, a linha celular escolhida era aderente, e a utilizagio
dos extratos possibilitava a adesdo regular das células a superficie das placas de cultura, sem
alteraciio das condicdes de cultura 6timas. Esta questto era extremamente importante, uma vez
que como a taxa de duplicagtio da linha celular MDPC-23 € elevada, as células podiam entrar em
excesso de confluéncia em ensaios mais longos, devido @ ocupagtio do espago pelos proprios
biomateriais. Por outro lado, a utilizacio de extratos possibilitov a avaliacio de diferentes
concentragdes, o que permitiu mimetizar o que ocorre na aplicagdo clinica, uma vez que poderd
haver alguma difusdo de substdncias destes materiais por estarem, particularmente, em
contacto direto com tecidos muito vascularizados. Os testes do contacto direto nio permitem a
avaliagdo de diferentes concentragdes de uma forma rigorosa e podem interferir na adesdo das
células, no caso de serem colocados na superficie da placa de cultura (Cavalcanti ef o/, 2011;
Paranjpe e/ a/, 2011), como jd referido. Os testes de contacto indireto nio foram considerados
no dmbito deste trabalho, para prevenir potenciais dificuldade de ndo difusdo, difusdo
incompleta através de membranas ou reagdo com o agar.

A norma 1SO 10993-5 abrange tanto testes com materiais apés tomada de presa como
materiais sem presa completa. Neste sentido, sabe-se que em estudos anteriores com cimentos
d base de MTA sem presa completa, a citotoxicidade foi superior do que a dos mesmos materiais
com presa completa (Jafarnia ef af, 2009). De facto, estd documentado que os biomateriais,
quando sto utilizados frescos libertam uma série de subprodutos quimicos que podem ser
citotdxicos para as células em cultura. No entanto, sob condicdes /7 vivo, estes subprodutos sdo
diluidos nos fluidos intersticiais e sdo eliminados pelas vias de excre¢do normais. No sentido de

colmatar esta situagio, alguns autores optam por utilizar materiais frescos, mas lavados

175



INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

(Perinpanayagam, 2009). Tendo em conta estas referéncias da literatura e devido aos
condicionalismos fisicos necessdrios na obtenc¢do da forma dos pellefs, nomeadamente a
necessidade da obtencdo do biomaterial numa forma sélida e estdvel para se estabelecer com
rigor a superficie de contato com o meio de cultura, foi escolhido para o presente estudo o o
modelo de presa completa. De acordo com a norma, os testes /n vitro devem exagerar as
condicdes de utilizagtio clinica, por forma a determinar o potencial citotdxico, o que se relaciona
com a superficie de contacto do material com o meio de cultura. Uma vez que na norma niio é
referida nenhuma relagdo drea de contacto/ volume de meio de cultura especifica, no presente
estudo foi escolhida a relagdo de 250 mm? por mL de meio, jd utilizada noutros estudos (Zhou
et al, 2013). £, também, referido que este procedimento deve ser concretizado sem alteragdes
significativas das amostras dos biomateriais a testar, o que se verificou (Daltoé ef a/, 2016;
150, 2009).

Ainda segundo a 1S0 10993-5 as amostras devem ser esterilizadas, mesmo que ndo sejam
utilizadas dessa forma em clinica, através de métodos que ndo alterem as suas propriedades.
Todos os dispositivos necessdrios para a execugio dos extratos devem, também, ser
esterilizados (Daltoé ef a/, 2016; 150, 2009). Estes principios sdo fundamentais para que ndo
ocorra contaminagdo microbiana das culturas celulares. No presente estudo, a esterilizacdo das
amostras dos biomateriais foi efetvada por luz ultra-violeta (Daltoé e a/, 2016; Eid e/ al, 2014).

De igual forma, a escolha para o veiculo dos extratos deve ter em conta as caracteristicas
quimicas dos biomateriais, podendo ser o proprio meio de cultura suplementado com soro ou,
alternativamente, uma solugiio salina fisioldgica. As condi¢des para a extracdo devem ser
ajustadas ao modelo experimental (IS0, 2009). No presente utilizou-se o meio de cultura DMEM,
suplementado com soro bovino fetal, por ser o meio de cultura indicado para a linha celular
MDPC-23. A extractio foi realizada, de acordo com a opgdo mais adequada, durante 24£2 horas
a 371°C. 0 pH dos extratos nio foi ajustado, conforme recomendado, por forma a ndo
ocorrerem alteragdes nos resultados das experiéncias (IS0, 2009).

De facto, hd outras particularidades inerentes a experimentagdo em cultura de células que
stio salientadas na norma 150 e que, naturalmente, foram tidas em conta neste trabalho. Foram

preparados controlos da mesma forma como as amostras teste. As culturas celulares foram
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manipuladas de acordo com o referenciado, nomeadamente na elaboractio de sfocks com as
técnicas de congelagiio e descongelagio padronizadas e na manutengio das células em cultura,
segundo as hoas praticas de cultura celular (IS0, 2009). Da mesma forma, os meios de cultura
foram utilizados de acordo com os requisitos da linha celular selecionada, nomeadamente as
condigdes de esterilidade, a suplementagtio com antibidticos, o armazenamento em condicdes
adequadas e a manutencio de um pH entre 7,2 e 7,4. A norma IS0 refere que os testes dos
extratos devem ser efetuados em culturas celulares aderentes em monocamada subconfluentes,
ou em culturas celulares em suspensdo. Refere ainda que deve ser utilizado o extrato original
ou o mesmo com uma série de dilvigdes do extrato original, efetuadas com o veiculo dos
mesmos.

Inicialmente, a linha celular aderente MDPC-23 foi avaliada no que respeita ao tempo de
duplicagtio. Com base neste dado, que correspondeu a 17,48%4,25 horas foi determinado o
nimero de células a colocar nas placas de cultura para cada um dos ensaios efetuados, tendo
em conta o tempo de incubagdo e a drea dos recipientes.

A norma IS0 preconiza, ainda, avaliagdes qualitativas e quantitativas, com preferéncia pelo
segundo tipo, dando alguns exemplos de testes que devem ser realizados, como é o caso do
teste MTT. A reductio da viabilidade celular em mais de 30% é considerada um efeito citotéxico
(150, 2009).

No presente estudo foram realizadas as avaliagdes quantitativas de citotoxicidade de
acordo com a norma, nomeadamente o teste do MTT, e ainda vdrios ensaios com vista a
compreender o processo da dentinogénese reparadora. Pretendeu-se avaliar o comportamento
das culturas celulares submetidas ao tratamento com os hiomateriais ao longo das diversas
fases deste processo. Numa fase inicial, em que os biomateriais devem estimular as células,
pretendeu-se avaliar a atividade metabélica e a viabilidade celular com os ensaios do MTT e da
SRB. Ainda pretendendo avaliar os efeitos citotdxicos dos biomateriais, foram efetuados estudos
dos tipos de morte celular, das alteragdes do potencial de membrana mitocondrial, do ciclo
celular e da formagiio de espécies reativas de oxigénio. A fase seguinte no processo de
dentinogénese reparadora é a diferenciagdo celular, em que as células se diferenciam em

células tipo odontoblasto e sintetizam proteinas especificas. Foi possivel avaliar esta fase com
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estudos da morfologia celular e da sintese de duas proteinas especificas: a fosfatase alcalina e
a sialoproteina da dentina, referenciadas como os maiores marcadores das células tipo-
odontoblasto (Fujisawa, Mizuno e Tamura, 2009). A fase final do processo, isto €, a formagio de
tecido mineralizado, foi avaliada com o ensaio do A/izarin Red S.

0 pH de um material é uma propriedade fisica essencial e, geralmente, relacionada com @
resposta pulpar. Os resultados mostraram que o perfil de pH de todos os biomateriais é
semelhante, dentro do espectro da alcalinidade, ndo existindo diferencas significativas entre
eles. 0 pH diminui, aproximando-se da neutralidade @ medida que a concentragiio dos
biomateriais diminui. Os resultados que foram obtidos, de 10,9011,30 para os cimentos a base
de MTA e de 10,51£0,64 para os cimentos a base de hidroxido de cdlcio, estdo de acordo com
outros estudos que referem valores que variam entre 11,50 e 11,87 para os cimentos d base de
MTA e entre 10,88 e 11,09 para os cimentos a base de hidréxido de cdlcio (Luczaj-Cepowicz ef
al, 2017). Estes autores compararam ainda com os mesmos materiais sem presa completa, que
apresentaram valores de pH mais elevados, de cerca de 12,31 para os cimentos @ base de
hidréxido de cdlcio, e de 11,87 para os cimentos d base de MTA (Luczaj-Cepowicz e/ a/, 2017). 0
pH mais elevado nestas circunstdncias € explicado pela libertagdo imediata de ides OH- nos
materiais frescos. Estes resultados sdo corroborados por outros estudos (Antunes Bortoluzzi ef
al, 2006; Zmener, Pameijer e Banegas, 2007). Outros autores referem que o pH do Biodentine ™
é cerca de 12 em extratos obtidos por incubagiio durante 28 dias (Grech, Mallia e Camilleri, 2013),
embora outros autores que realizaram abordagem semelhante refiram valores de 9 (Gandolfi
et al, 2015). Estes valores dispares devem-se aos diferentes meios utilizados para efetuar os
extratos e ds diferencas de porosidade dos materiais imediatamente apds a preparagtio e ao
longo do tempo (Gandolfi e/ a/, 2015). 0 pH dos biomateriais estd relacionado com o seu efeito
antimicrobiano e com a producio de ROS. Alguns autores referem que o aumento do pH, causado
pela libertagtio de hidrdxido de cdlcio, pode condicionar a diminui¢to da formagdo de ROS (Eid e/
al, 2014; Ribeiro et al, 2010).

A resposta da linha celular MDPC-23 perante os biomateriais foi substancialmente

diferente, quer nos ensaios que avaliaram a proliferacio celular, quer nos que avaliaram as
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fases de diferenciacdo e de mineralizactio, particularmente no que respeita ao tratamento com
o Life® em relagto aos outros dois biomateriais.

A atividade metabélica das células MDPC-23 apresentou uma diminvicio acentuada apés o
tratamento com o Life® independentemente da sua concentragdo. De notar que esta alterago é
totalmente deletéria com as duas concentragdes mais elevadas (50% e 100%), ou seja, com uma
diminuicdo significativamente maior do que nas outras concentracdes. O tratamento com o
WhiteProRoot®MTA ndo determinou alteracdes da atividade metabélica celular. No caso das
culturas celulares expostas ao Biodentine™, observou-se a manutengio da atividade
metabélica, exceto no caso do fratamento com a concentragiio mais elevada, em que se verificou
uma diminuicdo significativa superior a 50% que se acentuou ao longo dos tempos de estudo
(24,72 e 120 horas).

Existem outros estudos que corroboram os resultados por nds obtidos, alguns dos quais,
utilizaram a linha celular MDPC-23 como modelo experimental. Lessa e colaboradores
mostraram redugdo da atividade metabélica das culturas celulares quando submetidas durante
24 horas aos extratos com Biodentine™, o que ndo ocorreu com as expostas ao
WhiteProRoot®MTA (Lessa ef a/, 2010). Outros, referiram uma diminvigio da atividade
metabdlica com as concentragdes mais elevadas de extratos obtidos com o Biodentine™ ao longo
de vdrios tempos de estudo (Luo ef a/, 2014). Alguns autores, também através do ensaio do
MTT, concluiram que os tratamentos com o WhiteProRoot®MTA asseguraram a manutengio da
proliferacdo celular semelhante ao controlo (Paranjpe, Zhang e Johnson, 2010; Yasuda 7 o/,
2008), enquanto que nos tratamentos com o Life® se verificou uma diminuigdo (Luczaj-Cepowicz
etal,2017; Poggio et al, 2014), particularmente nas concentragdes mais elevadas (Camargo ef
al, 2009). No entanto, também existem alguns estudos que apresentam resultados diferentes,
especialmente no que respeita aos cimentos d base de agregados tridxido minerais. Alguns
autores concluiram que a exposicdo ao ProRoot®MTA e ao Biodentine™ determinaram valores
de proliferacdo celular semelhantes apés vdrios periodos de incubagdo em diferentes linhas
celulares (Chang &7 al, 2014; Daltoé ef al, 2016; Jung et a/, 2015) embora, por vezes, até 20%
inferior d das culturas controlo (Zhou ef a4/, 2013). Por outro lado, Nufiez e colaboradores

demonstraram um aumento da proliferaco celular de culturas submetidas ao Biodentine™, ao
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contrdrio do que ocorreu com outras submetidas a um cimento de iondmero de vidro. Um
aumento similar ndo se verificou com aquelas tratadas com o ProRoot®MTA. Os autores
explicam estas diferencas com as desiguais composicdes dos dois biomateriais, com destaque
para a potencial citotoxicidade do dxido de bismuto presente no ProRoot®MTA (Camilleri e7 o/,
2004; Nufiez ef a/, 2014). Outros autores demonstraram que as formulagdes cinzentas dos
cimentos d base de MTA apresentam maior citotoxicidade do que as formulacdes brancas,
presumivelmente devido a presenca de arsénio, um conhecido inibidor da atividade enzimdtica
(Luczaj-Cepowicz et a/, 2017; Monteiro Bramante e7a/, 2008). Porém, outros observam o efeito
contrdrio entre as formulagdes cinzentas e brancas, com a técnica de contacto direto versusa
técnica dos extratos (Eid e/ a/, 2014). Com a metodologia de contacto indireto através de gel de
agarose, referida na norma IS0, tanto o cimento d base de MTA como o cimento d base de silicato
tricdlcico ndo levaram a alteragdes da atividade metabélica de duas linhas celulares diferentes
(Laurent ef al, 2008). No entanto, este facto poder-se-d dever @ incapacidade de difusdo dos
biomateriais no agar, considerando-se uma metodologia ndo adequada a estes biomateriais.

A avaliagdo da citotoxicidade através do ensaio do MTT é frequentemente utilizada para a
obtenctio de um screnning dos vérios compostos (Wang Y, 2010). Tendo em conta o principio da
técnica, a reducio do MTT indica o estado metabélico das células e é influenciada por vérios
fatores intrinsecos ao metabolismo celular particularmente os inerentes @ mitocdndria (Vistica
etal, 1991). No entanto, este ensaio pode subestimar o dano celular, uma vez que os resultados
s@o influenciados também pelas células em morte apoptédtica, mesmo quando o seu metabolismo
estd substancialmente reduzido (Zhou ef a/, 2013). Assim, de modo complementar, realizou-se
0 ensaio da SRB que correlaciona o conteddo proteico com a viabilidade através a quantificagdo
da biomassa celular (Freshney, 2010).

Osresultados obtidos no nosso trabalho, através do ensaio da SRB, corroboram os do ensaio
do MTT, uma vez que a viabilidade celular acompanhou as alteracdes da atividade metabélica.
Assim, verificou-se uma redugo da viabilidade celular no tratamento com o Life® em todas as
concentragdes, demonstrando um comportamento semelhante ao do ensaio com o MTT. No caso
do tratamento com o WhiteProRoot®MTA ndo se verificaram alteragdes quer de atividade

metabélica, quer de viabilidade celular. No tratamento com o Biodentine™ verificou-se uma
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reducio da viabilidade celular com as concentra¢des mais elevadas (100% e 50%). Com a
concentragiio de 100% verificou-se, ao contrdrio do ensaio com o MTT em que esta diminuigiio
se acentuou ao longo dos tempos de estudo, uma diminvi¢io apenas ds 24 horas com uma
recuperacto nos outros fempos de estudo. Com a concentragtio 50% verificou-se uma diminuicto
menos acentuada, mas ainda assim, com valores elevados de viabilidade (superiores a 80%).
Este comportamento significa que as células sdo afetadas, mas a viabilidade ndo é
comprometida.

Poucos estudos utilizaram o ensaio da SRB para avaliar a viabilidade celular. Os autores
que a avaliam referem uma diminuicto entre 40% a 45% para a viabilidade celular em culturas
tratadas com ProRoot®MTA durante 24 horas. Neste estudo a adicdo de um antioxidante, a N-
acetilcisteina, protegeu a viabilidade celular, uma vez que limitou os efeitos toxicos do ido
aluminio libertado dos cimentos a base de MTA (Minamikawa e7 a/, 2011).

Os resultados relativos a atividade metabdlica e a viabilidade celular s@o corroborados pela
andlise da proliferacto celular realizada ds 120 horas. Com estes estudos foi possivel avaliar
os efeitos dos biomateriais sobre as culturas celulares ao longo do tempo.

Os estudos subsequentes, com os quais se pretendeu aprofundar os efeitos citotdxicos dos
biomateriais, nomeadamente a avaliagio das vias de morte, do potencial de membrana
mitocondrial, do ciclo celular e da produgdo de espécies reativas de oxigénio, foram efetuados
apds 120 horas de incubag@o. A escolha deste tempo de incubagtio prendeu-se com o facto de se
pretenderem avaliar os efeitos citotdxicos numa fase com menor potencial de reversibilidade.

A avaliagdo dos mecanismos de morte revestiu-se de particular importancia, com dados
preponderantes no tratamento com o Life® em todas as concentracdes, e no tratamento com o
Biodentine™ em concentragdes elevadas. No caso destes tratamentos verificaram-se alteraces
da viabilidade celular. No tratamento com o Life®, nas concentragdes mais elevadas, verificou-
se um aumento das populacdes em apoptose e em apoptose tardia/necrose. Por outro lado, nas
concentragdes mais baixas verificou-se um aumento das populagdes em necrose. Nas culturas
celulares submetidas ao tratamento com o Biodentine™ verificou-se um aumento das células
em apoptose tardia/necrose e necrose. Por outro lado, o tratamento com o WhiteProRoot®MTA

ndo influenciou a viabilidade e a morte celular.
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Noutros estudos, foi referida a inexisténcia de alteracdes na viabilidade e na morte celular
das culturas expostas ao tratamento com o WhiteProRoot®MTA, quer seja avaliado com ou sem
presa (Moghaddame-Jafari efa/, 2005). Outros autores demonstraram a preferéncia pela morte
por apoptose, em detrimento da necrose, quando em culturas as celulares sto expostas ao
tratamento com formulagGes cinzentas de ProRoot®MTA. Nestes estudos verificou-se uma
diminuicdo significativa do ndmero de células vivas apés os tratamentos com ProRoot®MTA, nas
formas cinzenta ou branca (Eid &7 o/, 2014).

A morte por necrose pode ocorrer em sequéncia da apoptose quando os danos sdo muito
elevados, ou poderd ser uma via ativada independentemente. Isto foi observado num estudo
com dois tipos de cimentos d base de MTA, em que a diminuictio da viabilidade ocorreu por
apoptose, em vez de necrose. Os autores sugerem que, numa fase inicial, o dano provocado
pelos agentes citotdxicos ocorre a nivel citoplasmdtico, uma vez que as membranas nucleares
dessas células continuaram intactas (Eid &7 a/, 2014). Alguns autores sugerem que a expressdo
de proteinas, nomeadamente a fosfoproteina da dentina, pode prevenir a apoptose induzida por
fosfatos inorgdnicos. Esta proteina é uma componente da matriz extracelular, pode suportar a
sobrevivéncia da célula e promove a adesdo das células o que pode prevenir a apoptose (Eid ef
al, 2013). Outro mecanismo de prevencto da apoptose € a inibicdo da formacto do complexo
cdlcio-fosfato. A fosfoproteina da dentina previne a formagdo deste complexo, ligando-se-lhes
0 que evita que se liguem @ membrana citoplasmdtica. Os autores referem que niio ocorre
apoptose durante a fase de diferenciagtio celular uma vez que, nesta fase, a expressdo destas
proteinas estd aumentada (Fujisawa, Mizuno e Tamura, 2009).

0 comprometimento da viabilidade celular nos tratamentos com o Life® nas concentragdes
100% e 50%, nto permitiv a obtencio de nimero de células suficiente para a realizaciio de
alguns ensaios, nomeadamente para avaliar o potencial de membrana mitocondrial com o
indicador JC-1, o ciclo celular, e a producto de perdxidos com a sonda DCF.

A mitocdndria estd no centro da detectio e da integractio de diversos sinais de stresse e os
distrbios mitocondriais geralmente ocorrem muito antes de quaisquer sinais morfoldgicos de
apoptose. A funcdo mitocondrial na apoptose depende de mdltiplos mecanismos, incluindo a

libertagio de proteinas apoptogénicas para o citoplasma, apés a permeabilizagio da membrana
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externa mitocondrial; a perda de processos fisioldgicos mitocondriais indispensdveis a
sobrevivéncia; e a geragdo de espécies reativas de oxigénio (Wlodkowic efa/, 2011). O potencial
de membrana mitocondrial reflete a atividade da cadeia transportadora de eletrdes assim como
a fungio mitocondrial. A disrupcio do potencial de membrana mitocondrial constitui uma
caracteristica da apoptose (Laranjo ef a/, 2013). 0 potencial de membrana mitocondrial foi
avaliado através da razdo mondmeros/agregados da sonda JC-1, que coexiste na forma
monomérica ou agregada, sendo esta razdio inversamente proporcional @ disrupcio deste
potencial. Os resultados demonstram uma disrupgdo do potencial de membrana apés os
tratamentos com WhiteProRoot®MTA com as concentracGes mais elevadas. Assim, verifica-se
que a fungto mitocondrial é afetada com a presenca de WhiteProRoot®MTA, ndo sendo relevante
o suficiente para influenciar a viabilidade celular. Nos tratamentos com o Biodentine™ o
potencial de membrana mitocondrial foi pouco alterado, excepto apds o tratamento com @
concentragdo de 50%, em que se observou um maior potencial. Estes resultados levam a crer
que a morte celular por apoptose tardia e por necrose observada deverd ser explicada por vias
independentes da mitocondria. De facto, a avaliacto do potencial de membrana ndo tem sido
um ensaio comummente efetuado em estudo deste Gmbito, sendo escassos os dados sobre o
comprometimento da mitocdndria.

Os tratamentos com os trés biomateriais influenciaram a progressdo do ciclo celular,
observando-se alteracdes na distribuicio das células pelas diferentes fases do ciclo. A
semelhanca das culturas celulares controlo, apds os tratamentos com os hiomateriais a fase
G0/G1 foi predominante. No caso da exposicio ao Life® verificou-se a diminuigiio das células
nesta fase e aumento na fase 62/M. Uma circunstancia semelhante jd tinha sido referida, por
outros autores, que utilizaram um monémero TEGMA como controlo positivo. 0 aumento do
nimero de células em G2/M foi associado a um estado de menor proliferacto celular, com a
maioria das células numa fase quiescente (Camargo ef o/, 2009). Com os tratamentos com o
WhiteProRoot®MTA verificou-se aumento da populagio em fase S. Quanto aos tratamentos com
o Biodentine™ houve alteragdes com significado estatistico na concentrag@io mais elevada, com
aumento na fase pré-G0, na fase S e na fase 62/M com consequente diminvi¢do da fase G0/G1.

Alguns autores demonstraram que as culturas celulares tratadas com WhiteProRoot®MTA com
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presa e sem presa apresentaram menor ndmero de células na fase GO/G1, com aumento das
populacdes nas fases S e 62/M, corroborando os resultados do nosso estudo. O aumento das
células nas fases S e 62/M pode estar associado @ indugio de vias de sinalizagtio, de modo a
ocorrer a diferencia¢io (Moghaddame-Jafari ef a/, 2005). 0 aumento da fase S e G2/M, jd
reportado noutros estudos com MTA e observado no presente estudo com o WhiteProRoot®MTA
e o Biodentine™, sugere um aumento das células na fase de proliferagdo, indicando que estes
biomateriais podem ter um efeito positivo na regeneracto do tecido pulpar /7 vive(Camargo &f
al, 2009).

A avaliagio da producdio intracelular de peréxidos é indicativa do estado redox da célula e
permite compreender as respostas celulares aos hiomateriais. As espécies reativas de oxigénio
sio um subproduto natural do metabolismo do oxigénio e tém um papel fundamental na
regulagdo de outras vias de sinalizactio, de proliferacto e de sobrevivéncia celulares (Valko e/
al, 2007). Por outro lado, um aumento excessivo da productio de perdxidos durante o stresse
celular, resulta em danos significativos para a estrutura da célula, como é tipico das doengas
neurodegenerativas, do cancro ou do envelhecimento (Eid e a/, 2014; Valko ef a/, 2007).

No presente estudo verificou-se um aumento da produgio de peréxidos na dependéncia
direta da concentragdo, nos tratamentos com WhiteProRoot®MTA e com Biodentine™. Os
tratamentos com o Life® na concentracio de 6,25% revelaram também um aumento na
formagdo intracelular de ROS. Como jd referido, a produgdo excessiva de ROS pode resultar em
perda da fungtio celular, em apoptose ou em necrose. No entanto, os aumentos verificados neste
estudo podem ndo ultrapassar os valores considerados deletérios para esta linha celular
(Pervaiz e Clement, 2007; Thannickal e Fanburg, 2000).

Ja foi referido que o reparagtio do tecido pulpar, através das terap@uticas de protegtio
pulpar direta com um biomaterial, envolve uma cascata de acontecimentos designada de
dentinogénese reparadora. Este processo inclui uma inflamagdo inicial moderada, a estimulagdo
de células indiferenciadas presentes no tecido pulpar, a sua proliferactio e a sua posterior
diferenciagto. A estimulaciio transitéria da expressio de citocinas proinflamatérias pode ser
um efeito desejdvel. Avaliando a producdo de ROS alguns estudos indicam que a adicio de

antioxidantes aos biomateriais diminui a sua produgtio, potenciando os efeitos de cicatrizagiio
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do tecido pulpar (Minamikawa e7 a/,2011). Esta diminuictio do stresse oxidativo pode aumentar
a capacidade das células do tipo odontoblasto de se diferenciarem e de depositarem matriz
mineralizada (Eid e/ o/, 2014). Foi demonstrado que os tratamentos com ProRoot®MTA, MTA
Angelus® e com Biodentine™ determinam uma producio baixa de ROS e de mediadores
proinflamatérios, como a IL-1[3, o TNF-ct, a IL-6 e a IL-8. Estes mediadores estdo envolvidos nas
fases iniciais do processo inflamatério e podem contribuir para a sequéncia de eventos de
cicatrizago, induzindo a expressdo de heme-oxigenase-1, por ativacdo da via da proteina
cinase (protein kinase signaling pathway - MAPKs) (Cavalcanti ef a/, 2011; Chang ef a/, 2014,
2014; Ishii, Itoh e Yamamoto, 2002; Jung ef a/, 2015; Karim, El &7 a/, 2016; Laurent, Camps e
About, 2012; Melin e o/, 2000; Minamikawa e7 a/, 2011). A heme-oxigenase-1, enzima anti-
oxidante, tem efeito citoprotetor contra os danos oxidativos e a resposta anti-inflamatéria,
respondendo a agentes quimicos e fisicos que, direta ou indiretamente, produzem ROS (Ryter e
Choi, 2005). A regulaciio da heme-oxigenase-1 pelos odontoblastos, que se traduz num aumento
da expressdo de ROS, é um indicador da capacidade de defesa do tecido pulpar contra os agentes
toxicos exdgenos como, por exemplo, o oxido de bismuto ou o perdxido de hidrogénio (Pervaiz
e Clement, 2007; Thannickal e Fanburg, 2000). A expressdo de IL-1c. e de IL-6 nas primeiras 3
horas apés tratamento com ProRoot®MTA, diminuiu para valores semelhantes ao controlo
enquanto com o tratamento com Biodentine™ essa diminvigdo so se verificou apds 24 horas
(Chang et al, 2014). Assim, a presenca de ROS pode induzir /7 vifroa diferenciacdo celular, tendo
assim um papel mais complexo na fisiologia da célula do que causando apenas o simples dano
oxidativo (Lee ef a/, 2006). No entanto, esta dicotomia entre a estimulacio de vias de
sinalizactio e de diferenciacto e a inducio de dano oxidativo, depende da concentragio de ROS
produzidas (Pervaiz e Clement, 2007). Alguns estudos demonstram que a produgdo de ROS nio
ocorre nos tratamentos com Biodentine ™, o que é considerado uma limitagdo deste biomaterial
(Karim, El ef a/, 2016), no entanto, neste trabalho, essa produgdo foi observada. No entanto,
estudos /7 vivo com animais, sugerem uma ligeira inflamago com infiltrado inflamatério e
dilatagio minima do sistema vascular do tecido pulpar, indicando que /7 vive, ambos os
materiais atuam no sentido da regeneractdo pulpar (Nufiez e/ a/, 2014). Outros estudos referem

que a diminuictio da pressdo parcial de oxigénio, a diminuicio da producto de ROS e a apoptose,
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inibem a formacio de uma matriz mineralizada, devido a alteracdes nas fases iniciais da
diferenciacto (Nicolaije, Koedam e Leeuwen, van, 2012; Nicolaije, Peppel, van de e Leeuwen,
van, 2013). Com base nos resultados do nosso estudo e em referéncias na literatura, podemos
concluir que a produg@o de ROS dentro de valores baixos, ndo sé é benéfica como essencial para
que ocorra diferenciagiio celular durante o dentinogénese reparadora e consequentemente
formagtio de matriz mineralizada.

Ainda quanto @ producio de perdxidos, o aumento que se verificou com todos os
biomateriais pode ter repercussdes a nivel do seu efeito antimicrobiano. A atividade
antibacteriana do hidréxido de cdlcio estd relacionada com a libertagdo de ides hidroxilo em
ambiente aquoso. Estes ides sdo espécies radicalares altamente oxidantes, com extrema
reatividade quimica com as biomoléculas, de modo intenso e indiscriminado. No entanto, esta
agdo indiscriminada afeta, também, a atividade mitocondrial das culturas celulares em testes
de citotoxicidade, como verificado nos resultados discutidos anteriormente. Os efeitos
antibacterianos dos agregados trioxidos minerais ndo sdo, ainda, muito conhecidos. Estes
materiais, quando hidratados, formam um gel de silicato que produz hidréxido de cdlcio,
parecendo ter um mecanismo de acdo antibacteriano semelhante ao hidréxido de cdlcio (Poggio
etal,2014).

Se por um lado, o tratamento com o ProRoot®MTA realizado em condiges anaerdbias, nio
levou d producio de ROS, o que permitiv concluir que a atividade antimicrobiana destes
biomateriais se deve d sua capacidade de produzir perdxidos e o seu efeito é traduzido na
degradagdo do DNA bacteriano (Ribeiro ef a/, 2010). Por outro lado, alguns autores tém
demonstrado que, em meio aerdbico, os agregados trioxidos minerais conseguem gerar
espécies reativas de oxigénio que, como referido atrds, produzem uma atividade antibacteriana
semelhante ao hidréxido de cdlcio. No entanto, em condicdes anaerdbicas, observa-se um
decréscimo acentuado da produgdo de radicais livres (Cabiscol, Tamarit e Ros, 2000; Ribeiro ef
al,2010).

Alguns autores referem que os tratamentos com a formulagdo cinzenta do ProRoot®MTA
levaram & diminuigdo dos niveis de ROS, o que se pode dever ao aumento do pH associado d

libertagiio de ides cdlcio do biomaterial (Eid e a/, 2014). De facto, outros autores jd tinham
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referido que a produgiio diminuida de ROS estd relacionada com o pH extracelular (Baldini e a/,
2003; Shu et al, 1997). Foireferido, tambhém, que os tratamentos com cimentos a base de silicato
tricdlcico e MTA apresentam uma baixa produgio de ROS, sugerindo que se deve ao aumento do
pH apés a libertacto de hidréxido de cdlcio destes cimentos, o que é corroborado por outros
estudos.

Noutros estudos com os agregados tridxidos minerais, alguns autores estudaram o efeito
da clorhexidina e do hipoclorito de sédio sobre as culturas celulares, concluindo que estes
produtos aumentam a capacidade antimicrobiana dos biomateriais, mas aumentam também a
sua citotoxicidade (Jafarnia ef a/, 2009).

No nosso estudo, a morfologia celular foi mantida nas células submetidas aos tratamentos
com WhiteProRoot®MTA e com Biodentine™, observando-se uma coexisténcia entre as
particulas dos materiais e as células em cultura, com a internalizacdo de algumas delas. Nos
tratamentos com Life® verificou-se uma alteragdo da morfologia compativel com a morfologia
de células em apoptose, o que corrobora os resultados dos nossos ensaios anteriores que
demonstram uma diminuicGo drédstica das células vivas com um aumento da morte celular por
esta via.

A morfologia celular de uma linha de fibroblastos gengivais foi estudada com recurso a
microscopia eletronica de varrimento e verificou-se a auséncia de alteragdes apés os
tratamentos com ProRoot®MTA e com Biodentine™, aumentando o ndmero de células aderentes
d superficie dos hiomateriais ao longo do tempo com estabelecimento de juncdes intercelulares
(Lessa ef a/, 2010). No entanto, estudos com um cimento de ionomero de vidro mostraram
resultados diferentes, com diminuigdo do nimero de células aderentes, presenca de formas
arredondadas com sinais de vacuolizagio (Zhou ef a/, 2013). Por outro lado, noutro estudo com
recurso @ mesma metodologia, verificou-se uma modificagdo da morfologia celular apés
tratamento com ProRoot®MTA, com uma constricGo do citoplasma, enquanto com o tratamento
com Biodentine™ ndo houve qualquer alteragto (Nufiez e7 a/, 2014). Outros estudos corroboram
esta auséncia de alteragdes morfoldgicas em culturas celulares tratadas com o Biodentine™
(Nikfarjam e7 a/, 2016) e com o ProRoot®MTA (Paranijpe, Zhang e Johnson, 2010).
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As células tipo-odontoblasto, nomeadamente as células MDCP-23, expressam diversas
proteinas percursoras do processo de mineralizagdo (About, 2011). A fosfatase alcalina e a
sialoproteina da dentina sto exemplos dessas proteinas, o que se verificou no presente estudo.

A fosfatase alcalina é referida como uma glicoproteina presente na superficie da célula que
estd envolvida na mineralizagio, sendo reconhecida como um marcador da diferenciagto
osteobldstica (About, 2011; Chang ef a/, 2014). Neste estudo, verificou-se o aumento da
expressio do gene da fosfatase alcalina assim como o aumento da sua sintese apds os
tratamentos com WhiteProRoot®MTA e com Biodentine™. No entanto, o aumento é mais
acentuado nos tratamentos com Biodentine™ e diretamente dependente da concentracto. Nos
tratamentos com Life® verifica-se o oposto, isto &, ndo hd expressdo do gene da fosfatase
alcalina nem sintese da proteina.

A fosfatase alcalina é um marcador inicial da odonto/osteogénese e tem sido proposto por
alguns autores como um estimulante da mineralizagio, por proporcionar fosfato ou por
degradar o pirofosfato inorgdnico. Estes autores referem uma correlagdo entre altos niveis de
fosfatase alcalina e o aumento dos nddulos mineralizados (Lee ef a/, 2010; Park ef al, 2014;
Semeghini ef a/, 2012). Alguns autores relatam que quando associado a proteinas
morfogenéticas do esmalte, os tratamentos com cimentos d base de MTA aumentam a expressdo
de fosfatase alcalina e a formagtio de depésitos de cdlcio, niio se sabendo, no entanto, qual o
mecanismo pelo qual estas proteinas atuam nos processos de diferenciacdo e de mineralizaggio
(Min, Yang e Kim, 2009). Outros autores referem que com o ProRoot®MTA e particularmente com
o Biodentine™ apds 48 horas, ocorre um aumento da expressdo do gene da fosfatase alcalina
(Daltoé ef al, 2016). Resultados semelhantes sdo referidos por outros estudos, com aumento da
expressdo desse gene em tratamentos com ambos os materiais (Chang &7 a/, 2014; Peng ¢/ al,
2011; Wang ef al, 2014; Zhao ef al, 2012). Numa avaliaciio de dois cimentos @ base de
agregados triéxido mineral observaram-se diferencas entre eles, com maior expressio de
fosfatase alcalina e formagdo de depdsitos de cdlcio com o ProRoot®MTA (Paranjpe, Zhang e
Johnson, 2010) relativamente ao MTA Angelus® (Chang e/ a/, 2014). No entanto, outros estudos

demonstraram a diminuitio da expressdo da fosfatase alcalina apés 11 dias de cultura celular,
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0 que pode ser um indicador da maturacio odontobldstica, corroborando o seu envolvimento,
apenas, como marcador inicial de mineralizagdo (Zanini e/ a/,2012)

Nalguns estudos, a proteina DMP-1 foi expressa em maior quantidade no periodo inicial de
cultura nas células tipo-odontoblasto do que nas células indiferenciadas da polpa dentdria. Esta
proteina, produzida pelas células tipo-odontoblasto, é detetada ao longo da interface polpa-
dentina reparadora (Semeghini 7 a/, 2012). Qutras proteinas como a osteopontina, mesmo ndo
sendo marcadores especificos da diferenciagio odontobldstica, podem ser normalmente
expressas durante a dentinogénese reparadora por odontoblastos funcionais, secretando matriz
dentindria, e estando presente nas regides perinucleares e citoplasmaticas (Semeghini ef a/,
2012). Por outro lado, a DSP é detetada nos odontoblastos e pré-ameloblastos e,
consequentemente, no tecido dentindrio, mas ndo noutros tecidos como no esmalte, no 0sso, no
musculo ou na cartilagem (Hanks ef a/, 1998; Semeghini ef a/, 2012; Sun ef a/, 1998). Alguns
estudos referem que a proteina DSP pode ser secretada através dos processos odontobldsticos
diretamente na zona de mineralizagdo, na juncio pré-dentina-dentina. A presenca da DSP na
pré-dentina e a sua produgdo por odontoblastos jovens pode ser um indicador do seu papel na
formag@o e no desenvolvimento inicial da dentina. Esta € uma proteina presente no citoplasma.

No nosso estudo, a sua avaliagdo por imunocitoquimica com detegdo por microscopia dtica
demonstrou a sua presenca no citoplasma das células MDCP-23. Nos tratamentos com
WhiteProRoot®MTA e com Biodentine™ verificou-se um aumento da sua expressio diretamente
dependente do aumento da concentragdo. Nos tratamentos com Biodentine™ observou-se um
aumento da sua expressdo relativamente aos outros biomateriais, como ja referido noutros
estudos (Jeanneau ef a/, 2017). Nos tratamentos com Life® verificou-se uma diminuigio do
nimero de células, com alteracdes acentuadas da morfologia celular e sem sintese de proteina,
corroborando os resultados dos ensaios anteriores. Alguns autores demonstraram o aumento
da expressdo de 2SPem relagio ao controlo apéds o tratamento com ProRoot®MTA (Chang 7 al,
2014; Masuda ef a/, 2010; Paranjpe, Zhang e Johnson, 2010). Outros compararam a expressto
apds os tratamentos com ProRoot®MTA e com Biodentine™, verificando um aumento de ambos
relativamente ao controlo, mas com maior expressdo no tratamento com Biodentine ™, como

verificado nos resultados do nosso estudo (Jung ef a/, 2015).
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Alguns autores observaram, através da marcago de dreas ricas em cdlcio com o Alizarin
Red, u presenca de nddulos mineralizados nos frascos de culturas celulares com MDPC-23,
formando uma matriz mineralizada (Semeghini e7 a/, 2012). Este ensaio colorimétrico é sensivel
e permite a quantificacio dos depdsitos de cdlcio. Os resultados da fase de mineralizagtio
corroboraram esta caracteristica das células tipo-odontoblasto MDCP-23, como se observa na
andlise qualitativa. Verificou-se um aumento da formagiio de depdsitos de cdlcio nos
tratamentos com WhiteProRoot®MTA e com Biodentine™, dependente da concentrago e com
maior intensidade nos tratamentos do Gltimo biomaterial referido. A avaliagio quantitativa
discriminou diferengas significativas entre os dois biomateriais. O tratamento com Life®, na
sequéncia dos resultados anteriores, nio revelou formacdo dos depdsitos de cdlcio
concomitantes com as alteragdes de morfologia celular.

Alguns estudos mostraram um aumento da drea dos depdsitos de cdlcio de cerca de 60%
nas culturas tratadas com ProRoot®MTA, ndo se observando qualquer formagGo de depésitos
em culturas tratadas com cimento a base de hidroxido de cdlcio (Yasuda e a/, 2008). Verificou-
se um aumento da drea de nédulos calcificados tanto em culturas tratadas com ProRoot®MTA,
como com Biodentine™; para ambos os biomateriais, a estimulagdo dos odontoblastos para
diferenciactio e formactio de depdsitos de cdlcio ocorre através da ativagio da via MAPK (Jung
etal,2015).

A citotoxicidade do tratamento com os biomateriais Biodentine™ e WhiteProRoot®MTA, sob
as condigdes experimentais investigadas, varia de moderada a fraca, sendo muito inferior aos
valores de 40 a 45% admitidos na norma 1S0. Isto é semelhante ao que parece ocorrer /n vivo
no tecido pulpar, quando estes materiais sto utilizados para protecdes pulpar diretas. As
camadas celulares externas em contato com o material de protectio atuam, presumivelmente,
como filtro ou barreira, protegendo as camadas internas. Este comportamento associado @
depuractio pulpar, necessariamente diminui a magnitude da citotoxicidade. Este facto explica
porque é que, apesar da natureza cdustica de alguns destes materiais, estd demonstrada a sua
eficdcio e sucesso clinico. As diferengas significativas demonstradas nos diferentes ensaios
entre o cimento @ base de hidroxido de cdlcio e os cimentos @ base de agregados trioxido

minerais e silicatos fricdlcico sdo, claramente, devido ds diferencas estruturais dos seus
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componentes hdsicos e, consequentemente, ds diferentes reagdes bioquimicas induzidas pelos
mesmos nos tecidos. Estd estabelecido que os agregados de trioxido minerais induzem a
formactio de uma barreira de tecido duro com uma maior espessura do que os materiais d base
de hidréxido de cdlcio, acompanhada de uma menor inflamacto dos tecidos adjacentes. Além
disso, o tecido pulpar tem células progenitoras capazes de se diferenciarem em células tipo-
odontoblasto formadoras de dentina. Este mecanismo é facilitado pelos agregados de tridxido
minerais por indugdio da secrecto de proteinas morfogenéticas e fatores de crescimento como a
BMP-2 e o TGF-B1 (Poggio e7 a/, 2014, 2014). A tecnologia por detrds do processo de fabrico do
biosilicato, constituinte principal do Biodentine™, remove as impurezas metdlicas presentes
noutros cimentos. A reagdo de presa envolve a hidratacdo do silicato tricdlcico e a produgiio de
um gel d base de silicato de cdlcio e hidroxido de cdlcio que em contato com os ides fosfato tem
a capacidade de precipitar um composto semelhante d hidroxiapatite (Nufiez ef a/, 2014). Alguns
estudos referem mesmo que, devido @ sua baixa citotoxicidade e a sua alta capacidade bio-
indutora, o Biodentine™ pode ser considerado o material ideal para o tratamento de exposices
pulpares (Poggio e/ a/, 2014). 0 mecanismo para a estimulagdo da reparagio pela deposicdo do
tecido mineralizado depende do pH e da capacidade do cimento de silicato tricdlcico para libertar
vdrios ides. Os ides de cdlcio extracelular representam um fator potente que afeta a funcdio
celular e tem efeitos significativos na proliferacto e na diferenciacio de células. Sabe-se que os
ioes cdlcio estdo envolvidos numa série de vias de sinalizagto da proliferactio. Os ides de cdlcio
libertados dos cimentos de silicato tricdlcico ativam a via de sinalizagdo da MAPK induzindo,
assim, a expressio do RNA mensageiro dos genes associados a diferenciagio e a mineralizagto
odontobldstica nos odontoblastos (Nufiez ef a/, 2014; Rathinam ef a/, 2015). Isso mesmo foi
observado no nosso estudo, com um aumento considerdvel da sintese de fosfatase alcalina, da
expressdo do gene da fosfatase alcaling, da sintese de sialoproteina da dentina e da formago
dos depésitos de cdlcio. Estes aumentos, da produciio de proteinas especificas da fase de
diferenciacto e a formagio de depdsitos de cdlcio, estdo correlacionados uns com os outros de
forma proporcional. Nos tratamentos com os bhiomateriais WhiteProRoot®MTA e Biodentine™,
nas concentragdes mais elevadas, observou-se esta correlactio, estando esta muito aumentada

nos tratamentos com o Biodentine ™(Loison-Robert &7 a/, 2018).
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Assim, o Life® revelou-se um biomaterial com efeitos citotdxicos no tecido pulpar, pelo que
se justifica o uso de outros materiais que apresentam melhores propriedades de
biocompatibilidade. Por outro lado o WhiteProRoot®MTA e o Biodentine™ apresentam
caracteristicas de bioactividade e biocompatibilidade, preservando a proliferagdo e viabilidade
celular, potenciando o diferenciagio e induzindo o mineralizagio. Estas caracteristicas

confirmam o seu potencial de aplicag@o clinica na regeneragdo do complexo dentino-pulpar
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A lacuna existente a nivel da influéncia do microambiente, em especial a vascularizagtio e
os fluidos internos, e dos fatores de crescimento enddgenos, sem os quais ndo é possivel
responder a questdo de investigacto, conduziu a necessidade de realizar os estudos /n vive.

Esta necessidade surgiv apds o estudo de biocompatibilidade a nivel celular realizado /n
vitro utilizando os 3 biomateriais, o Life®, o WhiteProRoot®MTA e o Biodentine™, em que se
verificou que o material Life® diminuiu significativamente a proliferagdo celular, alterou o ciclo
celular e, como consequéncia, provocou a morte celular por apoptose e por necrose. Estas
alteragdes fizeram com que se considerasse um material citotdxico e ndo biocompativel, pelo
que ndo foi selecionado para o estudo animal.

Desta forma, o estudo /7 vivo em modelo animal pretendeu avaliar o efeito bioativo do
Biodentine™, nomeadamente a formagto de dentina reparadora e a diminvigio dos efeitos
inflamatérios ao longo do tempo, apds a exposicdo pulpar. Para esta avaliagto foi efetuada a

comparagdo com material atualmente considerado como go/d standard, o WhiteProRoot®MTA.

Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado pela Comissdio Etica du Faculdade de Medicina da Universidade
de Coimbra, respeitando todas as disposicdes legais em vigor, apés aprovacdo pela ORBEA
(Orgdo Responsdvel pelo Bem-Estar Animal) e da DGAV (Directio Geral de Alimentactio e

Veterindria) (anexo 11).
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Desenvolvimento do modelo animal

Para a realizagio dos estudos /n vivo foram utilizados 45 ratos macho da estirpe Wistar
Han, com 12 a 14 semanas de idade, com massa média de 205+30,91 grama. Durante o periodo
em que decorreram os trabalhos experimentais, os animais foram mantidos em condicdes
laboratoriais, de acordo com a legislactio em vigor (Decreto-Lei n.” 113/2013. de 7 de agosto de
2013 que transpde a Diretiva n.° 2010/63/UE, do Parlumento Europeu e do Conselho, de 22 de
setembro de 2010) em regime ad /ibifum. Durante todo o tempo em que decorreu a experiéncia,
foram efetuados registos semanais da massa do animal e registos didrios de qualquer alteragdo
comportamental visivel, tendo em conta os end points definidos para a experiéncia.

0 modelo animal desenvolvido de exposicio pulpar foi realizado utilizando os primeiros

molares mandibulares como se observa na Figura 29.

T EE———
1
Figura 29: Registo fotogrdfico da preparacio do animal na fase experimental. Imagem da hemimandibula esquerda
correspondente ao local de intervengdo dos grupos teste onde se observam o 1°, 2° e 3° molares.

Apés a desinfe¢do com clorohexidina a 0,12% da superficie dentdria dos dentes, as
exposi¢des pulpares foram realizadas nos primeiros molares mandibulares com broca
adiamantada esférica 008 em contra-dngulo multiplicador e finalizada com auxilio de uma lima

K 10. As cavidades preparadas foram irrigadas com hipoclorito de sédio a 2% (DentaFlux,
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Madrid, Espanha) seguido de clorohexidina a 2% (Corsodyl®Original Mouthwash,
GlaxoSmithKline, Brentford, UK) com seringa 5ml e agulha de 30G. Apds esta irrigacio da
cavidade, a heméstase realizou-se com bola de algoddo esterilizada. Para a realizagdo de todos
os procedimentos cirdrgicos, os animais foram anestesiados com uma solugtio de Ketamina a

77% (25mg/Kg) e clorpromazina a 33% (25-40mg/Kg) via intraperitonial.

Tratamento com biomaterial

Apés o desenvolvimento do modelo animal, como descrito atrds, foram utilizados os 45
ratos Wistar Han, que foram divididos em 4 grupos, 2 grupos controlo e dois grupos teste. Todos
os animais manipulados foram pesados e anestesiados com Ketamina a 77% (25 mg/Kg) e
clorpromazina a 33% (25 a 40mg/Kg) via intraperitonial.

Assim, no grupo controlo negativo, grupo 1, ndo foi realizada qualquer intervencto, sendo
constituido por todos os primeiros molares mandibulares direitos de todos os animais
manipulados.

As intervencdes nos grupos controlo positivo e testes foram todas efetuadas nos primeiros
molares mandibulares esquerdos dos animais. No grupo controlo positivo, grupo 2, foi efetuada
a exposictio pulpar sem tratamento. Apés a realizagtio da exposicto pulpar foram efetuadas as
manobras de irrigacio e de heméstase e restauradas as cavidades com um cimento de iondmero
de vidro Ketac™ Fil Plus Aplicap™ (3M ESPE, St. Paul, USA). Estas restauragges foram efetuadas
com o auxilio da ponta aplicadora do produto, com uma espdtula de inserctio e brunidores
esterilizados. Os animais foram monitorizados com a cavidade oral aberta até a completa
polimerizactio do cimento de iondmero de vidro.

Nos dois grupos teste foram utilizados os biomateriais teste, o WhiteProRoot®MTA e o
Biodentine™. Em ambos os grupos, apés a realizagdo da exposicdo pulpar, da irrigagdo cavitdria
e da hemédstase como foi descrito atrds, foram aplicados os biomateriais correspondentes. No
grupo 3, o WhiteProRoot® MTA foi manipulado e espatulado de acordo com as indicagGes do
fabricante sobre um bloco de papel de seda, recorrendo a uma espdtula de cimentos e aplicado

na cavidade sobre a zona da exposicio pulpar com o auxilio de um brunidor esterilizado. As
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cavidades foram restauradas com um cimento de ionémero de vidro Ketac ™ Fil Plus Aplicap ™,
com o auxilio da ponta aplicadora do produto, com uma espdtula de inserctio e brunidores
esterilizados. Os animais foram monitorizados com a cavidade oral aberta até a completa
polimerizacto do cimento de ionémero de vidro. No grupo 4, os procedimentos efetuados foram
semelhantes aos descritos atrds para a concretizagiio da exposigio pulpar: irrigagiio da cavidade
e hemostase, tendo sido colocado o biomaterial Biodentine™ d semelhanca do que foi efetuado
no grupo 3 com o WhiteProRoot®MTA. A restauracio da cavidade foi efetvada de forma
semelhante. A manipulagdo do Biodentine™ foi realizada conforme as instru¢des do fabricante,
colocando a solugio aquosa na cdpsula que acondiciona o pé e submetendo-o a vibragto durante
30 segundos a 4000 rpm (Ventura Mix). Apés a intervencdo, todos os animais foram
monitorizados 4 vezes por dia com colocacto de comida hdmida na gaiola. Foi-lhes fornecida
analgesia com ibuprofeno (10mg/kg, de 8 em 8 horas nas 24h apés intervengo).

Foram occisados 15 animais, correspondente a 5 animais de cada grupo, aos 3, 7 e 21 dias

apés o procedimento cirdrgico, por sobredosagem anestésica.

Aquisicdo de imagem molecular por Medicina Nuclear

A medicina nuclear constitui um meio de diagnéstico e de terap@utica que utiliza a radiagdo
ionizante emitida por dtomos instdveis. Os radionuclideos podem ligar-se a moléculas,
constituindo os radiofdrmacos e, recorrendo a instrumentagtio especifica, é possivel observar a
sua biodistribuicdo /7 vivodo radiofdrmaco. Assim, a cdmara-gama surge como um equipamento
que permite a localizag@o e consequente quantificagdo dos radiofdrmacos, possibilitando aceder,
de forma ndo invasiva @ informag@o funcional dependente da via metabélica especifica em que
o radiofdrmaco participa (Ell e Gambhir, 2004; Ferreira, 2009; Harvey Ziessman e 0’Malley,
2013; Paulo, 2015; Simon R., Sorenson e Phelps, 2003; Zolle, 2006).

A maioria dos radiofdrmacos consiste na combinagdo de um radionuclideo com um
componente biologicamente ativo. Um dos radionuclideos mais utilizado em imagiologia nuclear
é o tecnécio-99m (*mTc), obtido através de um gerador de molibdénio-99 (**Mo)/**Tc), sistema

que contém um radionuclideo pai com um periodo de semi-desintegracto (Ti2) longo (**Mo;
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T12=66 horas) e que dd origem a um radionuclideo filho com um periodo de semi-desintegracto
curto (*™Tc; Tijp=6 horas). No gerador, o radionuclideo encontra-se adsorvido numa coluna de
alumina obtendo-se o *Tc por simples eluicdo com soro fisioldgico, sob a forma de pertecnetato
de sédio em soluciio aquosa, estéril e apirogénica (Ell e Gambhir, 2004; Ferreira, 2009; Harvey
Ziessman e 0'Malley, 2013; Paulo, 2015; Simon R., Sorenson e Phelps, 2003; Zolle, 2006).

Neste estudo aos 3, aos 7 e aos 21 dias apds a terap@utica com os biomateriais os animais,
apds serem anestesiados com uma solucio de Ketamina 50 mg/ml (Ketalar®, Parke-Davis,
Barcelona, Espanha), receberam a administracdo de hidroxilmetileno difosfonato marcado com
tecnécio-99m (**"Tc-HMDP). A captaco dos difosfonatos pelo osso permite obter uma imagem
cintigrdfica que depende tanto do fluxo sanguineo local como da atividade osteobldstica. Assim,
o radiofdrmaco, apdés administragdo, é incorporado nos cristais de hidroxiapatite na superficie
dssea (Lancelot, Giammarile e Tescaru, 2016). Tendo em conta a hiodistribuito, o radiofdrmaco
"mTc-HMDP foi utilizado neste estudo devido a alta afinidade pela hidroxiapatite e pelo facto do
radionuclideo **"Tc apresentar uma energia de 140 keV, ideal para uma imagem de alta
qualidade, bem como um periodo de semi-desintegracdo de 6 horas (Lancelot, Giammarile e
Tescaru, 2016; 0’Sullivan e Cook, 2002). Noventa minutos apds a administracdo intravenosa do
radiofdrmaco (9,220,31 MBg) os animais foram occisados e posteriormente removidas as
mandibulas. Em todos os espécimes foi adquirida uma imagem estdtica com uma matriz de
256x256 Zoom1, durante 2 minutos.

Apés a aquisicdo da imagem, o processamento foi realizado na estacio de processamento
Xeleris através do desenho de regioes de interesse (do inglés regions of interest - ROls). Da
regio de interesse desenhada para cada hemi-mandibula foram obtidos os valores das
contagens mdximas na hemi-mandibula intervencionada (grupos 2, 3 e 4) e das contagens
médias na hemi-mandibula contralateral (grupo 1), com objetivo de calcular a razdo entre hemi-

mandibula intervencionada e a hemi-mandibula contralateral.
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Andlise histoldgica

Imediatamente apds a occisdo, na necropsia foram recolhidas amostras de bago, de figado,
de pulmto e da mandibula. A colheita destes orgdos de todos os animais foi realizada cumprindo
os tempos definidos para que ndo houvesse alteracdes posrt-mortem. Assim, a colheita foi
efetuada em menos de 20 minutos apds a occisdo. As amostras de drgdos recolhidas foram
acondicionadas, catalogadas e fixadas em formaldeido neutro tamponado a 10%. Como se trata
de um fixador relativamente lento, os fragmentos puderam permanecer durante vdrias horas
sem alteragdes acentuadas, mas ndo excedendo as 24 a 36 horas, dependendo da espessura
dos fragmentos. Os fragmentos mais pequenos, com menos de 1 mm de espessura, foram
processados em primeiro lugar, cumprindo os tempos definidos. Apés o periodo de fixagdo,
estas foram processadas segundo a orientacio que se programou, ficando o plano da mucosa
perpendicular ao plano de corte. O processamento realizou-se sob a forma convencional, tendo
sido desidratadas em concentracdes crescentes de etanol e, posteriormente, incluidas em
parafina. Efetuaram-se cortes de 5 pum de espessura e procedeu-se d sua coloragio com H&E
(Hematoxilina & Eosina).

As amostras das hemimandibulas foram também acondicionadas, catalogadas e fixadas em
formaldeido neutro tamponado a 10% durante 7 dias, lavadas em dgua corrente e,
posteriormente, descalcificadas com a solugio de EDTA em concentragdes crescentes, d
temperatura de 4°C. Em seguida foi realizada a desidratacio das amostras, numa bateria
ascendente de dlcoois e posterior inclusio em parafina, como se pode observar na Figura 30
(Kuratate et a/, 2008; Liv ef a/, 2017; Shimazu, Nanci e Aoba, 2002; Silva e a/, 2017).

Foram realizados cortes longitudinais no sentido vestibulo-lingual, com cerca de 5 pum de
espessura e intervalos de 70 pum, correspondentes d regido da exposictio e protecio pulpar.
Procedeu-se d preparaciio das lGminas para coloragto com 3 técnicas distintas: hematoxilina-
eosina (H&E), imunohistoquimica para detecto da DSP e a/izarin red S.

Foi efetuada a coloragdo de H&E nas amostras, devido a sua simplicidade e @ sua capacidade
de permitir visualizar uma grande quantidade diferente de estruturas tecidulares. A

hematoxilina cora de azul os nicleos, apresentando grande detalhe intranuclear. A eosina cora
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o citoplasma das células e a maioria das fibras do tecido conjuntivo de forma e intensidade

diferentes, variando do rosa ao laranja ou vermelho.

Figura 30: Registo fotogrdfico ilustrativo do processamento das amostras das hemimandibulas, desde a fase de fixagto
(a) e descalcificacdo (h), seleto da zona de estudo (c1, amostra do grupo controlo negativo; ¢2, amostra de um grupo
teste), passando pela fase de desidratagto (d), até @ sua inclusdo em parafina (e) para posterior preparacio para
microtomia (f).

0 objetivo desta coloracto foi a avaliagio do infiltrado inflamatério, desde o grau e
extenstio d identificactio de algumas células associadas; a avaliagdo da desorganizagio do tecido
pulpar, desde o tecido normal até d desorganizacdo total da morfologia do tecido com necrose
do mesmo; e a avaliagio da formacio de dentina reparadora, desde a auséncia de ponte
dentindria até a sua edifica¢do completa. Assim, a avaliagto qualitativa efetvada a partir das
imagens obtidas através da coloracio com a H&E baseou-se na classificacio da Tabela 3, Tabela
4 ¢ Tabela 5, de acordo com a versdo modificada das IS0 10993 e 7405 (Souza Costa, de 7 o/,
2001).

A técnica de coloraglio por imunohistoquimica foi utilizada para observagio da expressdo
de DSP. As sec¢des foram desparafinizadas com xilol, hidratadas numa série decrescente de

concentracdes de etanol, lavadas com PBS antes de serem submetidas ao anticorpo primdrio
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[DSP(M-20) Antibody, Santa Cruz Biotechnology, Europe, 1:100] e, posteriormente, ao anticorpo

secunddrio (Polyclonal Rabbit Anti-goat immunoglobulins/HRP, Dako, Denmark, 1:100).

Tabela 3: Classificagdo do infiltrado inflamatdrio celular (Liv 67 a/, 2017; Souza Costa, de ef a/, 2001)

Infiltrado inflamatério

(grav)

Caracterizagiio do infiltrado inflamatério

Grau 0

Grau 1

Grau 2

Grau 3

Sem sinais inflamatdrios e sem a presenca ou com o aparecimento de poucas
células inflamatdrias na drea pulpar correspondente d zona de exposigdo.

Infiltrado inflamatdrio ligeiro com a presenca de células, como os
polimorfonucleares neutréfilos (do inglés polymorphonuclear levcocytes —

PMNLs) e os leucdcitos mononucleares (do inglés mononuclear levcocytes —
MNLs).

Infiltrado inflamatério celular moderado envolvendo o tecido pulpar corondrio.

Infiltrado inflamatério celular severo envolvendo o tecido pulpar corondrio ou
com caracteristicas de abcesso.

Tabela 4: Classificagto da desorganizacto do tecido pulpar (Liv &7/, 2017; Souza Costa, de &7 4/, 2001)

Desorganizagtio tecidular

Caracterizagiio

Grau 0

Grau 1

Grau 2
Grau 3

Tecido normal.

Desorganizacio da camada de odontoblastos, mas tecido pulpar corondrio
normal.

Total desorganizagiio da morfologia do tecido pulpar.

Necrose pulpar.

Tabela 5: Classificagto da formag@o de dentina reparadora (Liv ef a/, 2017; Souza Costa, de e/ o/, 2001)

Formagto de dentina N
Caracterizagiio
reparadora
Grau 0 Auséncia.
Grau 1 Deposigiio ligeira de tecido duro imediatamente abaixo da zona de exposicdo.
Grau 2 Deposicio moderada de tecido duro imediatamente abaixo da zona de
exposigio.
Grav 3 Deposigiio intensa de tecido duro imediatamente abaixo da zona de exposicdo,
caracteristico de uma ponte dentindria completa.
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0 complexo anticorpo-antigénio foi detetado por ativacto da peroxidase (Substrate Buffer,
Dako, Denmark) e cromogéneo (J48* Chromogen, Dako, Denmark).

A contra-coloracto foi efetuada com a hematoxilina. O objetivo desta coloragto foi a
avaliagio da mineralizagio através da produgio de DSP apdés os fratamentos com os
biomateriais (Kim e7 a/, 2016; Kuratate e a/, 2008; Lee et a/, 2012; Shima ef a/, 2013).

Foi ainda efetuada, uma terceira técnica de coloragto para detetar os depdsitos de cdlcio
formado, através da coloragtio com o a/izarin red S. A solugio de alizarin red S vtilizada foi
obtida como jd descrito nos materiais e métodos do estudo /n vifro. O objetivo desta coloragto
foi permitir a avalia¢iio da mineralizacio através da formactio de depésitos de cdlcio apds os
tratamentos com os hiomateriais.

A observagiio microscdpica de todas as secgdes histologicas coradas com as trés técnicas
foi efetuada com recurso a microscopia de luz num microscpio Nikon Eclipse NI. As fotografias
foram obtidas a partir da cdmara Nikon 0S-Fi2 acoplada ao microscdpio e, posteriormente, as
imagens foram captadas e analisadas com recurso ao soffware NIS-Elements D. Foram obtidas

fotografias com ampliagdo de 40x, de 100x e de 200x.

Resultados

Estudo funcional

Os resultados obtidos apés a administragtio de **"Tc-HMDP revelaram que nio existem
diferencas com significado estatistico (p>0,05), quando comparado cada grupo para cada tempo
de 3, 7 e 21 dias, como podemos apreciar na Figura 31. Quando avaliadas em cada tempo as
diferengas entre os trés grupos com diferentes materiais, verificou-se que também nio existem

diferencas com significado estatistico (p>0,05).
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Figura 31: Grafico representativo dos resultados obtidos com a imagem molecular apds o administragto de 99mTc-HMDP.
Os valores apresentados representam a média e o desvio padrdo da razdo, obtidos entre as contagens maximas da
hemi-mandibula intervencionada e as contagens médias da hemi-mandibula contralateral aos 3, 7 e 21 dias, de cada
grupo intervencionado com diferentes biomateriais, Grupos 2, 3 e 4.

Terap@utica com biomaterial /n vivo

As imagens representativas da histologia dos primeiros molares mandibulares dos grupos
controlo e dos grupos testes nos vdrios periodos experimentais, podem ser observadas na
Figura 32, Figura 33, Figura 34, Figura 35, Figura 36, Figura 37, Figura 38, Figura 39 e Figura 40.

A Figura 32 representa os cortes histoldgicos dos molares dos ratos do grupo 1, isto €, do
grupo controlo negativo, apés 21 dias de fo/low yp. Na Figura 32-A, corada com H&E e com uma
ampliagtio de 200x, é possivel observar o tecido pulpar envolvido pelo tecido dentindrio, onde
sdo percetiveis os tObulos dentindrios. No tecido pulpar pode ser observada a monocamada
externa de odontoblastos com uma forma tubular, e uma zona central com vdrios tipos de
células, nomeadamente fibroblastos e células sanguineas suportados por um tecido conjuntivo
laxo. A Figura 32-B, processada por imunchistoquimica e com uma ampliagio de 100x, permite
observar a arquitetura anatémica geral da estrutura dentdria de um molar, com o tecido pulpar
rodeado pelo tecido dentindrio formando a coroa dentdria. Na Figura 32-C, corada com alizarin

red S com uma ampliagio de 200x, observa-se a monocamada de odontoblastos em estreita

204



CAPITULO VI

relagdo com a camada mineralizada de dentina, onde é percetivel uma intensificacto dos

depdsitos mineralizados.

al by
LU =
LIRS

Figura 32: Imuge de cortes histoldgicos do grupo 1 aos 21 dias de follow-up, corados com: hemtoxililnd'he léOSiITI’(l
(H&E), por imunohistoquimica para a DSP e com alizarin red S. A imagem A foi corada com H&E e obtida com a ampliagdio
200x. A imagem B foi corada por imunchistoquimica para a DSP e obtida com a ampliagiio 100x. A imagem C foi corada
com alizarin red S e obtida com a ampliagdo 200x. Seta preta - monocamada externa de odontoblastos com uma forma
tubular; seta vermelha — dentina (tbulos dentindrios).

A Figura 33 representa os cortes histoldgicos de todos os grupos controlos, negativo e
positivo e, dos grupos testes, nos quais se efetuou a terap@utica com WhiteProRoot®MTA ou
Biodentine™, aos 3 dias de follow-up.

Nas imagens da Figura 33 correspondentes ao grupo controlo negativo, com uma ampliagdo
de 40x e coradas com H&E, é possivel observar uma arquitetura anatomica geral de um molar
de rato com a zona corondria e radicular. A polpa dentdria caracteriza-se por vdrias zonas
anatémicas, sempre envolvida por um tecido mineralizado dentindrio. A camada mais externa
é uniforme em toda a periferia, com algumas diferencas pontuais decorrentes das diferentes
zonas anatémicas, composta pelos odontoblastos que estdo intimamente relacionados com o
tecido mineralizado dentindrio adjacente. Nas imagens coradas por imunohistoquimica e com o
alizarin red S observa-se a marcacio da presenca de DSP e de depdsitos de cdlcio,
respetivamente, nas zonas mineralizadas como o caso do tecido dentindrio e em zonas
adjacentes a estas, como na monocamada de odontoblastos.

Nas imagens da Figura 33 correspondentes ao grupo controlo positivo, com uma ampliagto
de 40x, é possivel observar a arquitetura geral do molar com a zona de exposicdo pulpar no

centro da coroa dentdria. Observa-se nas trés coloragdes a presenca de um pélipo pulpar
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formado a partir do tecido pulpar para a zona exposta, acompanhado de um intenso infiltrado
inflamatério (grau 3) e de uma total desorganizagdo do tecido (grau 3). Ndo € visivel qualquer
formagtio de tecido mineralizado, quer seja no interior do tecido pulpar ou adjacente d zona de

exposicdo (grau 0).

Imuno (DSP) Alizarin Red §

Grupo 1
(Controlo
negativo)

Grupo 2
(Controlo
positivo)

Grupo 3
(WhitePro®
RootMTA)

Grupo 4
(Biodentine™)

Figura 33: Imagens de cortes histoldgicos de todos os grupos de estudo aos 3 dias de follow-up, corados com
hematoxilina e eosina (H&E) (coluna esquerda), por imunohistoquimica para a DSP (coluna central) e com alizarin red $
(coluna direita). Todas as imagens foram obtidas com uma ampliagGo 40x.

Nas imagens da Figura 33 correspondentes ao grupo 3, coradas com H&E e com uma

ampliagio de 40x, no qual o terapéutica de protecio pulpar direta foi efetvada com o
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WhiteProRoot®MTA, observa-se a presenca do hiomaterial utilizado na extensa zona de
exposicdo, com a presenga de infiltrado inflamatério intenso (grau 2) e com total desorganizagto
do tecido pulpar (grau 2). As imagens de imunohistoquimica e com a coloragtio com o alizarin
red S, para além de corroborarem os achados descritos, nio mostram alteragdes da presenca
de DSP ou de depésitos de cdlcio (grav 0). Na Figura 34 podem ser observados estes achados
histoldgicos com uma ampliacto de 100x. Na Figura 34-A observa-se uma total desorganizagtio
do tecido pulpar com um aumento da densidade do tecido conjuntivo laxo. Na Figura 34-B
observa-se um aumento da deposictio de cdlcio no seio do tecido pulpar desorganizado. No
entanto, nesta imagem pode ser observada uma zona de tecido pulpar com caracteristicas

normais, mantendo a integridade da camada de odontoblastos e sem sinais de infiltrado

inflamatorio.

Figura 34: Imagens de cortes histoldgicos do grupo 3, no qual foi realizada a terap&utica com WhiteProRoot®MTA, aos 3
dias de fo/low-uyp. A imagem A foi corada com H&E e obtida com a ampliagiio 100x. A imagem B foi corada com alizarin
red Se obtida com a ampliagiio 100x. Seta vermelha — tecido pulpar desorganizado com aumento do tecido conjuntivo
loxo; seta amarela — tecido pulpar desorganizado com a presenca de depésitos de cdlcio; seta preta — zona
correspondente a organizagdo tecidular pulpar normal.

Nas imagens da Figura 33 correspondentes ao grupo 4 coradas com H&E, com uma
ampliagio de 40x, no qual o terapéutica de protectio pulpar direta foi efetvada com o
Biodentine™, observa-se a presenca do biomaterial utilizado na extensa zona de exposicdo,

com a presenca de um ligeiro infiltrado inflamatério (grau 1) com a presenca de células como os
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polimorfonucleares neutréfilos O tecido pulpar encontra-se desorganizado apenas na zona de
exposicdo, com a manutengio da monocamada de odontoblastos fora desta drea (grau 1). As
imagens de imunohistoquimica e com a coloragio com o alizarin red S, para além de

corroborarem os achados descritos, nio mostram alteracdes da presenca de DSP ou de depdsitos

de cdlcio (grau 0). Na Figura 35 podem observar-se os achados j descritos com uma ampliagtio
de 100x.

Figura 35: Imagens de cortes histoldgicos do grupo 4, no qual foi realizada a terap@utica com Biodentine ", aos 3 dias
de fo/low-uyp. A imagem A foi corada com H&E e obtida com a ampliagdo 100x. A imagem B foi corada com a/izarin red §

e obtida com a ampliagdo 100x. Seta preta - tecido pulpar desorganizado com a presenga de um infiltrado inflamatério
ligeiro; seta vermelha - monocamada de odontoblastos integra.

A Figura 36 representa os cortes histologicos de todos os grupos controlos, negativo e
positivo, e dos grupos testes, nos quais se efetuou a terap@utica com WhiteProRoot®MTA ou com
Biodentine™, apds 7 dias de follow-up.

Nas imagens da Figura 36 correspondentes ao grupo controlo negativo, com uma ampliagGo
de 40x, é possivel observar a arquitetura geral anatomica de um molar de rato com a zona
corondria e radicular, semelhante ao observado no fo/low-up dos 3 dias.

Nas imagens da Figura 36 correspondentes ao grupo controlo positivo, com uma ampliagto
de 40x, € possivel observar a arquitetura geral do molar com zona de exposiciio pulpar no centro
da coroa dentdria. Tal como no fo/low-ypdos 3 dias, observa-se a presenga de um pélipo pulpar,

acompanhado de uma intenso infiltrado inflamatério (grau 3) e de uma total desorganizacdo do
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tecido (grau 3). Ndo € visivel qualquer formactio de tecido mineralizado, quer seja no interior do

tecido pulpar ou adjacente d zona de exposigdo (grau 0).

Imuno (DSP) Alizarin Red § .

Grupo 1
(Controlo
negativo)

Grupo 2
(Controlo
positivo)

Grupo 3
(WhitePro®
RootMTA)

Grupo 4
(Biodentine™

Figura 36: Imagens de cortes histoldgicos de todos os grupos de estudo aos 7 dias de follow-up, corados com
hematoxilina e eosina (H&E) (coluna esquerda), por imunohistoquimica para a DSP (coluna central) e com alizarin red $
(coluna direita). Todas as imagens foram obtidas com uma ampliagdo 40x.

Nas imagens da Figura 36 correspondentes ao grupo 3, com uma ampliagdo de 40x, nos
quais a terap@utica de protecdo pulpar direta foi efetuada com o WhiteProRoot®MTA, coradas
com H&E observa-se a presenga de infiltrado inflamatério ligeiro (grau 1) e sem desorganizagtio

da morfologia do tecido pulpar, com excecio da zona exposta (grau 1). As imagens de
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imunohistoquimica e com a coloragiio com o alizarin red S, para além de corroborarem os
achados descritos, ndo mostram alteragdes da presenca de DSP ou de depdsitos de cdlcio (grau
0). Na Figura 37 podem ser observados estes achados histoldgicos com uma ampliagtio de 100x.
Na Figura 37-A observa-se a presenca de infiltrado inflamatério ligeiro com polimorfonucleares
neutréfilos, a manutencio da morfologia tecidular e a presenca de alguns depdsitos
mineralizados perto da zona de exposictio, sem, no entanto, ser caracteristico de uma ponte
dentindria completa. Na Figura 37-B observa-se um aumento da deposicdo de cdlcio nas zonas

jd identificadas pela coloracto de H&E.

erapéutica com Whi'teProEooI®MTLI-Cubs 1
dias de follow-up. A imagem A foi corada com H&E e obtida com a ampliagtio 100x. A imagem B foi corada com alizarin
red S e obtida com a ampliagdo 100x. Seta Preta — zonas correspondentes a tecido mineralizado (sem presenca de ponte
dentindria completa); seta vermelha - presenca de infiltrado inflamatério ligeiro e manutenio da morfologia tecidular.

Nas imagens da Figura 36 correspondentes ao grupo 4, coradas com H&E e com uma
ampliagio de 40x, no qual a terap@utica de protecio pulpar direta foi efetvada com o
Biodentine™, observa-se a presenca do biomaterial utilizado na extensa zona de exposicdo,
com a presenca de um moderado infiltrado inflamatério (grav 2) com a presenca de células como
os polimorfonucleares neutréfilos Observa-se, também, uma total desorganizacio da
morfologia do tecido pulpar, com a manuten¢io da monocamada de odontoblastos em dreas

muito restritas (grav 2). As imagens de imunohistoquimica e com a coloragtio com o alizarin red
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S, para além de corroborarem os achados descritos, mostram alteragdes da presenca de DSP ou
de depdsitos de cdlcio (grau 2) com um aumento em todo o tecido pulpar.

Na Figura 38 podem observar-se os achados jd descritos com uma ampliagdo de 100x. Na
Figura 38-A com a coloragtio H&E, pode observar-se o infiltrado inflamatério intenso na zona de
exposicdo com a presenca de tecido mineralizado. Na Figura 38-B observa-se a deposicto

moderada de tecido duro imediatamente abaixo da zona de exposictio e uma deposicto ligeira

noutras zonas do tecido pulpar.

Figura 38: Imagens de cortes histoldgicos do grupo 4, no qual foi realizada a terapéutica com Biodentine ", aos 7 dias
de follow-up. A imagem A foi corada com H&E e obtida com a ampliagiio 100x. A imagem B foi corada com A/izarin Red
Se obtida com a ampliagdo 100x. Seta preta — presenga de tecido mineralizado; seta vermelha - infiltrado inflamatério
intenso na zona de exposicdo.

A Figura 39 representa os cortes histologicos de todos os grupos controlos, negativo e
positivo, e dos grupos testes, nos quais se efetuou a terap@utica com WhiteProRoot®MTA ou
Biodentine™, apds 21 dias de follow-up.

Nas imagens da Figura 39 correspondentes ao grupo controlo negativo, com uma ampliagto
de 40x, é possivel observar arquitetura geral anatémica de um molar de rato com a zona
corondria e radicular, semelhante ao observado no fo//low-up dos 3 e 7 dias.

Nas imagens da Figura 39 correspondentes ao grupo controlo positivo, com uma ampliagto
de 40x, é possivel observar a arquitetura geral do molar com zona de exposicdo pulpar no centro

da coroa dentdria. Tal como no follow-up dos 3 e 7 dias, observa-se um intenso infiltrado
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inflamatério (grau 3) e uma total desorganizacto do tecido (grau 3). Ndo é visivel qualquer
formactio de tecido mineralizado, quer seja dentro do tecido pulpar ou adjacente d zona de
exposicdo (grau 0). Estes achados histoldgicos sdo corroborados pela observagio da Figura 40-
A.

Imuno (DSP) Alizarin Red §

Grupo 1
(Controlo
negativo)

Grupo 2
(Controlo
positivo)

Grupo 3
(WhitePro®
RootMTA)

Grupo 4
(Biodentine™)

Figura 39: Imagens de cortes histologicos de todos os grupos de estudo aos 21 dias de follow-up, corados com
hematoxilina e eosina (H&E) (coluna esquerda), por imunohistoquimica para a DSP (coluna central) e com alizarin red S
(coluna direita). Todas as imagens foram obtidas com uma ampliagdo 40x.

Nas imagens da Figura 39 correspondentes ao grupo 3, em que se efetuaram terap@uticas

de protecdo pulpar direta com WhiteProRoot®MTA, com uma ampliago de 40x, coradas com H&E
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é possivel observar a presenca de um infiltrado inflamatério intenso nas zonas perto da
exposicio (grau 2) e ligeiro a moderado nas restantes (grau 1). £, sinda possivel, observar uma
desorganizagio tecidular maior nas zonas perto da exposigdo (grau 2). Nas imagens processadas
por imunohistoquimica e com o a/izarin red Spodem ser observadas zonas com maior presenca
de DSP e com maior deposiciio de tecido mineralizado junto d zona de exposiciio, imediatamente
adjacente ao tecido dentindrio, o que revela a edificagio de uma ponte dentindria, ainda que
incompleta (grav 2). Esta formagto de tecido mineralizado é semelhante ao tecido dentindrio,
apenas sendo detetdvel pela diferenca ligeira de coloragtio como se pode observar na Figura
40-8, com uma ampliacto de 100x. Ndo se verifica a presenca no tecido pulpar de outras zonas

com depésitos de cdlcio.

Figura 40: Imagens de cortes histologicos do grupo 2, 3 e 4 aos 21 dias de fo/low-up, corados com hematoxilina e eosina
(H&E) e por imunohistoquimica para a DSP. A imagem A correspondente ao grupo 2 (controlo positivo), foi corada com
H&E e obtida com a ampliag@io 100x. Seta vermelha - intenso infiltrado inflamatério com fotal desorganizagdo do tecido
pulpar. A imagem B correspondente ao grupo 3 (terap&utica com WhiteProRoot®MTA) foi corada com H&E e obtida com
a ampliagdo 100x. Seta preta - deposicio de tecido mineralizado junto @ zona de exposigio, imediatamente adjacente

ao tecido dentindrio, revelando uma ponte dentindria incompleta. A imagem C correspondente ao grupo 4 (terapgutica
com Biodentine ) foi corada por imunohistogquimica para a DSP e obtida com a ampliagGo 100x. Seta amarela —marcagdio
intensa de DSP junto d zona da exposicdo pulpar.

Nas imagens da Figura 39 correspondentes ao grupo 4, em que se efetuou terapéuticas de
protecdo pulpar direta com o Biodentine™, com uma ampliagio de 40x, coradas com H&E é
possivel observar um infiltrado inflamatério intenso (grav 2) com uma total desorganizagio
tecidular (grav 2), em especial perto da zona de exposicdo. A observagiio das imagens coradas
por imunohistoquimica revelam um aumento da DSP especialmente junto @ zona da exposicio

pulpar. Estes achados histoldgicos sio corroborados pela observagio da Figura 40-C, com uma
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ampliagtio de 100x. A intensa formagcdo de depdsitos de cdlcio pode ser observada junto d zona

de exposicdo e em todo o tecido pulpar, com a presenca de calcificagdes intrapulpares (grau 3).

Discussao

No nosso trabalho experimental optou-se pela realizagio de um estudo com terap@uticas
em modelo animal, jG@ que este tipo de testes pode ser utilizado para prever a
biocompatibilidade de um determinado produto. Estes testes sdo tanto mais fidedignos quanto
mais mimetizarem a utilizagGo clinica dos produtos testados, incluindo o tempo, a localizagdo, o
meio e a técnica de aplicago.

A norma IS0 7405 determina a metodologia para a avaliagio de biocompathilidade pré-
clinica de materiais ou dispositivos de utilizagio em Medicina Dentdria (IS0, 2008). Esta norma
determina, claramente, que apenas mamiferos ndo roedores como os macacos, porcos miniatura
e cdes, sio as espécies adequadas para pesquisa animal em Medicina Dentdria (1SO, 2008;
Murray e Garcia-Godoy, 2007). No entanto, vdrios estudos de biocompatibilidade t&€m sido
publicados nos Gltimos anos com utilizagio de dentes molares de ratos, com o objetivo de
avaliar as reagdes teciduais apds a exposicio do tecido pulpar. Vdrios desses trabalhos
demonstraram que a cicatrizagio do tecido da polpa dentdria de um molar do rato, apés a
protecdio pulpar, é histologicamente compardvel com o que ocorre nos seres humanos e em
outros espécies animais. Os dentes molares do rato, incluindo o tecido pulpar, podem ser
considerados anatémica, histoldgica, bioldgica e fisiologicamente como dentes molares
humanos em miniatura. Assim, as reacdes bioldgicas essenciais do tecido pulpar e as interagdes
que ocorrem durante os diferentes estddios da cicatriza¢do em dentes molares de ratos, sdo
compardveis ds de outros mamiferos (Decup ef a/, 2000; Goldberg e a/, 2001; Jaber, Mascrés
e Donohue, 1991; Negm, Combe e Grant, 1981; Paterson, Radford e Watts, 1981; Watts e
Paterson, 1981, 1983). Outros estudos referem que as taxas de sucesso de protecdes pulpar

diretas no modelo animal de rato, sio semelhantes ds taxas de sucesso de terap@uticas em
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humanos, o que ndo se verifica em estudos com outros modelos animais, nomeadamente de cto
e de porco (Dammaschke, 2010; Watts e Paterson, 1981). Outros autores referem que o modelo
animal em macacos ndo é adequado para terap@uticas que envolvam o tecido pulpar, uma vez
que o mecanismo de reparacdo dentindria é diferente do humano (Dammaschke, 2010). Além
disso, alguns estudos referem que a flora bacteriana e os subprodutos subsequentes sto
semelhantes entre o rato e os humanos, o que ndo acontece com outros modelos animais,
nomeadamente o cto (Stashenko ef a/, 1994; Wunder, Briner e Calkins, 1976). Alguns autores
referem que os dentes molares do rato sdo um modelo de estudo vdlido para fornecer dados
sobre a reacto tecidual da polpa apds uma exposigiio pulpar, embora tenham uma capacidade
de resiliéncia e de regeneracto excecionais que devem ser tidas em consideracdo (Dammaschke,
2010). Assim, a utilizactio de ratos pode reduzir significativamente o ndmero de animais usados
atualmente em investigacdo, com vantagens éticas e econdmicas considerdveis. Os testes em
animais de desenvolvimento superior devem ser limitados a desenhos experimentais que
pretendam esclarecer resultados inconsistentes (Dammaschke, 2010). No entanto e apesar das
semelhancas e das vantagens existem algumas dificuldades técnicas, como os pequenas
dimensdes dos dentes molares do rato, e a manipulagtio dos animais para realizar terap@uticas
na cavidade oral, sendo recomendado um treino de manipulagdo prévio da equipa de
investigacto e a utilizago de instrumental de microcirurgia (Dammaschke, 2010). No nosso
estudo, a escolha do rato como modelo animal foi 6bvia, dadas as vantagens éticas e econdmicas
i@ referidas, a reprodutibilidade do modelo e a experiéncia da equipa de investigactio com o
mesmo.

A metodologia utilizada no nosso estudo em modelo animal é suportada por outros estudos
existentes na literatura (Dammaschke e7 a/, 2010; Kim e7 a/, 2016; Kuratate et a/, 2008; Liv ef
al, 2017), nos quais sio utilizados os primeiros molares de rato para efetuar as exposioes
pulpares que, apds as manobras de desinfecto e de hemostasia, sdo seladas com biomateriais.

Tal como jd referido por outros autores, também no presente estudo foi possivel observar
a semelhanga, quer anatdmica quer histoldgica, dos molares inferiores de rato relativamente
aos molares humanos (Dammaschke e# a/, 2010; Stanley, 1998). Foi possivel observar a

estrutura dentindria que rodeia todo o tecido pulpar, com a visualizagtio dos tibulos dentindrios
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semelhantes ao humano. No tecido pulpar podem ser observadas vérias populagdes celulares,
nomeadamente fibroblastos, células sanguineas, células nervosas, células indiferenciadas e
odontoblastos dispostos na periferia de todo o tecido pulpar. Em termos anatomicos, o primeiro
molar do rato € semelhante aos molares inferiores humanos, quer no que toca a estrutura
corondria, com trés cispides, quer na estrutura radicular, com duas raizes mesial e distal. Estas
caracteristicas foram observadas através do grupo controlo negativo.

0 grupo controlo positivo foi também, importante no presente estudo, por permitir testar a
validade do nosso modelo experimental. De facto, foi observado que apds a exposicdo do tecido
pulpar do rato ao ambiente externo da cavidade oral, inicia-se um processo inflamatério severo
com infiltrado inflamatério intenso e uma total desorganizacio da morfologia celular,
compativel com um tecido em necrose. Estas alteracdes sdo visiveis em todos os tempos de
follow-up, mantendo-se sempre com caracteristicas semelhantes ao longo desses tempos.
Assim, é possivel afirmar que o ndo tratamento desta situacdo clinica, desenvolve um processo
bioldgico que culmina na necrose do tecido pulpar.

As terap@uticas efetuadas com os dois biomateriais, o WhiteProRoot®MTA considerado o
material go/d standardpara protecdes pulpares diretas e o Biodentine™, um cimento de silicato
tricdlcico desenvolvido para melhorar algumas das caracteristicas dos cimentos de MTA,
demonstraram ter efeitos indutores de um processo reparador no tecido pulpar exposto. No
grupo 3 onde foram efetuadas terap@uticas com o WhiteProRoot®MTA, observou-se o
aparecimento de um infiltrado inflamatério intenso apds trés dias de follow-up, com a
desorganizagtio da morfologia do tecido pulpar. No entanto, estas caracteristicas inflamatérias
estiveram presentes, apenas numa fase inicial, tendo depois sido observado uma diminuigto
gradual do sua intensidade e uma reorganizacto do tecido pulpar apés sete dias de follow-up.
Além disso, observou-se também, a manutencdo da monocamada periférica de odontoblastos
em fodo o tecido, exceto na zona de exposicdo. Apds 21 dias de fo/low-up foi observada a
formag@o de um tecido mineralizado junto d zona de exposicio, com caracteristicas morfoldgicas
diferentes do tecido dentindrio original. Esta formacto de mineralizado ndo foi detetada noutras
zonas do tecido pulpar, o que indica a indu¢iio muito localizada da reparacto da lesdo através

da formagtio de uma ponte dentindria. No grupo 4, onde foram efetuadas terap@uticas com o
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Biodentine™, observaram-se algumas caracteristicas diferentes da terap@utica referida
anteriormente. Apds trés dias de fo/flow-up o infiltrado inflamatério observado era ligeiro,
acompanhado de uma desorganizactio da morfologia pulpar apenas da camada periférica de
odontoblastos na zona de exposicto. Estes sinais inflamatérios foram aumentando de
intensidade ao longo dos tempos de follow-up, acompanhados por um aumento da
desorganizactio da morfologia celular, o que foi observado apds sete e vinte-e-um dias. A
formagdo de tecido mineralizado foi observada apds sete dias de fo/low-up, com o aparecimento
de algumas zonas mineralizadas junto @ zona de exposicdo. Aos 21 dias, foram observadas
diversas zonas mineralizadas junto & zona de exposictio e em todo o tecido pulpar, designadas
de calcificacdes pulpares generalizadas.

Assim, a andlise histoldgica das terap@uticas realizadas com os dois biomateriais
demonstrou que a reagdo inicial inflamatéria é mais intensa o WhiteProRoot®MTA do que com o
Biodentine™, sendo depois invertida com uma diminuicio destes sinais no que se refere ao
primeiro biomaterial e um aumento com o segundo. Estes sinais inflamatérios mais ou menos
intensos stio acompanhados proporcionalmente por uma desorganizacio da morfologia do
tecido pulpar. Relativamente @ formag@o de tecido mineralizado, ela no é observada apds trés
dias de fo/low-yp para nenhum dos biomateriais, uma vez que a indugo da formagto deste tipo
de tecido depende da estimulacio de vdrios processos complexos. Na terapéutica com o
Biodentine™ esta formagdo inicia-se mais cedo, mas revela-se inespecifica e exagerada. Na
terapgutica com o WhiteProRoot®MTA observa-se a formago de tecido mineralizado apenas
apés 21 dias de follow-up, e de forma organizada e localizada no local de exposigdo. Estes
resultados sto corroborados pelos obtidos através da técnica de imagem molecular por
medicina nuclear. Apds a administractio de *"Tc-HMDP, este radiofdrmaco € captado e acumula-
se no osso tendo em conta a sua elevada afinidade pelos cristais de hidroxiapatite parte
integrante da matriz 6ssea. A matriz dssea é composta em 50% por matéria inorgdnica onde se
incluem ides como o fosfato, o cdlcio, 0 magnésio, o sddio e o citrato. Destes componentes da
matriz 6ssea, os ioes de cdlcio e de fosfato representam uma grande parte da componente
inorgdnica do osso formando os cristais de hidroxiapatite. Dessa forma, e tendo em conta os

resultados obtidos em que se verifica um aumento da calcificaglio, ou seja, da acumulagdo de
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cdlcio ndo representard um aumento da captag@o do radiofdrmaco entre os grupos uma vez que
para a sua retengdo dentro da célula necessita da presenca de fosfato.

Existem na literatura indmeros estudos semelhantes ao nosso, que também tiveram por
objetivo observar o que ocorre no tecido pulpar apés o tratamento da exposicio do mesmo ao
ambiente externo. No entanto, verifica-se uma diversidude de metodologias e de modelos
animais que tornam dificil a andlise concreta dos resultados e a comparagdo entre si. Alguns
autores referem que os cimentos a base de MTA induzem uma recuperacto do tecido pulpar e a
formactio de dentina reparadora de forma superior aos cimentos @ base de hidréxido de cdlcio
no modelo animal de cGo, de macaco e de rato (Asgary ef a/, 2008; Dammaschke &7 a/, 2010;
Dominguez et a/, 2003; Faraco e Holland, 2001; Ford ef a/, 1996). Noutro estudo, efetuado em
modelo animal com porcos miniatura, foi observada a formacto de tecido mineralizado sob a
forma de ponte dentindria de modo semelhante com o WhiteProRoot®MTA e com o Biodentine ™
(Shayegan ef a/, 2012). Outros autores, concluem que a formagdo de tecido mineralizado com
terap@uticas com Biodentine™ se traduz em pontes dentfindrias com maior espessura e
morfologicamente mais organizadas do que as terap@uticas que utilizem os cimentos d base de
MTA (Rossi, De et al, 2014; Tziafa ef a/, 2014). Noutros estudos, foi demonstrada a formagto de
dentina reparadora em cavidades restauradas com Biodentine™ em modelos animais com
porcos miniatura, com um aumento significativo da deposicto quando comparados com cimentos
d base de hidroxido de cdlcio (Tziafa &7 a/, 2015).

Como ja referido no estudo /n vitro, a fosfatase alcalina e a sialoproteina da dentina sdo
proteinas percursoras da formagdo de tecido mineralizado. No presente estudo foi avaliada por
imunohistoquimica a presenca de sialoproteina da dentina, observando-se um aumento da sua
expressdo apds 21 dias de fo/low-up com ambos os biomateriais. Estes achados histoldgicos
corroboram os que se obtiveram na coloragtio com o alizarin red S, demonstrando a sua relagio
direta com a formagio de tecido mineralizado. Embora a intensidade do marcacio de DSP
constatada ndo tenha revelado diferencas entre os biomateriais estudados, a observagio da
formagdo de tecido mineralizado mostrou diferengas significativas, com uma maior incidéncia
nas terap@uticas com o Biodentine ™. Outros estudos concluiram que o Biodentine™ estimula os

mesmos marcadores que o ProRoot®MTA, mas com uma marcag@o mais intensa de ALP nas zonas
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das pontes dentindrias (Daltoé 7 a/, 2016). Outros autores observaram niveis de expressio de
DSP mais elevados em tratamentos com o ProRoot®MTA do que com o Biodentine™. No entanto,
a formagdo de uma ponte dentindria foi observada em tratamentos com ProRoot®MTA e com
Biodentine™ de forma semelhante, embora com caracteristicas diferentes na morfologia e
espessura. Os autores referem que estas diferencas da qualidade da ponte dentindria podem
ser explicadas pela maior desorganizagto da morfologia celular induzida pelo Biodentine ™ (Kim
et al, 2016). Estas conclusdes corroboram os resultados do nosso estudo /n witro que
demonstraram uma maior biocompatibilidade do WhiteProRoot®MTA, com menor interferéncia
na proliferacdo celular, na viabilidade celular, nos tipos de morte celular e no ciclo celular,
quando comparado com o Biodentine™. Além disso, também no nosso estudo em modelo animal
se pode observar uma maior desorganizaciio da morfologia do tecido pulpar no tratamento com
o Biodentine™.

Outros autores que avaliaram o desempenho dos dois biomateriais, o ProRoot®MTA e o
Biodentine™, em tratamentos de perfuracio de furca, concluiram que o primeiro biomaterial
forma um tecido mineralizado de maior espessura (Silva ef a/, 2017).

Outros materiais, como a matriz dssea desmineralizada tém, igualmente, sido testados nas
terapéuticas de protecdo pulpar direta em modelo animal de rato, com resultados promissores
e superiores aos cimentos d base de hidrdxido de cdlcio, demonstrando a sua capacidade para
promoverem a reparacdo através da formagdo de pontes dentindrias (Liv &7 a/, 2017).

A biocompatibilidade dos materiais dentdrios é fundumental para prevenir o aparecimento
de reagdes inflamatérias e para permitir a regeneragdo tecidular. 0 método de implantacdo
subcutinea € uma metodologia vdlida para determinar a biocompatibilidade dos materiais.
Alguns autores, adotaram esta metodologia e corroboraram os resultados de outros estudos,
demonstrando que o Biodentine™ exibe uma resposta inflamatéria inicial, mas esta resposta é
rapidamente seguida da formacdo de tecido conjuntivo, indicando a auséncia de irritacdo
tecidular (Mori ef a/, 2014). Noutros estudos de compatibilidade subcutdnea em ratos, os
autores demonstraram que o ndmero de células inflamatérias e de IL-6 foi significativamente
superior com o Biodentine™, quando comparado com o MTA, apés 7 e 15 dias de fo/low-up. No

entanto, apds 60 dias, observou-se uma regressio significativa da reagto inflamatéria e ambos
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os materiais exibiam cdpsulas com numerosos fibroblastos e fibras de colagénio (Silva ef o/,
2017).

Embora em termos metodoldgicos ocorra uma grande disparidade entre os estudos como jd
referido, existe na generalidade um consenso relativo @ inducio da formacto de tecido
mineralizado com ambos os biomateriais ProRoot®MTA e Biodentine™. 0 desempenho superior
relativamente aos cimentos a base de hidroxido de calcio é, também, consensual. Relativamente
d presenca de uma reacdo inflamatéria mais ou menos intensa ao longo dos tempos de fo/low-
yp dos vdrios estudos, existe alguma controvérsia. A reagto inflamatéria do tecido pulpar apds
tratamentos com o ProRoot®MTA ¢ ligeira a moderada, como jd discutido anteriormente na
maioria dos estudos analisados. Em tratamentos com Biodentine™, alguns autores referem uma
reagdo inflamatéria inicial mais intensa com uma diminuigtio ao longo do tempo enquanto outros
referem o contrdrio, como o verificado no nosso estudo em modelo animal. No entanto, em
nenhum outro estudo é referido a formag@o exagerada de tecido mineralizado nos tratamentos
com Biodentine™. Os achados histoldgicos relativos ao aumento exacerbado na formacto de
tecido mineralizado, nos fratamentos com este hiomaterial observados no nosso estudo animal,
s@io de extrema relevancia para a sua posterior utilizagdo clinica. Além disso, vém na sequéncia
das conclusdes do estudo /7 vifro, no qual ja se tinha verificado um aumento significativo na
producto de fosfatase alcalina, de sialoproteina da dentina e na formagdo de depédsitos de cdlcio,
nos tratamentos com o Biodentine™ quando comparados com o WhiteProRoot®MTA. Esta indugo
exacerbada de formagio de tecido mineralizado pode dar origem a formag@o de calcificagdes da
polpa em dentes humanos, como jd observado no estudo animal, e dificultar clinicamente a

utilizag@io deste hiomaterial.
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CAPITULO VII

As terap@uticas de protecto pulpar direta consistem na colocagio de um biomaterial sobre
a zona do tecido pulpar exposto, com o objetivo de induzir a reparactio da zona exposta através
da producio de uma barreira de tecido mineralizado. Para que este mecanismo fisioldgico
ocorra, antes da colocacto do biomaterial, € fundamental conter a hemorragia provocada pela
exposicio do tecido pulpar e desinfetar a cavidude dentindria. Estes procedimentos sto
convencionalmente realizados com recurso a duas substincias que podem ser utilizadas
individualmente ou em simultdneo, a clorhexidina e o hipoclorito de sédio. No entanto, existem
outras técnicas alternativas mais recentes e menos estudadas, como s@o exemplo a utilizagdo
de diversos tipos de /oser. Assim, torna-se fundamental avaliar o desempenho dos diversos
biomateriais com as técnicas convencionais e as técnicas alternativas.

Uma revisto sistemdtica é uma revisdo de uma questto claramente formulada que utiliza
métodos sistemdticos e explicitos para identificar, selecionar e avaliar criticamente uma
investigagdo relevante assim como extrair e analisar dados dos estudos que estdo incluidos na
revisio. Jd a meta-andlise, refere-se d utilizacdo de técnicas estatisticas numa revisto
sistemdtica para integrar os resultados dos estudos incluidos, e obter concluses a partir de
dados quantitativos (Liberati, 2009). Tendo como base este tipo de ferramentas, fundamentais
para a obtencto da evidéncia cientifica e, tendo como principal objetivo avaliar a evidéncia
cientifica que existe atualmente em relacio ds terap@uticas de protectio pulpar direta, foi

elaborado este capitulo.
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Material e Métodos

A prética clinica baseada na evidéncia consiste na utilizagdo da melhor evidéncia cientifica
produzida, para suportar e consubstanciar a decisdo clinica. No entanto, para se identificar a
melhor evidéncia é absolutamente necessdria uma adequada construgdo da pergunta de
investigagdo e, concomitantemente, uma revisdo robusta da literatura cientifica.

Para a construgio da pergunta adequada, recorreu-se d utilizagtio da estratégia P/CO. PICO
é o acronimo para Patient, Intervention, Comparisone Outcomes. Estes quatro componentes sto
os elementos fundamentais da questdo de investigagiio e possibilitam uma definicdo correta
das informagdes (evidéncias) que sdo necessdrias para a resolugio da questdo clinica,
maximizam a recuperacto de evidéncias nas bases de dados, otimizam as palavras chave e
evitam a procura desnecessdria nas bases de dados (Aslam e Emmanuel, 2010). A questdo PICO

foi formulada com base nos pressupostos referidos e estd descrita na Tabela 6.

Tabela 6: Formulagtio da questdo P1CO.

P | Patient, Population, or Problem | Dentes permanentes com exposi¢do da polpa

dentdria. ..

| | Intervention, Prognostic Factor, or | ...Qual o biomaterial ou terap@utica de protecdo

Exposure pulpar direta. ..

C | Comparison or Intervention (if| ...mais eficaz. ..

appropriate)

0 | Ovtcome you would like to| ...para preservar o vitalidede do tecido

measure or achieve pulpar. ..

Questio PICO: Dentes permanentes com exposicio da polpa dentdria: Qual o biomaterial
ou terap@utica de proteciio pulpar direta mais eficaz para preservar a vitalidade do tecido

pulpar?
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Esta revistio sistemdtica e meta-andlise foram, também, realizadas tendo como base as
diretrizes do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
(Moher et al, 2010).

Pesquisa Bibliografica

Foram utilizadas vdrias bases de dados para realizar a pesquisa, nomeadamente a Pubmed,
a Cochrane Trials, a Cochrane Economics, a Cochrane Reviews e a Embase. A pesquisa foi
realizada desde 01/01/1980 até 31/08/2017, com os filtros Humans e English Language,

utilizando a seguinte formula de pesquisa:

"Dental Pulp Capping"[MAJR] AND ("calcium silicate"[Supplementary Concept] OR "calcium silicate”[All Fields])
AND ("dental cementum"[MeSH Terms] OR ("dental"[All Fields] AND "cementum”[All Fields]) OR "dental cementum"[All
Fields] OR "cement"[All Fields] OR "dental cements"[MeSH Terms] OR ("dental"[All Fields] AND "cements"[All Fields])
OR "dental cements"[All Fields]) OR ("tricalcium silicate"[Supplementary Concept] OR "tricalcium silicate"[All Fields] OR
"biodentine" [All Fields]) OR ("Dental Pulp Capping"[MAJR] AND (("mineral trioxide aggregate”[Supplementary Concept]
OR "mineral trioxide aggregate"[All Fields]) OR mta[All Fields])) OR ("Dental Pulp Capping/methods" [MeSH Major Topic]
AND ("1980/01/01"[PDAT]: "2017/12/31"[PDAT]) AND "humans"[MeSH Terms]) OR ("Dental Pulp Capping"[Title] AND
("1980/01/01"[PDAT]: "2017/12/31"[PDAT])) OR ("Dental Pulp Capping"[MeSH Major Topic] AND "Biocompatible
Materials"[MeSH Terms] AND ("1980/01/01"[PDAT]: "2017/12/31"[PDAT]) AND "humans"[MeSH Terms] AND
English[lang])  AND  (("1980/01/01"[PDAT]:  "2017/12/31"[PDAT)) AND "humans"[MeSH Terms]) AND
(("1980/01/01"[PDAT]: "2017/12/31"[PDAT]) AND "humans"[MeSH Terms] AND English[lang]).

A pesquisa foi realizada, por dois revisores independentes, para identificar artigos
potencialmente relevantes. Foi efetuado um primeiro escrutinio pelo titulo e posteriormente
pelo resumo. A lista final de artigos potencialmente relevantes foi escolhida apés a leitura do
texto completo pelos dois revisores principais. Um terceiro revisor foi consultado no caso de

dividas de elegibilidade nesta fase e a decisdo foi tomada por consenso.
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Extractio de dados

Em qualquer revistio sistemdtica é necessdrio estabelecer critérios de inclusio e de
exclusiio, de forma a balizar os critérios para que o escrutinio dos revisores seja rigoroso.
Assim, os critérios de inclusdo para a selecdo e a extra¢do de dados foram: (1) ensaios
randomizado controlados, estudos prospetivos e retrospetivos e séries de casos; (2) ensaios em
dentes permanentes; e (3) protecdes pulpar diretas ou pulpotomias parciais até 4mm. Os
critérios de exclusdo foram (1) estudos /n vifro ou /n vive com animais; (2) ensaios /n vivo em
dentes da denticdo decidua; (3) pulpotomias totais; e (4) protecdes pulpar indiretas. As cartas,
comentdrios, editoriais, relato de casos, procedimentos, comunicagdes pessoais e estudos com
insuficiente informag@o foram excluidos.

Os estudos que preenchiam os critérios de inclusdo foram processados para a extragdo de
dados. Os dados foram os seguintes: 0 nome do primeiro autor, o ano de publicacto, o tipo de
estudo, a idade dos doentes, o nimero de dentes em cada grupo, o tipo de dentes, os tempos
de estudo, a intervencto (materiais e técnicas utilizadas) e os resultados clinicos (taxa de
sucesso, resposta inflamatéria, formagiio de ponte dentindria). A extracio da informacdo foi
efetuada por dois autores independentes utilizando um formuldrio estandardizado. Uma
reunido de consenso foi sempre realizada para confirmar o acordo e para resolver o desacordo
entre os revisores.

Para a meta-andlise, em estudos com maltiplos grupos, apenas os dados do grupo controlo
e dos grupos experimentais objeto de andlise foram extraidos. A meta-andlise foi efetuada
através do software Comprehensive Meta-Analysis version 3 (Software CMA, Biostat,
Englewood, USA).

Avaliagio da qualidade dos estudos

A avaliagio do qualidade metodoldgica dos estudos incluidos é essencial para a
compreensdo dos resultados da meta-andlise. Esta qualidade de cada estudo RCT (do inglés
randomized controlled frials) foi avaliada utilizando a ferramenta de avaliagdo de risco de

enviesamento descrita no Manual Cochrane de Revisdes Sistemdticas de Intervencdes (Versio
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5.1.0)(Carvalho, Silva e Grande, 2013). Foram avaliados seis dominios: (1) geragdo de sequéncia
aleatéria para escolha dos participantes (viés de selecto); (2) ocultagio da alocagdo (viés de
selecdo); (3) intervencdo cega de doentes e investigadores (viés de desempenho); (4) avaliago
cega de resultados (viés de detecdo); (5) dados de resultado incompletos (viés de atrito); (6)
relatdrios seletivos (viés de relatorio); e (7) outros vieses.

A qualidade dos estudos de coorte foi avaliada de acordo com o indice metodoldgico para
ensaios ndo aleatorizados (do inglés Methodological Index for Non-Randomized Studies —
MINORS) (Slim ef a/,, 2003). Neste indice sdo avaliados os itens metodoldgicos de estudos ndo
comparativos, nomeadamente: (1) objetivo claro indicado; (2) inclustio de doentes consecutivos;
(3) colheita prospetiva de dados; (4) endpoints apropriados ao objetivo de estudo; (5) avaliagto
sem enviesamento dos endpoints de estudo; (6) periodo de fo/low up udequado ao objetivo de
estudo; (7) perdas no fo/low upde menos de 5%; e (8) cdlculo prospetivo do tamanho da amostra
do estudo. Existem alguns critérios adicionais, que também foram avaliados, para estudos
comparativos, nomeadamente: (9) grupo controlo adequado; (10) grupos contempordneos; (11)
equivaléncia de base dos grupos; e (12) adequada andlise estatistica. Os itens sdo classificados
como nio referido (pontuagdo 0); referido, mas inadequado (pontuagdo 1); e referido e adequado
(pontuagdo 2). A classificagtio global ideal € de 16 para estudos comparativos, e de 24 para

estudos nio comparativos.

Andlise estatistica para a meta-andlise

As diferentes categorias de estudo, nomeadamente a taxa de sucesso, a formagto de ponte
dentindria e a auséncia de sinais inflamatérios, analisaram-se separadamente e em conjunto,
uma vez que todas traduzem o sucesso da terap@utica. Foram utilizados odd's ratios (ORs) e
intervalos de confianga (1Cs) de 95% para comparar os resultados das teraputicas com cimentos
d base de hidroxido de cdlcio e com cimentos a base de MTA; das terap@uticas com cimentos @
base de MTA e com cimentos @ base de silicatos tricdlcicos; e das terap€uticas com sistemas
adesivos e com cimentos a base de hidroxido de cdlcio. 0 teste padriio do qui-quadrado e a
estatistica 12 foram utilizados para testar a heterogeneidade entre os estudos; P<1 ou 12>50%

sugeriram a presenca de heterogeneidade. Quando foi detetada heterogeneidade entre os
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estudos utilizou-se um modelo de efeitos aleatérios. Quando ndo foi detetada, optou-se por um
modelo de efeitos fixos. Todas as andlises foram realizadas com o Comprehensive Meta-

Analysis version 3(Software CMA, Biostat, Englewood, USA).

Avaliagto do risco de enviesamento dos estudos

A avaliago do viés de publicacto efetuou-se através da realizactio de grdficos de funil (do
inglés funnel-plots)de forma qualitativa, utilizando o Comprehensive Meta-Analysis version 3

(Software CMA, Biostat, Englewood, USA) (Sterne e a/, 2011; Sterne e Egger, 2001).

Resultados

Seleciio dos estudos

0 diagrama observado na Figura 41 (Moher e#a/,2010) demonstra a progressio da selecto
dos estudos relevantes para a andlise sistemdtica e para a meta-andlise. Do total de 819
estudos identificados através da pesquisa nas bases de dados referidas, de mais 2 adicionados
através de outras fontes e, apds a remogdo dos duplicados ficaram 504 estudos. Apés efetuada
a triagem por titulo foram obtidos 327 estudos. Os artigos triados para elegibilidade apés a
leitura do resumo foram um total de 150 estudos, sendo excluidos 177. A leitura do texto
completo levou d exclusio de 104 registos quando submetidos ao escrutinio dos critérios de
exclusdo. Apds a leitura integral do texto dos artigos foram incluidos 46 artigos para a revisdo

sistemdtica e 22 para a meta-andlise.

Caracteristicas dos estudos

0s 46 estudos clinicos incluidos na revisdo sistemdtica revelaram objetos de estudo

diversos, isto &, varios biomateriais, nomeadamente cimentos d base de hidrdxido de calcio,
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Figura 41: Diagrama de fluxo da selectio dos estudos para a revisio sistemdtica e a meta-andlise (Moher 7 a/, 2010)

agregados trioxido minerais, silicatos tricdlcicos, sistemas de ades@o dentindria, proteinas

morfogenéticas do esmalte, hidroxiapatite e outros farmacos; e ainda, outras técnicas de

preparacio cavitdria ndo convencional, como a utilizagio de vdrios tipos de /aser. Assim, foram

incluidos 19 artigos que estudaram comparativamente os cimentos a base de hidroxido de cdlcio

e agregados tridxidos minerais, que podem ser observados na Tabela 7; e 5 artigos que

estudaram os cimentos d base de agregados trioxidos minerais com os cimentos a base de

silicato tricdlcico, resumidos na Tabela 8. Para além destes foram, também, incluidos 10 artigos

cujo objeto de estudo foram os sistemas de adesdo dentindria utilizados como biomaterial em
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protecdes pulpar diretas e comparados com os cimentos @ base de hidrdxido de cdlcio, e que
podem ser analisados através da Tabela 9. Por Gltimo, foram também incluidos nesta revisdo
sistemdtica outros biomateriais com menor utilizagdo neste tipo de terap@uticas como a
hidroxiapatite, com 2 artigos; as proteinas morfogenéticas do esmalte, com 3 artigos; o polimero
caprolactona, com 1 artigo; as formulagdes farmac@uticas magistrais de corticoides, antibidticos
e antifingicos, com 2 artigos; e outras técnicas ndo convencionais como o laser, com 4 artigos.

Os resultados relativos a estes estudos estdo descritos na Tabela 10.

Dos 19 artigos que comparam terap@uticas com cimentos a base de hidroxido de cdlcio e
cimentos @ base de agregados tridxidos minerais, e que podem ser analisados na Tabela 7, 11
stio ensaios clinicos controlados randomizados (do inglés randomized controlled trials — R(T) e
8 sdo estudos observacionais de coorte (do inglés cohort study— (9).

Nos estudos RCT selecionados observou-se que o nimero de dentes incluidos nas amostras
de estudo varia entre 20 e 376 dentes, que o tipo de dentes escolhido foi o primeiro molar, o
terceiro molar, o pré-molar ou vdrios, e que a idade dos doentes incluidos nos estudos varia
entre os 6 e os 60 anos. Relativamente aos tempos de estudo, verificou-se uma variagdo entre
os 8 dias e os 24 meses. Todos os estudos RCT incluiram grupos teste com cimentos a base de
MTA e, em 9 deles, este biomaterial foi comparado com grupos controlo ou testes com cimentos
d base de hidrdxido de cdlcio, em formulagiio farmacéutica de pd ou pasta. Em 9 estudos RCT foi
avaliada a resposta inflamatéria e/ou a formacto de ponte dentindria. Apenas em trés estudos
foi avaliada a taxa de sucesso e, em trés deles, os doentes foram monitorizados relativamente
d sintomatologia, durante o tempo de estudo (Accorinte &7 a/, 2009; Hilton e a/, 2013; Iwamoto
et al, 2006; Min ef o/, 2008; Qudeimat, Barrieshi-Nusair e Owais, 2007; Sawicki e a/, 2008).
Assim, apds a andlise detalhada de todos os estudos RCT, foram estudados 769 dentes, dos
quais 168 eram pré-molares, 161 eram terceiros molares, 64 eram primeiros molares e 376
outro tipo de dentes. Observando os resultados num tempo de estudo até aos 30 dias, para os
grupos que utilizaram cimentos a base de hidroxido de cdlcio, a resposta inflamatéria intensa

variou entre 30% e 80% (média de 55%) e a formag@o da ponte dentindria confirmou-se em
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Tabela 7: Dados extraidos dos estudos selecionados na revisdo sistemdtica e que utilizam como biomaterial de estudo, para as terapguticas de protecdo pulpar, os cimentos d base de hidrdxido de
cdlcio e/ou os agregados trioxidos minerais

Autor/Ano Tipode | lIdade | Gruposde | Tempos de Materiais/Técnicas Resultados Clinicos/Histologicos/Radiograficos
(referéncia) estudo dos estudo estudo Taxa de sucesso Resposta inflamatéria Formagiio de ponte
doentes (n°) dentindria
Accorinte et al | RCT 15-30 40 (PM) 30 dias Ta: p6 Ca(OH)2 + cimento Ca(OH). Sem avaliogdo Ta: (<)7/10 70%; (>) 3/10 30% | Ta: (F+)6/10 60%; (F+/-) 4/10
(Accorinte  ef al, Ta: 10 60 dias Life® (Kerr) + Cimento OZnE (IRM — Th: (<) 7/1070%; (>) 3/10 30% | 40%
2008) Th: 10 Dentsply) — 30 dias Te: (<) 8/10 80%; (>)2/1020% | Th: (F+)8/10 80%; (F+/-)2/10
Tc: 10 Tb: p6 Ca(OH)2 + cimento Ca(OH): Td: (<) 7/1070%; (>) 3/10 30% | 20%
Td: 10 Life® (Kerr) + Cimento OZnE (IRM — Te: (F+) 4/10 40%; (F+/-) 4/10
Dentsply) — 60 dias 40%; (F-)2/10 20%
Tc: MTA(Angelus)+ Cimento OZnE Td: (F+) 7/10 70%; (F+/-) 3/10
(IRM — Dentsply) — 30 dias 30%
Td: MTA(Angelus)+ Cimento OZnE Auséncia de microorganismos 60
(IRM — Dentsply) — 60 dias dias:Ta: 100%; Th: 100%
Aeinehchi er ol | RCT 20-25 22 (3° M) 8 dias -2det Ta: Ca(OH) Dycal (Caulk) + cimento Sem avaliogdo 8 dias 8 dias
(Aeinehchi e al, Apenas 14 60 dias -3 det | OZnE Ta: (>) 100%; Th: (>) 100% Ta: (F+)0%; Tb: (F+)0%
2003) final 90 dias—5 det | Th: MTA ProRoot (Dentsply) + 60 dias 60 dias
120 dias-2det | Cimento OZnE Ta: (>) 100%; Th:(<<) 50% Ta: (F+)0%; Th: (F+) 50% (F+/-)
180 dias-2det (>)50% 50%
90 dias 90 dias
Ta: (>) 100%; Th: (<) 66.6% (>) | Ta: (F+/-) 100%; Th: (F+) 100%
33.3% 120 dias
120 dias Ta: (F+/-)100%; Th: (F+)100%
Ta: (>) 100%; Th: (>) 0% 180 dias
180 dias Ta: (F+/-)100%; Th: (F+)100%
Ta: (>) 100%; Th: (>) 0%
Min et o/ (Min et al, | RCT 21-50 20 (3°M) 60 dias Ta: MTA ProRoot (Dentsply)+CIV (Fuji, | Dentes clinicamente Ta: (<) 2/9 22%; (>)7/9 1% Ta: (F+)9/9100%
2008) Ta: 9/10 6C)+compdsito (Contax+Luxacore) | assintomdticos em todos os Th: (<) 1/10 10%; (>)8/10 80%; | Th: (F+)6/10 60%; (F-)4/10 40%
Th:10 Tb: Ca(OH); Dycal (Dentsply) + CIV tempos (>+)1/1010%

(Fuji)+composito (Contax+Luxacore)
(: sem exposi¢iio — controlo
negativo)




Accorinte  ef al | RCT 15-30 40 (PM) 30 dias Ta: Ca(OHY, Life (Kerr) + CIV Sem avaliagio 30 dias 30 dias
(Accorinte et al, Ta: 10+10 60 dias (Vitrebond)+composito (Scotchbond Ta: (<)10%; (>)60%; (>+)30% | Ta: (F+)20%; (F+/-)40%; (F-)20%
2008) Th: 10+10 M+ 2100 -3M Th: (<)30%; (>)50%; (>+)20% | Th: (F+)30%; F(+/-)70%;
Th: MTA ProRoot (Dentsply)+ CIV 60 dias 60 dias
(Vitrebond)+composito (Scotchbond Ta: (<)10%; (>)60%; (>+)30% | Ta: (F+)60%; F(+/-)30%; (F-)10%
M+ 7100 -3M Th: (<)20%; (>)60%; (>+)20% | Th: (F+)50%; F(+/-)40%; (F-)10%
Auséncia de microorganismos:
Ta: 90%
Th: 100%
Sawicki er ol | RCT 10-18 48 (PM) 47-64 dias Ta: WMTA ProRoot (Dentsply)+ Tetric | Sem avaliagio Ta: (<) 24/30 80%; (>)5/30 Ta: (F+)28/30 93.34%; (F+/-)1/30
(Sawicki e al, 2008) Ta: 32 65-180 dias Flow+compésito (Syntac+Tetric (sintomatologia dolorosa pés- | 16.7%; (>+)1/30 3.3% 3.33%; (F-)1/30 3.33%
G:16 181-365 dias Ceram — Ivoclar) operatdria transitéria em 2 C:(<)10/14 71.4%; (>)2/14 G (F+)11/14 78.57%; (F+/-)1/14
(De acordo com | C: Ca(OH), Life (Kerr) + Tetric dentes) 14.3%; (>+)2/1 1.1% 7.15%; (F-)2/14 14.28%
o timing do Flow-+compésito (Syntac+Tetric
tratamento Ceram — Ivoclar)
ortoddntico)
Shaharavan ef a/ | RCT 20-24 36 (3°M) 30 dias (29det) | Ta: MTA ProRoot (Dentsply) 0.28 Sem avaliogdo Ta: (<) 9/10 90%; (>)1/10 10%; | Ta: (F+54/10 40%; F(+/-)6/10
(Shahravan et al, Ta: 10 powder/water ratio + CIV ((Fuji, 6C) Th: (<)7/9 77.8%; (>)2/9 22.2% | 60%
2011) Th: 9 Th: MTA ProRoot (Dentsply) 0.33 p/w Te: (<)7/10 70%; (>)2/10 30% | Th: (F+)3/9 33.3%; F(+/-)5/9
Te: 10 ratio+ CIV ((Fuji, 6C) 55.6%; (F-)1/9 11.1%
Tc: MTA ProRoot (Dentsply) 0.40 p/w Tc: (F+)4/10 40%; F(+/-)5/10
ratio+ CIV ((Fuji, G() 50%; (F-)1/10 10%
Accorinte et al | RCT 25-42 40 (PM) 30 dias Ta: MTA cinzento (Angelus) + Dentes clinicamente 30 dias 30 dias
(Accorinte et al, Ta: 10 60 dias cimento 0ZnE (IRM — Dentsply) assintomdticos em todos os Ta: (<) 3/8 37%; (>)5/8 63% Ta: (F+)5/8 63%; F(+/-)2/8 25%;
2009) Th: 10 Th: MTA cinzento (ProRoot — tempos Th: (<)2/8 25%; (>)6/8 75% (F)1/812%
Te: 10 Dentsply) + cimento OZnE (IRM — 60 dias Th: (F+)5/8 63%; F(+/-)2/8 25%;
Td: 10 Dentsply) Ta: (<) 7/1070%; (>)3/1030% | (F-)1/8 12%
Th: (<)3/9 33%; (>)5/9 56%); 60 dias

(>+)1/9 1%

Ta: (F+)6/10 60%; F(+/-)4/10
40%

Th: (F+)5/9 56%; F(+/-)3/9 33%;
(F)1/9 11%




Nair e o/ (Nair e | RCT 18-30 35(3°M) 8 dias Ta: WhiteMTA (ProRoot — Dentsply)+ | Sem avaliagio 8 dias 8 dias
al, 2008) Ta: 20 30 dias cimento de OZnE (IRM- Dentsply) Ta: (<)5/6 83%; (>)1/6 171% Ta: (F+)0/6 0%
Th: 13 90 dias Tb: Ca(OH); Dycal (Dentsply) + Th: (<)2/4 50%; (>)1/4 25%; Th: (F+)0/4 0%
cimento de OZnE (IRM- Dentsply) (>+)1/425% 30 dias
30 dias Ta: (F+)3/6 50%; (F+/-)3/6 50%
Ta:(<) 6/6 100% Th: (F+)1/5 20%%; (F+/-)3/5
Th: (<)1/5 20%; (>) 3/5 60%; 60%; (F-) 1/520%
(>+)1/520% 90 dias
90 dias Ta: (F+)4/5 80%; (F+/-)1/5 20%
Ta: (<)4/5 80%; (>)1/5 20% Th: (F+)0/4 0%; (F+/-)2/4 50%;
Th: (<)0/4 0%; (>) 2/4 50%; (F-) 2/4 50%
(>+)2/4 50%
Iwamoto ef ol | RCT 18-60 48 (3°M) 7¢30dias— | Ta: WhiteMTA (ProRoot — 7 dias 140 dias 140 dias
(lwamoto  ef al, Ta: 24 s0 avaliagdo Dentsply)+Dyract Flow + compésito | Ta: (S-)15/24 62.5%; (S+/-) Ta: (<)18/22 82%; (>)3/22 Ta: (F+)20/22 90%; (F-) 2/22 10%
2006) Th:24 clinica (Prime& BondNT+TPH resin — 9/24 37.5%; (S+) 0/24 0% 14%; (>+)1/22 4% Th: (F+)18/23 78%; (F-) 5/23 22%
140 dias Dentsply) Th: (S-)17/24 70.83%; (S+/-) Th: (<)18/23 78%; (>)0/23 0%;
To: 23 Th: Ca(OH)2 Dycal (Dentsply) + Dyract | 6/24 25%; (S+)1/24 4.17% (>+)5/23 22%
Th: 22 Flow + compdsito (Prime& 30 dias
BondNT-+TPH resin — Dentsply) Ta: (T+)23/23 100%
Th: (T+)23/24 96%; (T-)1/24
4%
Marques et al | (S Média 64 (Varios) Média Ta: WhiteMTA (ProRoot — Dentsply) + | T(+) 91.3% Sem avaliogdo Sem avaliagdo
(Marques, 36115 | (77.9% reavaliagio cimento 0ZnE (Coltosol — Colténe) Cdries oclusais: (T+)100%
Wesselink e recal) 3.6anos £1.1 | 4-12 semanas - +Adesivo (Optibond | Cdries proximais: (T+) 89.7%
Shemesh, 2015) Solo — Kerr) + Compasito (Tetric Cdries iniciais: (T+)94.7%
EvoCeram — Ivoclar) Cdries secundarias: (T+)88.9%
Doentes <40: (T+)100%
Doentes >40: (T+)80%
Farsi et al. (Farsi et | (S 9-12 30 (1°M) 6 meses Ta: WhiteMTA (ProRoot — Dentsply) + | 6 meses: (T+)26/30 86%;(T-) | Sem avaliagdo Sem avaliagdo
al., 2006) 12 meses cimento 0ZnE (Coltosol — Colténe) 4/30 14%
18 meses 2 semanas - +Adesivo + Compdsito | 12 meses: (T+)26/30 86%; (T-)
24 meses 4/30 14%

18 meses: (T+) 28/30 93%
24 meses: (T+)28/30 93%




Qudeimat ef ol | RCT 6.8-10.3 64(1°M) 3,6,12meses | Ta: pasta Ca(OH); + cimento Ca(OH), | Ta:(T+)91% Sem avaliagio Ta: (F+)12/23 55%
(Qudeimat, Ta: 32 Follow yp— + CIV (Vitrebond — 3M) + CIV (GC) Th: (T+)93% Th: (F+)18/28 64%
Barrieshi-Nusair e Th:32 média Th: MTA (ProRoot — Dentsply) + CIV
Owais, 2007) 348144 (Vitrebond — 3M) + CIV (6C)
meses (51 det) | Restauragdo definitiva — amdlgama
ou coroa metdlica
Bogen ef a/ (Bogen, | (S 7-45 53 (Vdrios) 6 semanas Ta: MTA (ProRoot — Ta: (T+)97.96% Sem avaliagio Ta: (F+)40/49 82%
Kim e Bakland, 6 meses Dentsply)+Clearfill (Kuraray)
2008) Follow yp— Apés 5-10 —restauragdio definitiva
média 3.94 Clearfill Bond + Clearfill APX
anos (49 det— | composite (Kuraray)
92.5 recall)
Mente ef a/ (Mente | (S Sem 229 (Varios) | Média follow | Ta: MTA Ta: (T+)137/170 80.5% Sem avaliagio Sem avaliagio
etal,2014) informaiio Up—42 meses | Th: Ca(OH) Th: (T+) 35/59 59%
(74% Recal) MTA vs Ca(OH)
(Odds ratio=2.67,95%(l, 1.36-
5.25; P=.001)
Restauragdio definitiva >2 dias
vs Restauragdo definitiva
imediata — (-) progndstico Ta e
Th
(Odds ratio=3.18; 95%
(1,1.61-6.3;p=.004)
Hilton et a/ (Hilton | RCT >7 35 dentistas | 1 més Ta: Ca(OH)z (Life — Kerr) + CIV Ta: (T-)31.5% Sem avaliagio Sem avaliagio
etal,2013) (376 det- 6 meses (Vitrebond — 3M) Th: (T-)19.7%
Vdrios)) 24 meses Th: MTA (ProRoot — Dentsply) + CIV | Ca(OH)2 vs MTA
Ta: 181 det (Vitrebond — 3M) (Hozard ratio 2.15(95%(l,
Th: 195 det 1.19-3.87)
Horsted ef af | (S 10-79 510 (Varios) | 1,3,6,12 Ca(OH), (T+)82% Sem avaliagio Sem avaliagio
(Horsted ef al, meses Dycal (Dentsply) + cimento de O0ZnE | Dentes jovens e molares —
1985) follow Yp—5 | Pulpdent (Pulpdent) + Cimento OZnE | taxas de sucesso >
anos Pasta de Ca(OH), + cimento OZnE




Mente ef a/. (Mente
etal, 2010)

(&)

8-78

167 (Varios)
Ta:62
Th:46

12-80 meses
(122 det —
12.5% recall)

Ta: MTA
Th: Ca(OH),

Ta: (T+)54/69 det 78%; (T-)
15/69 det 22%

Th: (T+)32/53 det 60%; (T-)
21/53 det 40%

Restauragdo definitiva >2 dias
vs Restauracto definitiva
imediata — (-) prognostico Ta e
Th

(Odds ratio=0.24; 95% (I,
0.09-0.66; p=.01)

Sem avaliagio

Sem avaliagio

Miles ef al. (Miles ef
al, 2010)

&)

21-85

75 (Vérios)

12-27 meses
(recal/51det.)

MTA + CIV (Vitrebond - 3M)
+
Amdlgama/Resina composta/ CIV

(T-) 20/51 39%

(T+)31/51 61%

(S-) 23/31 74%

(S+/-)7/31 22%

(S+)1/31 4%

Aidade do doente, o tamanho
da exposigdo e a intensidade
de hemorragia — ndo t€m
efeito na taxa de sucesso

Sem avaliagio

Sem avaliagio

Dammaschke et o/
(Dammaschke,
Leidinger e Schifer,
2010)

(&)

16-75

1853 (Vérios)
(recall248)

Média 6.11+4.4
anos
(recall13.4% -

Pasta Ca(OH): (Calxyl)
+

cmento de OZnE (Hoffmann) ou CIV
(Ketac Bond- 3M)

+

Amdlgama, resina composta ou CIV
(Ketac Fil — 3M)

(T-)199/248 80.2%
(T+)49/248 19.8%

0 fator idade — tem efeito na
taxa de sucesso

A restauragio com CIV —(-)
progndstico em relagdio a
outros fipos de restauragiio

Sem avaliogdo

Sem avaliagio

RCT: Randomized Controlled Trials; (S: Cohort Study: T: grupo teste; C: grupo controlo; PM — dentes pré-molares; 3° M — dentes ferceiros molares; det — dentes; Tep. — tempo de estudo; (+)
positivo; (-) negativo; (S-) sensibilidade pés-operatéria negativa; (S+/-) sensibilidade pés-operatéria moderada; (S+) sensibilidade pés-operatéria severa; (T+) Taxa de sucesso positive; (T-) Taxa
de sucesso negativa; (<) sem resposta inflamatéria ou com resposta ligeira; (>) com resposta inflamatéria intensa; (>+) com resposta inflamatéria muito intensa; (F+) formagdo de ponte
dentindria; (F+/-) formagtio de algum tecido duro na zona de exposictio; (F-) sem formagto de tecido duro na zona de exposigdo.
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20%; para os grupos que utilizaram cimentos d base de agregados triéxidos minerais a resposta
inflamatéria intensa variou entre 0% e 75% (média de 36%) e a formacto de ponte dentindria
variou entre 30% e 63% (média de 45%).

Em dois dos estudos foram realizadas avaliagdes aos 8 dias, verificando-se que ndo se
formava qualquer ponte dentindria para ambos os biomateriais (Aeinehchi 7 a/, 2003; Nair et
al, 2008). Na observacto dos resultados nos limites temporais maximos dos diversos estudos,
que podem fraduzir-se desde os 60 dias aos 365 dias, verificou-se que nos grupos que utilizaram
cimentos a base de hidrdxido de cdlcio, a resposta inflamatéria intensa variou entre os 22% e
0s 100% (média de 53%) e a formag@io da ponte dentindria variou entre os 0% e os 80% (média
de 52%); e para os grupos que utilizaram cimentos @ base de agregados tridxidos minerais a
resposta inflamatéria intensa variou entre os 0% e os 80% (média de 32%) e a formacdio de
ponte dentindria variou entre os 40% e os 100% (média de 73%). Apenas em dois estudos foi
avalioda a presenca de microorganismos, tendo sido observada uma auséncia destes em 95%
dos dentes tratados com o hidroxido de cdlcio e em 100% dos dentes tratados com MTA
(Accorinte ef al, 2008, 2008). Nos trés estudos RCT que avaliaram a taxa de sucesso verificou-
se que esta variou de 93% a 100% (média de 96,3%) para dentes tratados com MTA e de 91%
a 96% (média de 93,5%) para dentes tratados com hidréxido de cdlcio, em fo/low-up de 30 dias
(Iwamoto ef al, 2006), de 24 meses (Hilton ef a/, 2013) e de 35 meses (Qudeimat, Barrieshi-
Nusair e Owais, 2007).

Nos 8 estudos de coorte selecionados, observou-se que o nimero de dentes incluidos nas
amostras de estudo variou entre 30 e 1853 dentes; que os dentes escolhidos foram diversos,
desde estudos que selecionavam os primeiros molares como outros que incluiam todo o tipo de
dentes; e que as idades dos doentes incluidos nos estudos variaram entre os 7 a os 85 anos.
Relativamente aos tempos de estudo, verificou-se uma variagtio entre os 6 e os 144 meses, com
taxas de resposta entre 68% a 92%, nos estudos que as referem. Apenas exce¢do para uma
taxa de resposta muito mais baixa, de cerca de 14%, observada num estudo com uma amostra
consideravelmente maior relativamente aos outros (Dammaschke, Leidinger e Schiifer, 2010). A
maioria dos estudos avaliou, apenas, o fo//low-up de um biomaterial, sendo que dois estudaram

0 hidréxido de cdlcio e outros quatro o MTA. Em trés estudos verificou-se que a avaliagto incluia

238



CAPITULO VII

os dois tipos de biomateriais. Outra caracteristica destes estudos foi a de avaliarem a taxa de
sucesso e nio a resposta inflamatéria e a formacdo de ponte dentindria, com excecdo de um
que avaliov a formagtio da ponte dentindria a partir de radiografias periapicais (Bogen, Kim e
Bakland, 2008). Assim, com a observacto dos dados extraidos dos estudos (S verificou-se que
a taxa de sucesso para dentes tratados com MTA variou entre 61% e 97%, com uma média de
83%); enquanto que para dentes tratados com hidréxido de cdlcio esta taxa variou entre 19% e
91%, com uma média de 62%. Alguns estudos concluiram ainda que o tipo de cavidade
restaurada influencia o prognéstico de uma terap@utica de protegdio pulpar, assim como, a idade
do doente e o tipo e material du restauractio definitiva. Alguns autores concluiram que as
cavidades oclusais a partir de cdries primdrias e doentes com menos de 40 anos sdo premissas
que levam a um melhor prognéstico (Marques, Wesselink e Shemesh, 2015). Outros autores em
dois estudos efetuados, concluiram que o prognéstico é melhor quando a restauragio definitiva
é efetuada de imediato apds a terap@utica de protectio pulpar (Mente ef a/,2010,2014). Qutros
autores corroboram algumas destas conclusdes (Dammaschke, Leidinger e Schiifer, 2010). No
entanto, outros autores concluiram que a idade do doente, o tamanho da exposicio e a

intensidade da hemorragia sto fatores que ndo influenciam a taxa de sucesso (Miles et al,
2010).

Os 5 artigos que comparam terapéuticas com cimentos @ base de silicatos de cdlcio com
outros biomateriais, nomeadamente os cimentos a bhase de hidrdxido de cdlcio e de agregados
trioxidos minerais, e que podem ser analisados na Tabela 8, sdo todos ensaios clinicos
controlados aleatorizados (do inglés randomized controlled trials— R(T).

Nos estudos selecionados observou-se que o nimero de dentes incluidos nas amostras de
estudo variou entre 28 e 46 dentes; que o tipo de dentes escolhido foi o terceiro molar, ou o
pré-molar ou diversos; e que a idade dos doentes incluidos nos estudos variou entre os15 e os

79 anos.
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Tabela 8: Dados extraidos dos estudos selecionados na revisdo sistemdtica e que utilizam como biomaterial de estudo, para as terap@uticas de protecio pulpar, os silicatos tricdlcio e/ou os agregados tridxidos minerais.

Autor/Ano Tipo de Idade Grupos de Tempos de Materiais/Técnicas Resultados Clinicos/Histologicos/Radiograficos
(referéncia) estudo dos estudo (n°) | estudo (dias) Taxa de sucesso Resposta Formagiio de ponte
doentes inflamatéria dentindria
Song et a//2015 (Song RCT 19-79 46 (Varios) 7;15;30; 90 (32 Ta: ProRootMTA + hola de algoddo | Ta: 95.5% (21/22 dentes) Sem avaliagio Sem avaliagiio
etal,2015) (Média 43) | Ta(Inicial-23; | def) himida (2 dias) e IRM+ GC Fugi Il | Th: 90.5% (19/21 dentes)
Final —22) Taxa de resposta | Th: Endocem + GC Fugi Il
Tb (Inicial - —91.4%
23; Final- 21)
Jang ef a//2015 (Jang e | RCT 19-79 46 (Varios) 7;15;30;90; 180; | Ta: ProRootMTA + bola de algoddo | Ta+Th —93.02% (90 dias- Sem avaliogdo Sem avaliogdo
al, 2015) (Média 42) | Ta (inicial e 360 (41 det) himida (2 dias) e IRM+ GC Fugi Il | 40/43 dentes)
final —23) Taxa de resposta | Th: Endocem + GC Fugi Il Ta+Th —85.37% (360 dias
Tb (Inicial 23; | —89.13% —35/41 dentes)
Final —18) Ta: 86.96% (20/23 dentes)
Th: 83.33% (15/18 dentes)
Tipo de cavidade influencia o
prognéstico — (-) Classes V
Nowicka e a//2013 RCT 19-28 28 (3°M) 7— Avaliagio de | Ta — Biodentine (Septodont) Teste elétrico = (+) 28 (28) | Tep. 45 dias: Tep. 45 dias:
(Nowicka e7al, 2013) Ta=11 restauragdes Th — ProRootMTA (Dentsply)+ Teste térmico Cloreto de Ta: (<) 91% (10/11 Ta: (F+) 63.7%; (F+/-) 36.3%
Th—11 definitivas Ketac Molar (3M) etilo = (+) 28(28) dentes) Th: (F+) 63.7%; (F+/-) 36.3%
(-6 45 (28 det) (—Sem intervendo RX periapical = (-) patologia | Th: (<) 91% (10/11
Taxa de resposta periapical 28(28) dentes)
—100%
Nowicka ef 22015 RCT 19-32 44 (3°'M) 7— Avaliagio de | Ta: Ca(OH): — Calcipast (Cerkamed) | Teste elétrico = (+)44(44) | Sem avaliagdo Tep. 45 dias:
(Nowicka e al, 2015) To—11 restauragoes + Life(Kerr) + Single Bond RX periapical = (-) patologia Ta: (F-) 36.4% (4/11); (F+/-) 54.5%
Th—11 definitivas (grupo | Universal (3M)-+Filtek (3M) periapical 44(44) (6/11); (F+)9.1% (1/11)
Te-11 bec Th: MTA —WhiteProRootMTA Th: (F-) 27.3%(3/11); (F+/-) 54.6%
Td—11 45 (44 det) (Dentsply) + bola de algoddo (6/11); (F+)18.2% (2/11)

Taxa de resposta
—100%

himida + Ketac Molar(3M)
Tc— Biodentine (Septodont)
Td: Adesivo — Single Bond
Universal (3M)+Filtek (3M)

Te: (F-) 27.3%(3/11); (F+/-) 45.5%
(5/11); (F+) 27.3% (3/11)

Td: (F-) 81.8%(9/11); (F+/-) 18.2%
(2/11)




Larrabi et af. (Zarrabi ef
al, 2010)

RCT

15-25

32 (PM)

15 dias
60 dias

Ta: cimento a base cdlcio+ CIV (Fuji,
(G)+ compostito (Heliomolar-
Ivoclar)

Th: MTA (Angelus)+CIV (Fuji, CG)+
compastito (Heliomolar-lvoclar)

Sem avaliogdo

15 dias:

Ta: (<)50%; (>)37.5%;
(>+)12.5%

Th: (<)12.5%; (>)62.5%;
(>+)25%

60 dias

Ta: (<)87.5%; (>)12.5%;
(>+)0%

Th: (<)75%; (>)25%;
(>+)0%

15 dias

Ta: (F+)0%; F(+/-)137.5%; (F-)62.5%
Th: (F+)0%; F(+/-62.5%; (F-)37.5%
60 dias

Ta: (F+)50%; F(+/-)50%

Th: (F+)25%; F(+/-)75%

RCT: Randomized Controlled Trials; T: grupo teste; C: grupo controlo; PM — dentes pré-molares; 3° M — dentes terceiros molares; det — dentes; Tep. — tempo de estudo; (+) positivo; (-) negativo;
(T+) Taxa de sucesso positiva; (T-) Taxa de sucesso negativa; (<) sem resposta inflamatéria ou com resposta ligeira; (>) com resposta inflamatéria intensa; (F+) formacdio de ponte dentindria;
(F+/-) formagto de algum tecido duro na zona de exposicdo; (F-) sem formagto de tecido duro na zona de exposicdo.
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Relativamente hd presenca de resposta inflamatéria intensa para dentes tratados com
cimentos a base de silicatos tricdlcico, verificou-se uma variagtio entre 9% e 12,5% (média de
11%), em comparagdo com uma variagio de 9% e 25% (média de 17%) para dentes tratados
com cimentos d base de MTA. No entanto, alguns autores verificaram que esta resposta
inflamatéria € mais intensa com ambos os biomateriais apos 15 dias de follow-up (Larrabi et
al, 2010). Relativamente a formagdo de ponte dentindria verificou-se a sua edificagio completa
em dentes tratados com cimentos @ base de silicatos triclcico com uma variagto entre 27% e
63% (média de 47%), em comparagio com uma variagio de 18% e 63% (média de 36%) para
dentes tratados com cimentos d base de MTA. Noutro estudo foram, ainda, submetidos a este
pardmetro, dentes tratados com cimentos d base de hidréxido de cdlcio com formagdo de ponte
dentindria em 9,1% dos dentes; e dentes tratados com sistemas de adesdo dentindria onde se
verificou a formagio de ponte dentindria em 0% dos dentes (Nowicka &7 a/, 2015).

0s 10 artigos que comparam as terap@uticas com sistemas de adesdo dentindria com outros
biomateriais, nomeadamente os cimentos d base de hidroxido de cdlcio, e que podem ser
analisados na Tabela 9, sto todos ensaios clinicos controlados aleatorizados (do inglés

randomized controlled frials— RCT).
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Tabela 9: Dados extraidos dos estudos selecionados na revisto sistemdtica e que utilizam como biomaterial de estudo, para as terap@uticas de protectio pulpar, os sistemas de adesdo dentindria
e/ou cimentos @ base de hidroxido de cdlcio

Autor/Ano Tipode | Idade Grupos de Tempos de Materiais/Técnicas Resultados Clinicos/Histologicos/Radiograficos
(referéncia) estudo dos estudo (n°) | estudo (dias) Taxa de sucesso Resposta Formagiio de ponte dentindria
doentes inflamatéria

Horsted-Bindslev ef RCT 11-21 34 (PM) 7 dias (6 det), T: Ac. Ortofs 37%+Single Teste elétrico = (+) 33 Tep: 56-71 dias Tep: 56-71 dias
a//2003 (Horsted- T1:17 10-15 dias (6 det), | Bond Adhesive System(3M) | (34) T:(<) 80% - §(10) T: (F-) 80% - 8(10); (F+/-) 20% - 2(10)
Bindslev, Vilkinis 17 56-71 dias (22det) | C: Dycal G:(<)100 % - 11(11) | C:(F+)45.5% - 5(11); (F+/-) 27.3% - 3(11)
Sidlauskas, 2003) (Dentsply)+Vitrebond(3M)
Lu e a//2008 (Lu efal, | RCT 20-25 45 (3°M) 7 dias (15 det) T Adesivo: Clearfil SB Teste elétrico =T Tep: 90 dias Tep: 90 dias
2008) T Adesivo: 21 | 30 dias (14 def) (Kuraray) Adesivo=T Ca(OH), = ( T Adesivo: (<) 100% - | T Adesivo: (F+)0% - 0(7)

T Ca(OH)2: 20 | 90 dias (16 det) T Ca(OH)z: Dycal (Dentsply) 1) T Ca(OH),: (F+) 83.3% - 5(6)

C: 4(s/ expo.) (: sem infervengto T Ca(OH)z: (<) 85.7% -

6(7)

Silva 7 a/,/2006 (Silva RCT 12-20 81 (1°PM) 1 dia (5 det) TAa: Ac. Ortofs 37%+ Single | Dentes clinicumente Tep. 30 dias Tep. 30 dias
et al, 2006) T Adesivo 3 dias (5 det) Bond }\dhesive System(3M) assintomdticos em todos TAa: (<) 40% - 2(5) TAa: (F+) 0% - 0(5)

a:26 7 dias (8 det) TAb: Ac. Ortofs 10%+ Single | os grupos TAb: (<) 40% - 2(5) TAb: (F+) 0% - 0(5)

T Adesivob: | 30 dias (8 det) Bond Adhesive System(3M) T Ca(OH)2: (<) 80% - | T Ca(OH): (F+) 100% - 5(5)

26 T Ca(OH)z. Dycal 4(5)

T Ca(OH)::26 (Dentsply)+Vitrebond(3M)

C: 3(s/ expo.)
Fernandes &7 a//2008 RCT Sem 46 (PM) 7 dias (10 det) T Adesivo: Ac. Ortofs Tep. 7 dias:
(Fernandes ef a/, 2008) informagdo | T Adesivo:20 | 30 dias (10 det) 37%-+Single Bond (3M) T Adesivo: Sem expressdo de colagéneo tipo Il e fibronectina

T Ca(OH)2:20 T Ca(OH)z: pé de Ca(OH) T Ca(OH): Camada difusa de colagénio tipo 11l e fibronectina (semelhante ao controlo)

C: 6 (s/expo.) (Biodindmica)+Dycal Tep. 30 dias:

(Denstply)+Vitrebond(3M) T Adesivo: Sem expressto de colagéneo tipo 1l e fibronectina
T Ca{OH),: Camada uniforme de colagénio tipo 11 e fibronectina, com maior expressdo camada pré-dentina

Silva ef a//2013 (Silva RCT Sem 12 (PM) 1 dia (6 det) T Adesivo: Ac. Ortofs Dentes clinicamente Tep. 1 e 30 dias: Sem avaliagio
etal,2013) informagdo | T Adesivo: 12 | 30 dias (6 det) 37%-+Single Bond (3M) assinfomdticos em todos T Adesivo: (>)100% -

os fempos

12(12)




Nowicka ef a//2016 RCT 19-30 28 (3°M) 7 dias — controlo | T Adesivo: Single Bond Teste elétrico=(+)28(28) | Tep 30 dias: Tep 30 dias:
(Nowicka e7al, 2016) T Adesivo: 11 | clinico Universal (3M) Teste térmico Cloreto de T Adesivo: (>) 80% T Adesivo: (F-) 60%; (F+/-)40%
T Ca(OH)2:11 | 30 dias (28 det) T Ca(OH)z: Calcipast etilo = (+) 28(28) T Ca(OH)z: (<) 90% T Ca(OH)z: (F+) 63%; (F+/-) 37%
C: 6(s/ expo.) (Cerkamed)+Life Rx periapical=(-)patologia
(Kerr)+Single Bond periapical 28(28)
Universal (3M)
Rodrigues e a// 2006 RCT 15-25 40 (PM) 30 dias (10 det) T Adesivo: Ac. Ortofs Tep. 30 dias: Tep 30 dias: Tep 30 e 60 dias:
(Accorinte ef al, 2006) T Adesivo: 20 | 60 dias (10 det) 37%+Adesivo multifrascos | T Adesivo: 20% T Adesivo: (>) 80% T Adesivo: (F-) 100%
(:20 C: po de Ca(OH),+Life (Kerr) | sintomdticos C: (<) 100% C: (F+) 100%
(: 20% sinfomaticos Tep 60 dias:
Tep. 60 dias: T Adesivo: (>) 90%
T Adesivo: 20% C: (<) 100%
sintomaticos
(:100%
assinfomdticos
Pereira efa//2009 RCT Média 19 30 (3°M) 7 dias (10 det) T Adesivo Total-etch: Ac. Sem avaliagio T Adesivo Total-E: sem | Sem avaliago
(Pereira 7 al, 2009) T Adesivo 30 dias (10 det) Ortofs 37%+Scotchbond reagdes inflamatorias
Total-etch: 15 | 60 dias (10 def) Multipurpose(3M) visiveis
T Adesivo T Adesivo Self-etch: Clearfil T Adesivo Self-E: sem
Self-etch: 15 SE Bond (Kuraray) reagdes inflamatorias
visiveis
Hebling &7 a/ 1999 RCT 12-25 32 (PM) 7 dias (6+4+2 T Adesivo: Ac. Ortofs T Adesivo: 100% Tep. 30 dias: Tep. 30 dias:
(Hebling, Giro e Costa, T Adesivo: 18 | det) 10%-+Allbond; assinfomdticos T Adesivo: (<) 87.5% | T Adesivo: (F+) 75%; (F+/-) 25%
1999) T Ca(OH): 12 | 30 dias (6+4 det) | T Ca(OH): pasta Ca(OH); + C: 100% assintomadticos C: (<) 100% C: (F+) 100%
(:2(s/ expo.) | 60 dias (6+4 det) | Dycal (Dentsply)+Allbond; Tep. 90 dias: Tep. 90 dias:
T Adesivo: (<) 87.5% | T Adesivo: (F+) 37.5%; (F+/-) 50%; (F-) 12.5%
C: (<) 100% C:(F+) 100%
Elias e a//2007 (Elias ef | RCT Média 25 26 (3°M) 30 dias (8+5 det) | T Adesivo: Clearfil SE Bond Sem avaliagdo Tep. 7 dias: Tep. 7 dias:
al, 2007) T Adesivo: 16 | 90 dias (8+5 det) | (Kuraray) T Adesivo: (>) 67% T Adesivo: (F-) 100%

T Ca(OH)z. 10

T Ca(OHY: pé de Ca(OH):+
Ca(OH)2 Cimento (Hidro C) +
Clearfil SE Bond

T Ca(OH): (<) 68%

Tep. 30 dias:

T Adesivo: (>) 50%
T Ca(OH): (<) 100%
Tep. 90 dias:

T Adesivo: (>) 34%
T Ca(OH): (<) 100%

T Ca(OH): (F+/-) 5%

Tep. 30 dias:

T Adesivo: (F+) 17%; (F+/-) 34%;(F-) 49%
T Ca(OH)z: (F+/-) 75%; (F-) 25%

Tep. 90 dias:

T Adesivo: (F+/-) 67%; (F-) 33%

T Ca(OH): (F+/-) 100%

RCT: Randomized Controlled Trials; T: grupo teste; C: grupo controlo; PM — dentes pré-molares; 3° M — dentes terceiros molares; det — dentes; Tep. — tempo de estudo; (+) positivo; (-) negativo;
(T+) Taxa de sucesso positiva; (T-) Taxa de sucesso negativa; (<) sem resposta inflamatéria ou com resposta ligeira; (>) com resposta inflamatéria intensa; (F+) formagto de ponte dentindria;
(F+/-) formacto de algum tecido duro na zona de exposicto; (F-) sem formagio de tecido duro na zona de exposigio.




CAPITULO VII

Nos estudos selecionados observou-se que o nimero de dentes incluidos nas amostras de
estudo variou entre 12 e 81 dentes; que o tipo de dentes escolhido foi o terceiro molar ou o pré-
molar; e que a idade dos doentes incluidos nos estudos variou entre os 11 e os 30 anos.
Relativamente aos tempos de estudo, verificou-se uma variagtio entre os 7 e os 90 dias. Todos
0s estudos incluiram grupos teste com sistemas de adesto dentindria, sejam os sistemas fofa/-
efch ou os self-efch, nos quais estes materiais foram comparados com grupos com cimentos @
base de hidréxido de cdlcio. Os sistemas adesivos se/f-efch foram utilizados em 4 estudos e os
fotal-efch foram utilizados em 7 estudos, salientando-se, no entanto, um estudo em que foram
comparados ambos. Nos estudos que utilizam a técnica 7ofal-efch, o dcido utilizado foi o dcido
ortofosférico a 37%, embora em dois deles tenha sido utilizado na concentragio de 10%. A taxa
de sucesso foi avaliada em 5 estudos, a resposta inflamatéria foi avaliada em 9 estudos e a
formactio de ponte dentindria foi avaliada em 7 estudos. Num estudo foi, apenas, avaliada a
expressdo de colagénio tipo 11 e de fibronectina (Fernandes &7 a/, 2008). Assim, apds a andlise
detalhada de todos os estudos RCT, foram incluidos 374 dentes, dos quais 245 eram pré-molares
e 129 eram terceiros molares. Observando os resultados nos limites temporais maximos dos
diversos estudos, que podem traduzir-se desde os 30 aos 90 dias, a taxa de sucesso dos
sistemas de adesdo dentindria variou entre 80% e 100% quando comparado com a taxa para
os cimentos d base de hidréxido de cdlcio de 100%. Relativamente hd presenca de resposta
inflamatéria intensa para dentes tratados com sistemas de adesto dentindria verificou-se uma
variagdo entre 0% e 100% (média de 51%), em comparagio com uma variagdo de 0% e 20%
(média de 6%) para dentes tratados com cimentos d base de hidrdxido de cdlcio. Relativamente
d formagiio de ponte dentindria, em 6 dos 7 estudos que avaliaram este pardmetro, verificou-
se ndo existir qualquer formagto de tecido duro na zona de exposiciio; mas comparativamente,
nos cimentos d base de hidréxido de cdlcio verificou-se a formago de ponte dentindria numa
variagdo entre 0% e 100% (média de 70,25%). Alguns autores demonstraram que em dentes
tratados com sistemas de adesto dentindria nto se verificou qualquer expressdo de colagénio
do tipo 3 e fibronectina, ao contrdrio do que se verificou em dentes tratados com cimentos @
base de hidrdxido de cdlcio, com o aumento da expressdo dessas proteinas ao longo do tempo
(Fernandes et a/, 2008).
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0s 12 artigos que comparam as terapéuticas com outros materiais ou técnicas diversas, sdo
todos ensaios clinicos controlados aleatorizados (do inglés randomized controlled trials — R(T),

e podem ser analisados na Tabela 10.
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Tabela 10: Dados extraidos dos estudos selecionados na revisto sistemdtica e que utilizam como biomaterial de estudo, para as terap@uticas de protecdo pulpar, outros materiais ou técnicas

diversas
Autor/Ano Tipo de | Idade Grupos de | Tempos de Materiais/Técnicas Resultados Clinicos/Histologicos/Radiograficos
(referéncia) estudo dos estudo (n°) | estudo Taxa de sucesso Resposta Formagiio de ponte
doentes inflamatéria dentindria
Swarup et al. RCT 11-15 30 (PM) 15 dias (15 Ta — Nano Hidroxiapatite Dentes clinicamente assinfomdticos em Tep. 15 dias: Tep. 15 dias:
(Swarup et al, 2014) Ta—10 det) (Orthogran) + CIV (CG todos os tempos Ta—(>)100% Ta —(F-) 20%; (F+/-) 80%
Th—10 30 dias (15 Corporation) Th = (<) 100% Th — (F+/-) 80%; (F+) 20%
Tc—10 det) Th — MTA (Angelus) + CIV Tc—(>)100% Tc—(f-) 80%; (F+/-) 20%
(CG Corporation) Tep. 30 dias: Tep. 30 dias:
Tc—Dycal (Dentsply) + CIV Ta—(<) 100% Ta = (F+/-) 20%; (F+) 80%
(CG Corporation) Th - (<) 100% Th - (F+/-) 20%; (F+) 80%
Te—(<)80%; (>) 20% Tc— (F-) 40%; (F+/-) 20%; (F+)
40%
Subay et ol (Sibay e | RCT Sem 44 (1°PM) 2 dias (4 det) | Ta—Bioapatite (PRED) + Tep. 30 dias: Tep. 2 dias: Tep. 30 dias:
Asci, 1993) informagio | Ta—22 30 dias (20 Kalzinol (Dentsply) + Ta — 1 dente sintomatologia dolorosa Ta: (>)100% Ta: (F-) 100%
Th—122 det) Lumicom (Bayer) Th - 1 dente sintomatologia dolorosa Th: (<) 50%; (>) 50% Th: (F+)90%
60 dias (20 Th — Dycal (Dentsply) + Tep. 60 dias: Tep 30 dias: Tep. 60 dias:
det) Kalzinol (Dentsply) + Ta - 1 dente sintomatologia dolorosa Ta: (<) 11.1%; (>) 88.9% | Ta:(F-) 100%
Lumicom (Bayer) Sem alteragdes radiogrdficas Th: (<) 90%; (>) 10% Th: (F+) 88.9%
Tep 60 dias:
Ta: (<) 22.2%; (>)77.8%
Th: (<) 100%
Fransson et al. RCT 12-16 18 (PM) 90 dias Ta: Emdogain Gel (Biora) + Detegiio de DSP -
(Fransson, Ta-9 disco teflon + dxido de Ta — perto da barreira de tecido duro 10(10); pré-dentina (8/8); dreas difusas perto du exposicdo (9/9)
Th—9 zinco eugenol + Ketac Fil Th - perto da barreira de tecido duro 10(10); pré-dentina (9/9); dreas difusas perto da exposiciio (9/9)

Petersson e Davies,
2011)

(3M)

Th: Ca(OH), + disco teflon +
dxido de zinco eugenol +
Ketac Fil (3M)

Detectio de Colugéneo |

Ta — perto da barreira de tecido duro 10(10); pré-dentina (8/8); dreas difusas perto da exposicdo (5/7)
Th - perto da barreira de tecido duro 10(10); pré-dentina (10/10); dreas difusas perto da exposicto (6/6)




Kiotwateeratana e7 | RCT 13-22 30 (1°PM) 15 dias (30 Ta: Emdogain Gel (Biora) + | Tep. 15 dias: Ta: HPS 40%; DET 3.3%); Th: Tep. 180 dias: Tep. 180 dias:
o/ (Kiatwateeratana Ta: 15 det) IRM (Dentsply) + Fugi Il LC HPS 86.67%; DET 20% Ta: (>)100% (15/15) Ta: (F-) 100%
et al, 2009) Th: 15 90 dias (28 (GC Corp) Tep. 90 dias: Ta: HPS 42.86%; DET 14.28%; | Th:(<)86.7% (13/15) Th: (F+) 86.7%
det) Th: Ca(OH)2 + IRM (Dentsply) | Th: HPS 71.43%; DET 14.28%
180 dias (26 | + Fugi Il LC(GC Corp) Tep 180 dias: Ta: HPS 30.77%; DET 0%
det) Th: HPS 69.23%; DET 0%
Olsson e a/ (Olsson | RCT 12-16 20 (PM) 90 dias Ta: Emdogain Gel (Biora) + | Tep. 1 dia: Tep. 90 dias: Tep 90 dias:
et al, 2005) Ta-9 disco teflon + oxido de Ta: 9/9 assintomdticos; Th: 3/9 sintom. Ta: (<)55.5%(5/9); (>) | Ta:(F+)0%(0/9)
Th—-9 zinco eugenol + Ketac Fil ligeira 45.5% (4/9) Th: (F+) 100% (9/9)
.2 (3M) Tep. 15 dias: Th: (<) 88.9% (8/9); 1
Tb: Ca(OH): + disco teflon + | Ta: 3/9 sintom. ligeira; Th: 7/9 sintom. necrose
6xido de zinco eugenol + ligeira e 1/9 sintom. Moderada
Ketac Fil (3M) Tep. 45 dias:
(: sem intervencdo Ta: 1/9 sintom. Ligeira; Th: 4/9 sintom.
Ligeira e 2/9 simtom. Moderada
Tep. 90 dias: Ta: 1/9 sintom. Ligeira; Th: 2/9
sintom. moderada
Lee e al ((Lee ef RCT 12-68 60 (Vdrios) 90 dias Ta: exp.<Imm+PCL (sigma) | Sem avaliagio Sem avaliagio 190 dias:
al, 2015) Ta-15 +MTA+caviton (6() Ta: (F+) 100% (2.77mm)
Th—15 Th: exp.1-1.5mm+ PCL Th: (F+) 100% (2.61mm)
Tc—15 (sigma) +MTA+caviton (GC) Te: (F+) 100% (0.98mm)
Td:15d Tc:: exp.<Imm+ MTA+ Td: (F+) 100% (0.93mm)
caviton (GC)
Td: exp.1-1.5mm—+MTA+
caviton (GC)
AlShwaimi ef af. RCT 15-25 36 (PM) 8 dias Ta: BG Sem avaliogdo Ta: (>) 7/7100% Abcesso | Ta: (F+/-) 28.6%; (F-) 71.4%
(AIShwaimi, Majeed Ta: 9 (perdev | 60 dias (hetametasona/gentamicina) 1/714% (7.19um)
e Ali, 2016) 2) + (IV (8 dias) - Th: (>)10/10 100% Th: (F+) 10%; (F+/-) 40%); (F-) 50%
Th: 10 Th: BG + CIV (60 dias) Abcesso 2/9 20% (22um)
Tc: 8 Te: MTA + CIV (8 dias) Te: (>) 80% Tc: (F+)100% (31.04jum)
Te:9 Td: MTA + CIV (60 dias) Td: (>)80% Abcesso 1/9 | Td: (F+) 67%; (F+/-) 23%
(78.5um)
Parolia e7 a/(Parolia | RCT 15-25 36 (PM) 15 dias Ta: p6 Propolis (LLC)+dlcool | Sem avaliagio 15 dias 15 dias
etal,2010) Ta: 6+ 6 (18det) 70% + CIV Ta: (<) 33%; (>) 67% Ta: (F+)33%; (F-) 67%
Th: 6 + 6 (Fuji)+compésito (2100) Th: (<) 83%; (>) 17%




Tc6+6 45 dias Th: MTA ProRoot (Dentsply) Te: (<) 17%; (>) 83% Th: (F+)50%; (F(+/-)16.66/; (F-)
(18det) + CIV (Fuji)+compésito 45 dias 33.3%
(Z100) Ta: (<) 83%; (>) 17% Tc: (F+) 16.50%; (F+/-)16.50%); (F-)
Tc: Ca(OH)2 Dycal (Dentsply) Th: (<) 83%; (>) 17% 67%
+ CIV (Fuji)+compésito Te: Ta: (<) 33%; (>) 67% | 45 dias
(Z100) Ta: Ta: (F+)83%; (F+/-) 17%
Th: (F+)83%; (F(+/-)17%
Tc: (F+)50%; (F+/-)33.33%; (F-)
16.66%
Santucdi, Phillip RCT Sem 93 (Vdrios) 1 més a 54 Ta: Ca(OH)2 Dycal Ta: 1 més (T+) 89.7%; 3 meses (T+) Sem avaliagio Sem avaliagio
(Santucci, 1999) informa. Ta: 29 meses (Dentsply)+ compésito 79.4%; 6 meses (T+) 76%; 54 meses (T+)
Th: 64 Th: Nd:YAG laser+vitrebond | 43.6%
(3M)+compésito Th: T més (T+) 98.4%; 3 meses (T+)
93.8%; 9 meses (T+) 90.3%; 54 meses
(T+)90.3%
Yazdanfar et af RCT 12-40 10 (Vérios) 1 més Ta: CIV —(Vitrebond - 3M) Tep. 12 meses: Sem avaliagio Sem avaliagio
(Yazdanfar, Ta: 5 6 meses Tb: Laser diode 808nm + Ta: (T+)3/5 60%
Gutknecht e Th: 5 12 meses CIV (Vitrebond — 3M) Th: (T+) 5/5100%
Franzen, 2015)
Moritz ef a/(Moritz | RCT Ta: 15-65 260 (Vdrios) 8 dias Ta: Coz laser+ Ca(OH), Tep. 24 meses: Sem avaliagdo Sem avaliagio
etal,1998) Th: 9-68 Exp.-Tmm- 18 meses Life®(Kerr)+CIV (KetacFil — | Ta: (T+)93/100 93%; (T-) 7/100 7%
1.2mm 24 meses 3M) Th: (T+) 68/100 68%
Ta: 130 (100 Th: Ca(OH), Life®(Kerr)+CIV
— 24 meses) (KetacFil — 3M)
Th: 130 (100
— 24 meses)
Olivi e7 a/(Olivi e | RCT T:11-18 64 (Vérios) 1 més Ta: Ca(OH); Life®(Kerr) Tep. 4 anos: Sem avaliagio Sem avaliagio
al, 2007) (:19-40 Ta:11/Ca:10 | 3 meses Th: Er,Cr:YSGG laser + Ta: (T+) 7/11 63% / Ca: (T+) 5/10 50%
Th:15/Cb:10 | 6 meses Ca(OH), Life®(Kerr) Th: (T+) 12/15 80% / Ch: (T+) 8/10 80%
Tc: 8/Cc: 10 12 meses Tc: Erbium:YAG laser+ Te: (T+) 6/8 75% / Ce: (T+) 7/10 70%
2 anos Ca(OH}, Life®(Kerr)
4 anos

RCT: Randomized Controlled Trials; T: grupo teste; C: grupo controlo; PM — dentes pré-molares; 3° M— dentes terceiros molares; det — dentes; Tep. — tempo de estudo; (+) positivo; (-) negativo;
(T+) Taxa de sucesso positiva; (T-) Taxa de sucesso negativa; HPS — hipersensibilidade pds-operatdria; DET — Dor espont@nea transitoria; (<) sem resposta inflamatéria ou com resposta ligeira;
(>) com resposta inflamatéria intensa; (F+) formagto de ponte dentindria; (F+/-) formacto de algum tecido duro na zona de exposictio; (F-) sem formagtio de tecido duro na zona de exposicdo
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Nos estudos selecionados observou-se que o nimero de dentes incluidos nas amostras de
estudo variou entre 10 e 260 dentes; que o tipo de dentes escolhido foi o pré-molar, ou grupos
heterogéneos; e que a idade dos doentes incluidos nos estudos varia entre os 11 e os 68 anos.
Relativamente aos tempos de estudo, verificou-se uma variagto entre os 2 dias e os 56 meses.
Todos os estudos incluiram grupos teste com diversos biomateriais como a hidroxiapatite, as
proteinas morfogenéticas do esmalte, os polimeros, e os produtos resultantes de formulas
farmacguticas magistrais. Outros estudos incluiram técnicas de remogdo do tecido cariado e
desinfecdo com diversos tipos de /zser. Em todos os estudos foram utilizados estes biomateriais
ou técnicas, comparando-os com hiomateriais d base de hidréxido de cdlcio, de agregados
trioxidos minerais ou de iondmeros de vidro. A hidroxiapatite foi utilizada em 2 estudos, as
proteinas morfogenéticas de esmalte foram utilizadas em 3 estudos, os polimeros d base de
caprolactona foram utilizados num estudo, os produtos resultantes de formulagdes
farmac@uticas magistrais foram utilizados num estudo, e as técnicas com /aserforam utilizadas
em 4 estudos. A taxa de sucesso foi avaliada em 7 estudos, a resposta inflamatéria foi avaliada
em 5 estudos e a formagdo de ponte dentindria foi avaliada em 6 estudos. Num estudo foi apenas
avaliada a expressio e localizagio de DSP e de colagénio do tipo | (Fransson, Petersson e Davies,
2011). Assim, apés a andlise detalhada de todos os estudos RCT, foram incluidos 665 dentes,
dos quais 178 eram pré-molares e 487 eram grupos de dentes heterogéneos. Observando os
resultados nos limites temporais maximos dos diversos estudos, que podem traduzir-se desde
0s 30 dias aos 56 meses, a taxa de sucesso referente aos estudos que utilizam o /oser variou
entre 75% e 100% (média de 88%). Noutros estudos, a taxa de sucesso é avaliada apenas
através da pesquisa de sintomatologia dolorosa variando desde auséncia de sintomatologia a
30,8% de hipersensibilidade pds-operatéria. Relativamente hd presenca de resposta
inflamatéria intensa para dentes tratados com hidroxiapatite, varia desde 0% a 77,8%, em
comparagtio com uma variagio de 0% a 20% para dentes tratados com cimentos a base de
hidrdxido de cdlcio e de agregados tridxidos minerais. Relativamente @ presenca de resposta
inflamatéria intensa para dentes tratados com proteinas morfogenéticas de esmalte varia desde
45,5% a 100%, em comparagdo com uma variagto de 12% a 15% para dentes tratados com

cimentos a base de hidroxido de cdlcio. A resposta inflamatéria intensa foi avaliada, apenas,
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em mais um estudo que utiliza produtos @ base de corticoides e de antibiéticos com resultados
de 100%, comparados com dentes tratados com cimentos d base de MTA com resultados de
80%. Relativamente @ formacGo de ponte dentindria verificou-se a sua edificacio completa em
dentes tratados com hidroxiapatite numa variagdo entre 0% e 80%, em comparagio com
valores de 40% e 838% para dentes tratados com cimentos a base de hidréxido de cdlcio e com
valores de 80% para dentes tratados com cimentos & base de MTA. Relativamente d formagio
de ponte dentindria verificou-se que em dentes tratados com proteinas morfogenéticas de
esmalte ndo ocorreu formago de tecido duro na zona de exposictio, em comparacto com valores
de 87% e 100% para dentes tratados com cimentos a base de hidréxido de cdlcio.

Ainda, para dentes tratados com polimeros verificou-se que a edificagto de ponte dentindria
era de 10%, em comparacdo com valores de 67% em dentes tratados com cimentos d base de
MTA. Em dentes tratados com proteinas morfogenéticas de esmalte, alguns autores detetaram
a expressdo de DSP e de colagénio do tipo I, localizando-os perto da barreira de tecido duro e
de pré-dentina, tal como em relacto aos cimentos a base de hidrdxido de cdlcio, com os quais

os compararam (Fransson, Petersson e Davies, 2011).

Avaliagio da qualidade dos estudos

A avaliagio da qualidade dos estudos foi realizada através dos critérios da Cochrane
Collaboration Risk of Bias para a avaliagio de risco de viés. Esta avaliagto foi realizada de
acordo com a revisto sistemdtica, isto é, para cada uma das comparagdes efetuadas com
biomateriais, sistemas de adesto dentindria e outras terap@uticas utilizadas na protecdo pulpar
direta (Faber e7 al, 2016; Slim ef a/, 2003).

Os resultados da avaliagio da qualidade dos ensaios clinicos controlados aleatorizados
(RCT) da revisto sistemdtica que utilizou os cimentos d base de hidréxido de cdlcio e os cimentos
d base de agregados trioxidos minerais podem observar-se na Figura 42.

Para esta avaliagio foram escrutinados 11 estudos, os quais foram mencionados como
aleatorizados. No entanto, num deles ocorreram falhas na descrigio da metodologia de geragio
de uma sequéncia aleatéria para a escolha dos participantes e, em 4, ndo foram apresentadas

informagdes suficientes sobre esta metodologia.
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Figura 42: Resultados da avaliago da qualidade dos estudos da revisto sistemdtica que utiliza que utiliza para
terap@uticas de protectio pulpar, os biomateriais de estudo: os cimentos d base de hidréxido de cdlcio e os cimentos a
base de agregados triéxidos minerais. Nesta avaliagdo utilizou-se o esquema do Risco de Viés da Cochrane Handbook
for Systematic Reviews of Interventions (version 3.1.4} (A) Sumario do risco de viés; (B) Avaliacdo geral do risco de viés.

A ocultagio da alocagio ndo foi explicada devidumente em sete desses estudos. A
intervenctio cega de doentes e investigadores nos procedimentos clinicos foi impossivel em 8
estudos, uma vez que as caracteristicas de manipulagio dos biomateriais eram dificeis de
dissimular. A avaliagio cega dos resultados s ndo foi possivel em dois estudos, os quais ndo
apresentavam informacdes suficientes para esta avaliagio. Assim, o viés de detegtio
considerou-se de baixo risco. 0 viés de atrito, o viés de relatorio e outros viés consideraram-se
de baixo risco em todos os estudos escrutinados.

A qualidade dos estudos de coorte foi avaliada de acordo com o indice metodoldgico para
ensaios ndo aleatorizados (do inglés Methodological Index for Non-Randomized Studies —

MINORS) (Slim e# a/, 2003), como se pode observar na Tabela 11.
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Tabela 11: Versdo MINORS revista e validada aplicada aos estudos de coorte (Slim ef a/, 2003) da revisdo sistemdtica
que utiliza como biomateriais de estudo, para terapguticas de protectio pulpar, os cimentos d base de hidroxido de cdlcio
e 0s cimentos a base de agregados tridxidos minerais.

Estudos de Coorte S = ® ® = = 5 S
g = s = % = > £
= = 2 = 2 = = 3
Itens metodoldgicos para estudos nio aleatorizados - PONTUACAD
Objetivo claramente indicado 2 2 2 2 2 2 2
Inclustio de doentes consecutivos 2 0 1 2 1 2 2 1
Colheita prospetiva de dados 2 2 2 2 2 2 2 2
fﬂfl’p?lﬂfs apropriados a0 | g g g ) ) ) )
objetivo de estudo
AvuImguo sem enviesamento dos | 0 ) ) | ) | |
endpoints de estudo
Per|0(.io ‘de follow-up adequado g g g g ) ) ) )
ao objetivo de estudo
Perdas no fo/low-up de menos de 0 g 0 0 0 0 ) )
5%
Cdlculo prospetivo do tamanho da 0 0 0 | 0 0 ) )
amostra do estudo
Critérios adicionais no caso de estudos comparativos
Grupo controlo adequado - - - 2 2
Grupos contempordneos - - - 2 2
Equivaléncia de base dos grupos - - - 0 1
Adequada andlise estatistica - - - 2 - 2 - -
PONTUACAO TOTAL | 10 10 1 19 10 19 11 10

Dos estudos de coorte incluidos na revisdo sistemdtica, apenas dois deles sdo estudos
comparativos. Em ambos, obteve-se uma classificagio MINORS para a qualidade de estudo de
19 pontos. Nos outros 6 estudos, a classificacdo MINORS para a qualidade dos mesmos foi entre
10 a 11 pontos, dos 16 pontos possiveis e considerados ideais. Os itens metodoldgicos para os

estudos aleatorizados com classificagdes mais baixas e, portanto, consideradas como lacunas
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na robustez dos estudos, foram as perdas no fo/low-up maiores de 5% e a inexisténcia dos
cdlculos prospetivos do tamanho das amostras de estudo.

Os resultados da avaliagdo da qualidade dos ensaios clinicos controlados aleatorizados
(RCT) da revisdo sistemdtica que utiliza os cimentos d base de silicato fricdlcico e os cimentos a

base de agregados trioxidos minerais podem observar-se na Figura 43.
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Figura 43: Resultados da avaliagtio da qualidade dos estudos da revisdio sistemdtica que utiliza para terapguticas de
protecdo pulpar, os hiomateriais de estudo: cimentos a base de silicatos tricdlcicos e cimentos d base de agregados
trioxidos minerais. Nesta avaliagtio utilizou-se o esquema do Risco de Viés da Cochrane Handbook for Systematic
Reviews of Interventions (version 3.1.0} (A) Sumdrio do risco de viés; (B) Avaliagto geral do risco de viés.
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Nesta avaliagiio foram escrutinados 5 estudos aleatorizados. Foram observadas falhas na
descricdo da metodologia de geragio de uma sequéncia aleatéria para a escolha dos
participantes em trés deles. A ocultagio da alocagio ndo foi efetuada num estudo e ndo foi
explicada devidamente noutro. A intervenctio cega de doentes e investigadores nos
procedimentos clinicos foi impossivel em todos estudos, devido as caracteristicas de
manipulagiio dos biomateriais indissimuldveis. A avaliagio cega dos resultados ndo foi
realizada em dois estudos, e um deles ndo apresentava informagdes suficientes para esta
avaliagdo. O viés de atrito, o viés de relatdrio e outros viés consideraram-se de baixo risco em
todos os estudos escrutinados.

Os resultados da avaliagdo da qualidade dos ensaios clinicos controlados aleatorizados
(RCT) da revisto sistemdtica que utiliza os sistemas de adesdo dentindria e os cimentos @ base
de hidrdxido de cdlcio podem observar-se na Figura 44.

Para esta avaliagio foram escrutinados 10 estudos, os quais foram mencionados como
aleatorizados. No entanto, num deles ocorreram falhas na descri¢do da metodologia de geragdo
de uma sequéncia aleatéria para a escolha dos participantes e, em 7 nio foram apresentadas
informacdes suficientes sobre esta metodologia. A ocultacio da alocacio ndo foi explicada
devidumente em 6 desses estudos. A intervencio cega de doentes e investigadores nos
procedimentos clinicos foi impossivel em 7 estudos, devido d dificuldade em dissimular as
caracteristicas de manipulagio dos biomateriais, e em dois deles ndo foi dada informagdo
suficiente. A avaliagio cega dos resultados sé nio foi possivel em dois estudos, os quais ndo
apresentavam informagdes suficientes para esta avaliogdo. Assim, o viés de detecto
considerou-se de baixo risco. 0 viés de atrito, o viés de relatorio e outros viés consideraram-se
de baixo risco em todos os estudos escrutinados.

Os resultados da avaliagio da qualidude dos ensaios clinicos controlados aleatorizados
(RCT) da revistio sistemdtica que utiliza outros materiais e técnicas para terapéuticas de

protecdes pulpar diretas podem observar-se na Figura 45.
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Figura 44: Resultados da avaliagio da qualidade dos estudos da revisto sistemdtica que utiliza para terap@uticas de
protecto pulpar, os biomateriais de estudo: sistemas de adesdo dentindria e cimentos @ hase de hidréxido de cdlcio.
Nesta avaliagto utilizou-se o esquema do Risco de Viés da Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions
(version 5.1.0} (A) Sumdrio do risco de viés; (B) Avaliagtio geral do risco de viés.

Para esta avaliagio foram escrutinados 12 estudos, os quais foram mencionados como
aleatorizados. No entanto, em trés deles ocorreram falhas na descrigdo da metodologia de
geracio de uma sequéncia aleatéria para a escolha dos participantes e, em 7 nio foram
apresentadas informagdes suficientes sobre esta metodologia. A ocultagiio da alocag@o nio foi
explicada devidamente em 5 desses estudos, havendo mesmo um que foi considerado com alto
risco de viés de selecdo. A intervengdo cega de doentes e investigadores nos procedimentos
clinicos foi impossivel em 9 estudos, devido d dificuldade em dissimular as caracteristicas de
manipulagtio dos biomateriais, e num deles ndo foi dada informagiio suficiente acerca desta

metodologia.
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Figura 45: Resultados da avaliagio da qualidade dos estudos da revisdo sistemdtica que utiliza para terapguticas de
protecto pulpar, outros materiais ou terap@uticas. Nesta avaliagdo utilizou-se o esquema do Risco de Viés da Cochrane
Handbook for Systematic Reviews of Interventions (version 5.1.G) (A) Sumdrio do risco de viés; (B) AvaliagGo geral do
risco de viés.

A avaliagtio cega dos resultados nio foi possivel num estudo, e quatro deles nio
apresentavam informacdes suficientes para esta avaliagtio. Foram detetados dois estudos com
dados de resultados incompletos, um com um relatdrio seletivo e, ainda outro com a
possibilidade de outros tipos de viés. Ainda assim, o viés de atrito, o viés de relatério e outros

viés consideraram-se de baixo risco.

Meta-andlise

A avaliagiio quantitativa dos estudos da revisdo sistemdtica foi efetuada separadamente

de acordo com a sistematizacio das terap@uticas jd realizada. As meta-andlises efetuadas
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tiveram como objetivo avaliar o sucesso clinico das terap@uticas de protecdo pulpar com
diversos biomateriais e outros materiais, tendo em conta trés fatores: formagdo de ponte

dentindria, auséncia de sinais inflamatdrios e taxa de sucesso.
Assim, foi efetuada uma meta-andlise para comparar a taxa de sucesso clinico tendo em

conta os trés fatores referidos, entre os cimentos d base de agregado trioxidos minerais e os

cimentos d base de hidrdxido de cdlcio, como se pode observar na Figura 46.
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Figura 46: Diagrama Forest Plot of Odds Ratio para meta-andlise do sucesso clinico do cimento @ base de MTA vs. cimentos a base de hidroxido de cdlcio. Neste diagrama sdo avaliados outros
pardmetros individualmente, tais como formag@io de ponte dentindria, resposta inflamatdria negativa e taxa de sucesso positiva.CI=Intervalo de confian¢a; MTA=cimento a base de agregado
trioxido mineral; CaOH=cimento & base de hidrdxido de cdlcio. Nesta avaliagio utilizou-se o software Comprehensive Meta-Analysis version 3.



INDUTORES DA DENTINOGENESE EM PROTECOES PULPARES DIRETAS

Dos 19 estudos incluidos na revisdo sistemdtica referentes a estes dois hiomateriais,
apenas 10 foram escrutinados na meta-andlise. Os critérios de exclusdo dos estudos, nesta fase,
foram a ndo comparagiio dos dois biomateriais e os resultados ndo mensurdveis dos mesmos.
Nesta andlise foram incluidos estudos controlados aleatorizados e estudos de coorte.

0s 10 estudos avaliaram 557 dentes, nos quais se compararam as taxas de sucesso clinico
das terap@uticas de protecdo pulpar, utilizando cimentos & base de hidroxido de cdlcio ou
cimentos d base de agregados tridxidos minerais. De acordo com o método estatistico qui-
quadrado, os resultados mostraram ndo heterogeneidade [df(Q) — 16; P-valve — 0,055; /-
Squared— 38,23; Tav-squared—0,397%0,405]. Cada um dos pardmetros analisados mostrou-
se significativamente aumentado nas terap@uticas com cimentos a base de MTA quando
comparadas com as realizadas com cimentos d base de hidréxido de cdlcio [Formacto de ponte
dentindria OR=2,92 (95%Cl; 1,49-5,72; P=0,002); Auséncia de resposta inflamatéria OR=2;65
(95%Cl; 1,18-5,95; P=0,017); Taxa de sucesso O0R=2,64 (95%CI; 1,60-4,35; P=0,000)].

De forma global, analisando-se os trés critérios em conjunto verificou-se que os cimentos a
base de MTA t€ém desempenhos clinicos mais positivos do que os cimentos @ base de hidroxido
de cdlcio, com significdncia estatistica (O0R=2,72; 95%Cl; 1,90-3,90; P=0,000).

Foi também efetuada uma meta-andlise para comparar a taxa de sucesso clinico, tendo em
conta os trés fatores referidos, entre os cimentos a base de silicato tricdlcico e os cimentos a

base de agregado trioxidos minerais, como se pode observar na Figura 47.
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Figura 47: Diagrama Forest Plot of Odds Ratio para meta-andlise do sucesso clinico de cimento a base de silicato fricdlcico vs. cimento d base de MTA. Neste diagrama s@o avaliados outros parGmetros
individualmente, tais como formacto de ponte dentindria, resposta inflamatéria negativa e taxa de sucesso positiva.Cl=Intervalo de confian¢a; MTA=cimento @ base de agregado triéxido mineral.
Nesta avaliagto utilizou-se o soffware Comprehensive Meta-Analysis version 3.
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Dos 5 estudos incluidos na revisto sistematica referentes a estes dois biomateriais, todos
foram escrutinados na meta-andlise. Assim, nesta andlise foram, apenas, incluidos estudos
controlados aleatorizados. Os 5 estudos avaliaram 144 dentes, nos quais se compararam as
taxas de sucesso clinico das terap@uticas de protecto pulpar, utilizando cimentos d base de
silicato tricdlcico ou cimentos a base de agregados trioxidos minerais.

De acordo com o método estatistico qui-quadrado, os resultados mostraram nio
heterogeneidade [df(Q) — 6; P-valve— 0,919; /-Squared— 0,000; 7au-squared—0,00010,692].
Dois dos pardmetros analisados mostraram-se aumentados nas terap€uticas com cimentos @
base de silicato tricdlcico quando comparadas com as realizadas com cimentos a base de MTA,
mas sem significado estatistico [formacdo de ponte dentindria OR=1,59 (95%Cl; 0,52-4,88;
P=0,414); auséncia de resposta inflamatéria OR=1,59 (95%Cl; 0,22-11,22; P=0,641)]. Apenas
um pardmetro se mostrou aumentado nas terapéuticas com cimento @ base de MTA quando
comparadas com as realizadas com cimentos @ base de silicato tricdlcico, mas sem significado
estatistico [taxa de sucesso OR=0,63 (95%Cl; 0,15-2,63; P=0,531].

De forma global, analisando-se os trés critérios em conjunto verificou-se que os cimentos a
base de silicato tricdlcico tém desempenhos clinicos mais positivos do que os cimentos a base
de MTA, mas sem significado estatistico (OR=1,18; 95%Cl; 0,53-2,65; P=0,672).

Da mesma forma foi, também, efetuada uma meta-andlise para comparar a taxa de sucesso
clinico, tendo em conta os trés fatores referidos, entre os sistemas de adesdo dentindria e os

cimentos d base de hidrdxido de cdlcio, como se pode observar na Figura 48.
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Dos 10 estudos incluidos na revisdo sistemdtica referentes a estes dois biomateriais,
apenas 7 foram escrutinados na meta-andlise. Os critérios de exclusdo dos estudos, nesta fase,
foram a ndo comparacto dos dois materiais e os resultados ndo mensurdveis dos mesmos. Nesta
andlise foram apenas inclvidos estudos controlados aleatorizados.

Os 7 estudos avaliaram 107 dentes, nos quais se compararam as taxas de sucesso clinico
das terap@uticas de protecdo pulpar, utilizando sistemas de adesdo dentindria ou cimentos a
base de hidréxido de cdlcio. De acordo com o método estatistico qui-quadrado, os resultados
mostraram ndo heterogeneidade [df (Q) — 6; P-valve—0,668; /-Squared— 0,000; Tav-squared
— 0,000%1,753]. Cada um dos pardmetros analisados mostrou-se significativamente
aumentado nas terapéuticas com cimentos a base de hidréxido de cdlcio quando comparadas
com as realizadas com sistemas de adesdo dentindria [Formacto de ponte dentindria OR=0,018
(95%Cl; 0,004-0,087; P=0,000); auséncia de resposta inflamatéria OR=0,121 (95%Cl; 0,038-
0,389; P=0,000)].

De forma global, analisando-se os dois critérios em conjunto verificou-se que os cimentos
d base de hidroxido de cdlcio tém desempenhos clinicos mais positivos do que os sistemas de
adesdo dentindria, com significGncia estatistica (O0R=0,062; 95%(l; 0,024-0,157; P=0,000).

Avaliagto do risco de enviesamento dos estudos

0 viés de publicaciio existe devido ao facto de estudos com resultados estatisticamente
significativos serem mais vezes submetidos a publicacio e terem mais interesse em serem
publicados, do que os estudos com resultados nulos ou ndo significativos. Este facto pode
comprometer a validade das revisdes sistemdticas assim como das andlises quantitativas com
meta-andlise, uma vez que estas técnicas se baseiam em estudos publicados (Li &7 a/, 2015).

A meta-andlise efetuada, por um lado, incluiv ensaios clinicos controlados aleatorizados e
estudos de coorte todos publicados, e por outro lado, a pesquisa foi baseada nas bases de dados
acima referidas com restrigdo da linguagem. Estes fatores podem aumentar o risco de viés de
publicacdo. Para detetar o viés de publicactio elaboraram-se grdficos funne/ plot asymmetry

para cada uma das meta-andlises efetuadas e que podem ser observados na Figura 49.
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Figura 49: Diagrama representativo dos gréficos referentes ao viés de publicagto (funnel plots asymmetry) dos estudos incluidos na meta-andlise (cimentos de CaOH vs. cimentos MTA, cimentos de
silicatos fricdlcico vs. cimentos MTA e, sistemas de adesdo denfindria vs. cimentos de CaOH). Esta andlise foi efetuada utilizando o Comprehensive Meta-Analysis version 3 (Software (MA, Biostat,

Englewood, USA).
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Os funnel plotsrepresentados na figura 49 sio diagramas de dispersdo do efeito estimado
de cada estudo individualmente em relagto ao tamanho ou precisto de cada um desses estudos.
Cada ponto representa um estudo, isto ¢, a medida do efeito de cada biomaterial. O eixo das
ordenadas (Y) refere-se a preciso do estudo, isto €, o erro padrdo ou o tamanho da amostra. 0
eixo das abcissas (X) refere-se aos resultados do estudo, isto €, o efeito do biomaterial. Neste
eixo estd, ainda, representada uma linha vertical que corresponde ao resultado nulo do efeito
estimado da terap@utica. 0 erro padrdo do efeito estimado é frequentemente escolhido como a
medida do tamanho do estudo, e marcado ao longo do eixo vertical de escala invertida, que
coloca os estudos maiores e mais robustos no topo. 0 efeito estimado para os estudos mais
pequenos deve espalhar-se mais amplamente no fundo do grdfico. Na auséncia de viés e entre
a heterogeneidade dos estudos, a dispersdo ird ocorrer apenas devido a variacdo de
amostragem e a o grdfico assemelha-se a um funil invertido simétrico. As linhas obliquas
representam os limites do intervalo de confianca de 95% d volta do resultado da terap@utica
(Sterne ef al, 2011; Sterne e Egger, 2001).

Relativamente ao grdfico de dispersto da meta-andlise que comparou as terapéuticas de
cimentos de CaOH vs. cimentos MTA, verificou-se que existe uma auséncia de heterogeneidade,
uma vez que a maioria dos estudos estdo dentro dos intervalos de confianca de 95%. Pela
observagiio do grdfico, apenas dois deles estio fora, mas ainda assim, de forma simétrica e com
amostras pequenas. A maioria dos estudos tém amostras grandes, isto €, erro padrdo perto de
zero. Assim, verificou-se que existe um elevado grau de simetria e, portanto, a ndo existéncia
de viés de publicacdo.

Quanto d meta-andlise que comparou as terapéuticas de cimentos de silicatos tricdlcico vs.
cimentos de MTA, verificou-se a auséncia de heterogeneidade, uma vez que todos os estudos se
enconfram dentfro do intervalo de confianca de 95%. A simetria deste grdfico de dispersdo
revelou a total auséncia de viés de publicaciio, verificando-se, no entanto, uma fraca precisdo
da meta-andlise devido ao tamanho reduzido das amostras.

0 funnel plot do meta-andlise que comparou as terap@uticas de sistemas de adesdo
dentindria vs. cimentos de CaOH revelou a auséncia de heterogeneidade, uma vez que a maioria

dos estudos se encontram dentro no intervalo de confianca. No entanto, observou-se uma
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assimetria ligeira do gradfico de dispersdo, o que revela viés de publicagto. Além disso, a maioria
dos estudos revelaram um erro padrdo mediano, isto €, 0 tamanho da amostra ndo é grande, o

que diminui a robustez da meta-andlise.

Discussto

0 tecido pulpar é constituido por um tecido conjuntivo nio mineralizado e que possui
indmeras funcdes importantes tais como: a inductio da formactio de dentina; a nutriciio e a
defesa do drgto dentdrio; e a capacidade sensitiva do mesmo (Swarup ef o/, 2014; Zhu, Ju e Ni,
2015). Estas fungdes sio fundamentais na dindmica da cavidade oral e, por isso, a preservagio
da vitalidade deste tecido reveste-se de uma importéncia significativa. A exposicdo do tecido
pulpar, quer por traumatismo ou por agio mec@nica iatrogénica, quer por lesdes cariosas, se
niio tratada corretamente, pode dar origem a lesdes irreversiveis do tecido pulpar. A protegdio
pulpar direta tem demonstrado ser uma terap@utica efetiva e eficaz na manutenciio da
vitalidade do drgdo pulpar, quando convenientemente efetuada. A terap@utica é considerada
um sucesso quando o drgdo dentdrio se mantem vital, assinfomdtico e com formagtio de uma
ponte dentindria no local de exposicio, num tempo de follow uyp de 75 a 90 dias (Pameijer e
Stanley, 1998; Zhu, Ju e Ni, 2015).

Ao longo dos anos, t€m sido vdrios os biomateriais e as técnicas propostas para efetuar
esta terap@utica, nomeadamente, os cimentos d base de hidroxido de cdlcio, os cimentos a base
de MTA, os sistemas de adesdo dentindria, os cimentos d base de silicato tricdlcico, as proteinas
da matriz do esmalte, a hidroxiapatite, as formulacdes magistrais com corticoides e antibidticos
e algumas técnicas com luz /aser. O objetivo desta revisio sistemdtica foi encontrar, através da
evidéncia cientifica, os biomateriais e/ou as técnicas mais adequadas e com melhores
desempenhos clinicos, na preservagdo da vitalidade do drgdo pulpar. Por ser tdo abrangente e
com a inclusdo de todos os biomateriais e técnicas conhecidas, foi necessdrio dividir este estudo

em quatro partes e em cada uma elaborar uma meta-andlise, quando possivel, para poder ser
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efetuada uma recomendacto para a prdtica clinica. A maioria dos estudos incluidos nas diversas
revisoes sistemdticas sdo estudos RCTs. Estes s@o considerados como o método mais confidvel
e preciso para o desenho experimental devido d efetividude de minimizacdo dos fatores de
confusdo e @ maximizagdo do controlo sobre o ambiente de estudo. Estes estudos estdo no topo
da pirdmide da qualidade da evidéncia cientifica e podem, por isso, estabelecer a relagtio causal
mais convincente, quando comparados com outros estudos clinicos, como os de coorte ou caso
controlo (Faber ef a/, 2016; Sterne ef a/, 2011; Sterne e Egger, 2001; Zhu, Ju e Ni, 2015). Esta
escolha foi um requisito a considerado de modo a aumentar a robustez da evidéncia cientifica
desta revisdo. Para a avaliagio da globalidade dos estudos, quer na revisdo sistemdtica, quer
na meta-andlise foram escolhidos trés pardmetros: a taxa de sucesso, avaliada em cada um dos
estudos através de exame clinico e radiogrdfico; a resposta inflamatéria, avaliada apenas em
estudos onde foi possivel efetuar andlise histoldgica; e a formagio de ponte dentindria, avaliada
radiograficamente ou, em alguns casos, histologicamente. Estes pardmetros sto todos
indicadores de sucesso clinico e foram avaliados isoladamente, para se poderem comparar entre
biomateriais ou entre técnicas; e em conjunto para se aferir, com robustez, qual o biomaterial
com melhor desempenho clinico. No entanto, a avaliagtio da resposta inflamatéria foi realizada
de forma diferente na revisdo sistemdtica e na meta-andlise. Na revisdo sistemdtica foi avaliado
o pardmetro da forma como normalmente é realizado na andlise histoldgica, isto é, pela
presenca de sinais inflamatérios. Na meta-andlise, e como se pretendiam classificar todos os
pardmetros no sentido do sucesso clinico das terap@uticas, foi avaliada a auséncia de resposta
inflamatéria, por ser esse o resultado de um bom desempenho clinico.

Em muitos estudos, no entanto, os critérios clinicos sdo inadequados para uma avaliagtio a
longo prazo do progndstico das terap@uticas de protecto pulpar direta. Algumas situagdes
clinicas podem evoluir para uma degeneraciio pulpar e necrose sem que ocorram sinais e
sintomas clinicos (Li e a/, 2015). Por essa razdo foram escolhidos os trés pardmetros para
serem avaliados simultaneamente.

0s cimentos @ base de hidréxido de cdlcio foram considerados os materiais go/d standard
durante vdrias décadas. No entanto, hd cerca de 14 anos surgiv outro material biocompativel,

um cimento & base de agregados de tridxido minerais, com vdrias aplicagdes clinicas como

268



CAPITULO VII

obturag@io apical cirdrgica, reparacdo de perfuracdes radiculares e de furca, apexogénese,
apexificacdo, pulpotomias e, mais tarde, em protecdes pulpar diretas (Chen e Suh, 2017). Para
comparar a eficdcia e a efetividade destes dois materiais, nestas terap@uticas, foi elaborada a
primeira revisdo sistemdtica. Foram incluidos nesta revisio estudos R(Ts e estudos de coorte.
Os resultados da avaliago da taxa de sucesso diferem para os estudos RCTs e para os estudos
de coorte, sendo para os cimentos d base de hidroxido de cdlcio de 85% e de 62%
respetivamente; e para os cimentos d base de MTA de 91% e 83% respetivamente. Estas
diferencas entre os resultados dos estudos sio coerentes, embora com ordens de grandeza
diferentes. Estas variagdes, entre os resultados dos estudos de coorte e os estudos R(Ts, devem-
se ao facto de os tempos de /o/low-up serem maiores para os primeiros, com perdas mais
elevadas, assim como ao ambiente de investigagdo menos controlado. Ainda assim, conclui-se
que a taxa de sucesso é maior nas teraputicas com cimentos d base de MTA do que com os
cimentos @ base de hidroxido de cdlcio. Estes resultados tém como base, apenas 3 estudos R(Ts
e 8 estudos de coorte. No entanto, estas avaliagdes sdo corroboradas com os resultados da
resposta inflamatéria e da formacio de ponte dentindria dos restantes estudos clinicos
aleatorizados. Nestes estudos, os cimentos @ base de hidroxido de cdlcio t€ém respostas
inflamatérias intensas em 53% e formagdo de ponte dentindria em 52%; enquanto que os
cimentos a base de agregados de trioxidos minerais t€m respostas inflamatérias intensas em
32% e formacto de ponte dentindria em 73%.

Este desempenho clinico superior, quer global, quer em cada um dos pardmetros
analisados, dos cimentos a base de MTA foi, também, corroborado pela meta-andlise efetvada.
Nesta avaliagtio observaram-se diferencas estatisticamente significativas nos trés pardmetros
analisados, isto é, na taxa de sucesso (p<0,001), na resposta inflamatéria (p<0,05) e na
formagdo de ponte dentindria (p<<0,01) entre os cimentos d base de hidréxido de cdlcio e os
cimentos d base de MTA.

Outras revisoes sistemdticas e meta-andlises concluem, também, que os cimentos de MTA
tém taxas de sucesso mais elevadas, resultados de respostas inflamatérias menos intensas e
de formag@o de pontes dentindrias mais previsiveis do que os cimentos d base de hidréxido de
cdlcio (Chen e Suh, 2017; Li ef al, 2015; Rasaratnam, 2016; Rosa, da ef a/, 2017; Zhu, Ju e Ni,
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2015). Outros autores referem que os cimentos d base de MTA estdo associados a tempos de
indugio da formago da barreira apical em dentes imaturos significativamente menores,
encurtando os tempos de tratamento (Lin e 4/, 2016). Ainda assim, mesmo ndo sendo a maioria,
outros autores referem que ndo existe evidéncia cientifica consistente de que os cimentos @
base de MTA promovam a formacto de uma ponte dentindria mais frequentemente do que os @
base de hidroxido de cdlcio (Fransson, Wolf e Petersson, 2016; Olsson, Petersson e Rohlin, 2006).

A avaliagtio da qualidade dos estudos, quer dos estudos RCTs, quer dos estudos de coorte &
fundamental para verificar a evidéncia cientifica de cada um deles. Alguns dos estudos RCTs
falham na descrigiio da geractio de uma sequéncia aleatéria para a escolha dos participantes,
quatro deles ndo apresentam informagdes suficientes sobre a metodologia e outro ndo refere
qualquer método. Também a ocultagio da alocagdo ndo foi devidamente explicada em 6 dos
estudos. A auséncia total de viés de desempenho, com a intervencio cega de doentes e de
investigadores, parece dificil de concretizar devido ds caracteristicas muito diferentes dos
materiais, apenas se verificando o intervencdo cega dos doentes. Em todos os estudos
avaliados, a auséncia total de viés de desempenho foi, apenas, conseguida em trés deles. Esta
baixa percentagem também se verificou-se noutras revisoes sistemdticas de outros autores (Li
et al, 2015; Zhu, Ju e Ni, 2015). Quanto aos outros tipos de viés foram considerados de baixo
risco em todos os estudos avaliados. Na qualidade dos estudos de coorte foi obtida uma
classificacio de razodvel o boa em todos os estudos. Nos itens metodoldgicos com resultados
piores estdo as perdas no fo/low-up, que foram muito elevadas em todos os estudos e o cdlculo
prospetivo da amostra, que nio foi efetuado em nenhum deles. Estas sto lacunas importantes
na maioria dos estudos de coorte, mas que devem ser valorizados e corrigidos de modo @
aumentar a robustez da evidéncia cientifica dada por este tipo de estudos.

Corroborando a sua indicagio como go/d standard, e através da revisio sistematica e da
meta-andlise efetuadas no presente estudo, recomenda-se a utiliza¢io dos cimentos de
agregados friéxidos minerais em terap@uticas de protecdo pulpar direta, em detrimento dos
cimentos de hidréxido de cdlcio.

Como ja referido, os cimentos d base de agregado de trioxidos minerais sdo bioativos,

biocompativeis, antibacterianos e tém hoa estabilidade e capacidade de selagem. No entanto, o
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longo tempo de presa, as fracas propriedades de manipulacto, o elevado custo e o seu potencial
de descoloracio, tornam-no um material com indmeras desvantagens clinicas (Hegde &7 a/,
2017). Os cimentos a base de silicatos tricdlcico t€m vindo a ser utilizados nestas terap@uticas
por apresentarem vantagens clinicas relativamente aos cimentos a base de MTA. Esta revisdo
sistemdtica foi efetuada tendo como objetivo avaliar o desempenho clinico destes dois
biomateriais, pesquisando diferengas entre eles. Por esta razdo, apenas foram incluidos estudos
que comparam os dois materiais, uma vez que, por terem caracteristicas tdo semelhantes, os
resultados com outros materiais seriam expectdveis. Por exemplo, em alguns estudos que
comparam os cimentos d base de hidroxido de cdlcio e cimentos d base de silicatos tricdlcico
conclui-se que os segundos sdo clinicamente superiores aos primeiros (Gandolfi ef a/, 2015;
Grewal ef al, 2016; Jalan, Warhadpande e Dakshindas, 2017). A avaliagdo dos trés pardmetros
demonstrou o que jd foi referido, isto é, que os cimentos a base de silicatos tricdlcico e os
cimentos d hase de MTA t€ém desempenhos clinicos muito semelhantes. A revisdo sistemdtica
conclui que os cimentos a base de silicatos fricdlcicos apresentam uma resposta inflamatéria
intensa menor e a formactio de uma ponte dentindria superior relativamente aos cimentos d
base de MTA, mas na avaliagio da taxa de sucesso verifica-se o inverso. Estas conclusdes
refletem, também, o que estd descrito na literatura, com estudos que apresentam resultados
semelhantes para os dois biomateriais (Brizvela e o/, 2017; Katge e Patil, 2017; Prati e
Gandolfi, 2015). No entanto, refere-se que mais estudos serdo necessdrios, uma vez que o tempo
de avaliagdo clinica dos cimentos a base de silicatos tricdlcico é reduzido, nio sendo ainda
possivel avalid-lo em estudos de coorte. A andlise quantitativa efetuada corroborando o que foi
referido, concluiv que ndo existem diferencas estatisticamente significativas, nos vdrios
pardmetros analisados, entre os dois biomateriais. A avaliagdo da qualidade dos estudos é
positiva em trés tipos de viés: o de atrito, o de relatério e outros vieses. No entanto, embora
tenham sido incluidos apenas estudos aleatorizados, o viés de selecdo apenas é de baixo risco
para trés estudos, e o viés de detectio é de baixo risco para dois estudos. Tal como se verifica
nas outras revisdes sistemdticas, o viés de desempenho é de alto risco em todos os estudos,
uma vez que apenas se verifica a intervenctio cega dos doentes e ndo dos investigadores,

devido ds caracteristicas de manipulacto dos materiais.
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A utilizaglo dos cimentos d base de silicatos tricdlcico € recomendada, tendo em conta os
resultados das avaliagdes efetuadas através da revisdo sistemdtica e meta-andlise. No entanto,
devem ser efetuados mais estudos, especialmente de coorte, para avaliar a sua efetividade a
longo prazo.

Alguns estudos demonstraram que, exposicdes pulpares iatrogénicas tratadas através de
uma terap@utica de protectio pulpar direta mostravam sinais de infegio e de necrose devido a
microinfiltragio dos materiais utilizados e defeitos em tinel nas pontes dentindrias formadas
(Schuurs, Gruythuysen e Wesselink, 2000). Foi observado, também, que o contacto direto do
tecido pulpar com outros materiais restauradores, nomeadamente as resinas compostas e o
amdlgama, ndo irritavam de forma permanente as polpas sauddveis e preveniam a infiltragto
bacteriana (Kitasako, Inokoshi e Tagami, 1999). Foi, entdo, sugerido a protecdo pulpar direta de
tecido exposto com sistemas adesivos e resinas compostas (Demarco ef a/, 2001; Schuurs,
Gruythuysen e Wesselink, 2000). A utilizaciio destes materiais em protecdes pulpares diretas
tem sido, ao longo dos anos, controverso. Alguns autores referem a formagiio de uma ponte
dentindria parcial (Hebling, Giro e Costa, 1999; Horsted-Bindslev, Vilkinis e Sidlauskas, 2003;
Nowicka et a/, 2016), mas outros concluem que hd formacio de uma barreira mineralizada
apenas ao fim de 90 dias (Elias &7 a/, 2007). A maioria dos estudos refere que os sistemas
adesivos apresentam resultados inferiores aos cimentos d base de hidroxido de cdlcio (Crane,
2006; Parthasarathy ef a/, 2016), e ainda outros contraindicam mesmo a sua utilizagto nestas
terapéuticas (Accorinte ef a/, 2006, 2008, 2005; Lu ef o/, 2008; Silva et a/, 2006). A revisto
sistemdtica do nosso estudo reflete esta controvérsia da literatura. A taxa de sucesso positiva
e a presenca de resposta inflamatéria t8ém uma variagio de mais de 80%, o que demonstra
metodologias dispares quer dos desenhos de estudo, quer da avaliagiio dos resultados. Deste
modo, este pardmetro nio foi avaliado quantitativamente devido d escassa informagdo, referida
nos estudos, relativamente aos critérios analisados para a obtencdo destas taxas de sucesso.
Quanto @ formagto de uma ponte dentindria, nenhum estudo da revisto sistemdtica refere a
sua edificacdo completa. A avaliagio quantitativa da meta-andlise confirma estas referéncias,
demonstrando um aumento significativo, em todos os pardmetros analisados (p<0,001) do

desempenho clinico dos cimentos @ base de hidréxido de cdlcio relativamente aos sistemas
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adesivos. Relativamente @ avaliagdo da qualidade dos estudos, tal como na avaliagio das
revisdes sistemdticas anteriores, as maiores falhas dos estudos R(Ts estdo na descri¢io da
geracio de uma sequéncia aleatdria para a escolha dos participantes, sendo que apenas dois
estudos o fuzem corretamente. Também a ocultacio da alocagtio ndo foi devidamente explicada
em 6 dos estudos. A auséncia total de viés de desempenho, com a intervencto cega de doentes
e de investigadores, parece dificil de concretizar devido ds caracteristicas muito diferentes dos
materiais, apenas se concretizando a intervencdo cega dos doentes. De todos os estudos
avaliados, a auséncia total de viés de desempenho foi, apenas, conseguida em um deles. Quanto
aos outros tipos de vieses foram considerados de baixo risco em todos os estudos avaliados,
com excecdio para a avaliagio cega de resultados que ndo foi devidumente explicada em dois
deles.

Apés esta avaliagio qualitativa e quantitativa, podemos concluir que este tipo de material
pode exercer um dano potencial no tecido pulpar através do condicionamento dcido, da
toxicidade dos seus componentes, da microinfiltracio por contragio de polimerizagdo, da
desmineralizactio da dentina por penetracdo incompleta da resina fluida, de sensibilidade
aumentada por sensibilizac¢io aos seus componentes, e aumento da temperatura durante a
polimerizagdo (Schuurs, Gruythuysen e Wesselink, 2000). A separagdo dos efeitos destes fatores
é dificil e o sinergismo dos mesmos € possivel, o que nos leva a recomendar a ndo utilizagdo

destes materiais nas terap@uticas de protectio pulpar direta.

A avaliagto do risco de enviesamento dos estudos das meta-andlises foi efetuada através
da elaboragdo dos funme/ plots. Verificou-se que ndo existia viés de publica¢do para a meta-
andlise que comparou os cimentos @ base de silicato tricdlcico e MTA, uma vez que todos os
estudos eram estudos RCTs. Por outro lado, a meta-andlise que comparou os cimentos a base
de hidroxido de cdlcio e MTA, embora se tenha obtido um grdfico de dispersio muito simétrico,
dois dos estudos estdo fora do grdfico. Este facto pode ser explicado devido d inclusdo
simultinea, nesta meta-andlise, de estudos de coorte, isto €, niio aleatorizados de intervenio
e de estudos RCTs. Alguns autores sugerem que uma forma de diminuir este viés, seria explicar

adequadamente a pesquisa na literatura cinzenta, descrever de forma rigorosa os estudos ndo
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aleatorizados de intervencdo, elaborar uma avaliagtio do risco de viés de confusdo e indicar se
as estimativas brutas ou ajustadas foram combinadas (Faber ef a/, 2016).

No entanto, a meta-andlise que compara os sistemas adesivos e os cimentos d bhase de
hidroxido de cdlcio apresentou um viés de publicactio, devido @ inclusdo de estudos com
amostras muito pequenas.

A forma mais fdcil de diminuir o risco de viés de publicacdo seria obter os dados de todos
os estudos publicados e ndo publicados, pesquisando na designada literatura cinzenta. Este
problema sé pode ser contornado quando houver uma obrigatoriedade para o registo de todos
0s ensaios clinicos e se estabelecerem regras para o mesmo (Li e7 a/, 2015).

Para que a evidéncia seju melhorada, os estudos clinicos aleatorizados deveriam ter
amostras suficientemente grandes para detetarem diferencas nos efeitos das terap@uticas. 0
tamanho da amostra deveria, preferencialmente, ser calculado antes do inicio do ensaio
baseado na diferenca de efeito antecipado que tenha significado clinico (Olsson, Petersson e
Rohlin, 2006). Por exemplo, para se conseguir detetar uma espectdvel, mas pequena diferenca,
como enfre os cimentos & base de MTA e os d base de silicatos tricdlcico, seria necessdria uma
amostra maior. Seria, também, essencial a utilizacdo de um grupo controlo, preferencialmente
com um material com larga experiéncia como o cimento d base de hidréxido de cdlcio.

Idealmente deveriam ser incluidos nas meta-andlises estudos aleatorizados e ndo
aleatorizados. Os estudos RCTs sdo considerados os estudos go/d standardda medicina baseada
na evidéncia porque sdo desenhados para minimizar o risco de viés. No entanto, a aplicabilidade
dos seus resultados tem sido criticada por alguns autores, uma vez que os critérios de selecto
sdio muito restritivos, excluindo normalmente doentes adultos e com morbilidades ou doengas
severas (Faber ef a/, 2016). Algumas dessas questdes serdo discutidas no estudo clinico do
nosso estudo.

Por outro lado, os estudos ndo aleatorizados como os estudos de coorte prospetivos,
retrospetivos, casos controlo e casos de séries, refletem melhor o que ocorre na prdtica clinica,
uma vez que abrangem uma faixa mais ampla de participantes com tempos de fo/low yp mais

alargados (Faber ef a/, 2016). A conjugactio dos resultados destes dois tipos de estudos,
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aumentaria a robustez das meta-andlises e, consequentemente, as conclusoes retiradas teriam
maior impacto na prdtica clinica (Sterne efa/, 2011; Sterne e Egger, 2001).

A revistio sistemdtica de outros materiais e técnicas, que estdo descritos na literatura como
sendo aplicdveis nas terap@uticas de protecdo pulpar direta, teve como objetivo avaliar a sua
real efetividade e eficdcia. Devido a discrep@ncia de avaliagdes, aos materiais controlo sempre
diferentes e ao elevado nimero de materiais e técnicas, ndo foi possivel realizar uma andlise
quantitativa. A andlise qualitativa foi efetuada, mas com as limitacdes jd descritas. Para o
pardmetro da taxa de sucesso, apenas foi possivel avaliar a técnica que utiliza a lvz /aser, com
taxas de sucesso relativamente elevadas, cerca de 88%. Outros estudos de revisdo com meta-
andlise corroboram estes resultados e sugerem a utilizacdo de luz /zser nas terap@uticas de
proteciio pulpar direta. No entanto, ndo é possivel identificar a real contribuicio do laser na
taxa de sucesso destas terap€uticas, porque o tipo de materiais utilizados concomitantemente
d utilizagtio do /aser, stio, na sua maioria, hiomateriais com bons resultados clinicos, como os
cimentos d base de hidroxido de cdlcio e MTA (Deng ef a/, 2016; Javed ef al, 2017).

Quanto a presenca de resposta inflamatéria, ela foi muito elevada para os materiais
avaliados neste pardmetro, quando comparados com os seus respetivos controlos, que embora
diferentes entre estudos, eram sempre os cimentos d base de hidrdxido de cdlcio e os cimentos
d base de MTA. Assim, tanto para a hidroxiapatite, como para as proteinas morfogenéticas do
esmalte e para as formulagdes magistrais com antibidticos e corticoides as respostas
inflamatorias eram muito elevadas, entre 45% a 100%. Concomitantemente, nestes materiais
a formag@o da ponte dentindria apresenta valores muito baixos e muito varidveis, como o caso
da hidroxiapatite com valores entre 0% a 80%, quando comparados com o controlo. As
proteinas morfogenéticas nio apresentavam qualquer formagdo de ponte dentindria, assim
como as formulagdes magistrais que a apresentavam em 10% dos casos. Alguns estudos
referem as proteinas morfogenéticas do esmalte como sendo materiais promissores em estudos
animais, embora com fracos resultados em termos clinicos (Al-Hezaimi ef a/, 2013). Estas
conclusdes corroboram as apresentadas na revisdo sistemdtica do presente estudo, onde dois
dos estudos apresentam respostas inflamatérias intensas em 50% a 100% dos casos e

formag@o de ponte dentindria em 0% dos casos. Os estudos que avaliam a hidroxiapatite tém
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resultados completamente dispares, com formactio de ponte dentindria de 80% num estudo e
0% noutro. Outros estudos demonstram a auséncia total de formagtio de ponte dentindria
(Danesh et a/,2012). Outros ainda, em animais, recomendam a ndo utilizacto destes materiais
em protecdes pulpares diretas, uma vez induzem calcificaces distréficas da polpa dentdria
(Jaber, Mascrés e Donohue, 1991) ou necrose pulpar (Heling, Zalkind e Sela, 1989). Assim,
recomenda-se a ndo utilizacdo destes materiais para a realizagdo destas terap@uticas, sem que
haja mais estudos que comprovem a sua eficdcia.

Os resultados das terap@uticas de protecdo pulpar direta, com a utilizagtio de técnicas /aser
coadjuvadas com a utilizagio de um hiomaterial, sdo positivos e a sua utilizagtio clinica pode
melhorar o progndstico destas terap@uticas.

Por outro lado, os resultados de outros materiais, como a hidroxiapatite, as proteinas
morfogenéticas do esmalte e as formulagdes magistrais com antibiéticos e corticoides sugerem
que a sua utilizac@o esteja contraindicada para as terap@uticas de protecdo pulpar direta.

Outros biomaterias tem sido estudados, ainda que em estudos preliminares com animais,
mas com resultados promissores, nomeadamente as proteinas BMP-7, o TGF-B1 e os extratos

solOveis de proteinas da matriz dentindria (Wellington &7 4/, 2017).
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CAPITULO VIII

0 presente estudo clinico preliminar retrospetivo pretende abordar os fatores de
sucesso/insucesso clinico apés o tratamento de uma exposi¢io pulpar direta com
WhiteProRoot®MTA ou com Biodentine™. Incluiram-se na avaliagGo destes fatores, a avaliagGo
clinica do auséncio ou da presenca de sintomatologia compativel com estados pulpares
inflamatérios e a avaliagto radiogrdfica das alteragdes estruturais da restauragdo corondria que
suporta a reparagdo dos tecidos pulpares e as alteragdes do préprio tecido pulpar. Em termos
globais, pretendeu-se avaliar a vantagem da ufilizagio clinica do Biodentine™ quando
comparado com outro material semelhante, como o WhiteProRoot®MTA, pesquisando sinais
clinicos de preservactio da vitalidade do tecido pulpar nos doentes tratados com este material.
0 estudo clinico retrospetivo compreendeu tratamentos comuns a prdtica clinica de rotina. De
acordo com este pressuposto requereu-se d comissdo de ética da FMUC/CHUC o consentimento

para a implementagiio deste estudo clinico retrospetivo, o qual foi aprovado (anexo I11).

Material e Métodos

Seleciio da amostra

Foram avaliados os processos clinicos de doentes entre os anos 2012 e 2016, que
realizaram terap@uticas de protecdo pulpar diretas na consulta de Dentisteria Operatéria do
Centro Hospitalar e Universitdrio de Coimbra, Portugal. Foram incluidos, apenas, doentes nos
quais tinham sido realizadas protec¢des pulpares diretas com dois materiais indutores da

dentinogénese, um agregado trioxido mineral, o WhiteProRoot®MTA atualmente considerado o
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Gold Standard e um silicato de tricdlcico, o Biodentine™. A amostra pretendeu ser uniformizada

quanto ao ndmero de casos clinicos para cada um dos biomateriais.

Critérios de inclusdo

Os doentes incluidos obedeceram a determinados critérios que se encontravam relatados
no processo clinico, e que sdo expostos de seguida. Relativamente aos critérios clinicos aquando
do diagndstico, incluiram-se aqueles que apresentavam testes de sensibilidade térmicos
compativeis com diagndstico de dente vital e exame radiogrdfico corroborante. Relativamente
didade e ao estado de sadde oral, incluiram-se doentes com idades compreendidas entre os 18
e 0s 55 anos e com um razodvel estado de sadde e higiene oral, sem patologia periodontal.

As terap@uticas de protecto pulpar incluidas obedeceram a condigdes clinicas consistentes
e estandardizadas, nomeadamente relativamente ao tipo de isolamento, a desinfectio cavitdria
efetuada, e aos materiais utilizados para restauracio da estrutura dentdria remanescente.
Assim, foram inclvidas terap@uticas em que foi realizado isolamento absoluto com dique de
borracha ou isolamento relativo, e em que a desinfectio cavitdria foi realizada com clorhexidina
a 2%. Foram incluidos dentes cujas restauracdes foram realizadas com recurso a sistemas
adesivos com condicionamento dcido total (do ingl€s fotal-efch adhesive) ou sistemas adesivos
autoacondicionantes com condicionamento dcido seletivo no esmalte (do inglés se/f-efch
adhesive). Os materiais de restauragio utilizados em todas as terap@uticas foram resinas

compostas fotopolimerizdveis.

Avaliaciio dos procedimentos clinicos das teraputicas de protegio
pulpar diretas

Tendo em conta os critérios de inclusdo descritos, foram incluidas 21 protecdes pulpares
diretas realizadas em 20 doentes, divididos em dois grupos, um com 11 dentes tratados com
WhiteProRoot® MTA e outro com 10 dentes tratados com Biodentine™. As etiologias das
exposicdes pulpares foram diferentes, nomeadamente por lesdo cariosa extensa e por causas

iatrogénicas existindo, por isso, diferentes dimensdes do local de exposicio. Alguns processos
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clinicos referiam, ainda, a necessidade de terem sido efetuadas protecdes pulpares antes da
remogdo completa da lesdo de cdrie ativa. Em todos os doentes selecionados as terap@uticas
foram efetuadas com um dos biomateriais, seguido da colocagio de uma base de um cimento de
ionémero de vidro modificado por resina. As restauracdes definitivas foram efetuadas na
consulta em que se realizou a protecdo pulpar direta ou, nalguns casos por condicionalismos
vdrios, foram realizadas nos 15 dias seguintes. No final de cada terap@utica foi relatada a
realizagdo de avaliagGo radiogrdfica. Todos estes procedimentos clinicos estdo contemplados

nas normas das boas praticas clinicas (Kravitz, Bullock e Cowpe, 2015).

Avaliagiio dos casos clinicos apés a terap@utica

Foram escrutinados os controlos clinicos que se efetuaram-se na 1° semana, no 1° més, no
3° més e no 6° més apds as terap@uticas. Ndo foi possivel obter fo/low yps mais alargados por
ndio haver registo nos processos clinicos de outras avaliagdes apds os 6 meses. Nestes controlos
tinham sido realizados testes qualitativos como o teste de sensibilidade pulpar, que incluiv o
teste ao frio com cloreto de etilo e o teste de percussdo vertical e horizontal. Os resultados
obtidos na avaliagtio qualitativa basearam-se em critérios clinicos jd estabelecidos nas boas
prdticas e sdo descritos na Tabela 12.

Nos controlos clinicos, ao longo do tempo, foi possivel efetuar a avaliagio do estado da
restauragdo, nomeadamente a pesquisa de fraturas e/ou infiltracio marginal, através dos
exames complementares que constavam nos processos clinicos. 0 exame complementar
realizado em todos os casos clinicos incluidos foi a radiografia periapical. Este exame
complementar permitiv, ainda, a avaliagiio de sinais secunddrios de insucesso da terap@utica
efetvada, nomeadamente a formagdo de lesdo radicular apical e o aparecimento de cdrie
secunddria. As terapguticas em dentes que permaneceram assintomdticos, com testes de
sensibilidade com o cloreto de etilo normais e sem sinais radiogrdficos de patologia periapical,

foram consideradas como sucessos clinicos.
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Tabela 12: Critérios de avaliagio qualitativa para os testes de sensibilidade pulpar

Estado patolagico do tecido pulpar

Tipo de Estado normal do :
. : . Pulpite
teste tecido pulpar Pulpite reversivel . . Necrose
irreversivel
” Positivo (com Positivo (com
Positivo (sem . ~
~ alteragiio da alteragdio da
Teste com alteragdio da : . : :
. ] intensidade e/ou intensidade e/ou .
cloreto de intensidade ou . . . Negativo
. R durag@o apds o duragdo apds o
etilo durag@o apds o I . .
. estimulo inferior 5 estimulo superior
estimulo)
segundos) 5 segundos)
Teste de
percussdo Negativo Negativo Positivo Positivo
horizontal
Teste de
percussitio Negativo Negativo Positivo Positivo
vertical

Andlise estatistica

0 fator idade avaliou-se através de uma andlise descritiva e da aplicagto de testes de
normalidade, como o teste de Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk. Para realizar as
comparagdes dos biomateriais utilizados nas terap@uticas e das caracteristicas das exposicdes
pulpares, nomeadamente a etiologia e a dimensdo, utilizaram-se o teste do Qui-Quadrado ou

teste exato de Fisher de acordo com as regras de Cochrane. Para a avaliagto das varidveis que

caracterizam a sintomatologia ao longo do tempo realizou-se uma andlise de frequéncia.

Resultados

Os aspetos da histéria clinica que foram tidos em conta podem ser observados na Figura

50.

0 presente estudo clinico incluiv doentes com idades entre os 18 e os 55 anos, em maior

nimero na faixa etdria dos 18 aos 25 anos, numa percentagem de 45%. A faixa etdria dos 46
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aos 55 anos foi a segunda mais elevada, com uma percentagem de 30%. A média de idade foi
de 32,2£13,85 anos, com uma distribuicio ndo normal, uma mediana de 26 e amplitude inter-
quartil (AiQ) de 28.

Em relagiio ao tipo de dentes com a terap@utica de protecdo pulpar, a distribuicdo foi
uniforme com uma maior percentagem de molares, cerca de 42,9%, sequida do grupo dos
incisivos e dos caninos com cerca de 33,3% e, por fim, dos pré-molares com cerca de 23,8%.

Os hdbitos de higiene no universo dos doentes que foram incluidos no estudo revelaram-
se maioritariamente razodveis e bons, na percentagem de 42,9% em ambos os grupos. Apenas
uma pequena percentagem, de cerca de 14,3% foi referenciada como tendo maus hdbitos de

higiene.

Historia clinica

Incisivos/caninos

Tipo de dentes -
Pré-molares BB Molares

18-25 3 36-45
26-35 B3 46-55

Idade

Maus

Habitos de higiene -
4 Razodveis BB Bons

B0 OO0 BO

0 5 10 15 20 25
n° de doentes

Figura 50: Aspetos relevantes da historia clinica dos doentes que integraram o estudo clinico, nomeadamente idade,
hdbitos de higiene e tipo de dentes intervencionados. Os resultados correspondem a 20 doentes, nos quais foram
efetuadas teraputicas de protecto pulpar em 21 dentes.

Os diversos tipos de materiais, quer os biomateriais utilizados na protecio do tecido pulpar,
quer os materiais adesivos e restauradores utilizados na fase restauradora, podem ser

observados na Figura 51.
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Tipo de material utilizado

CIV + (total-etch + resina)
CIV + (self-etch + resina)
total etch + resina

Material de restauragtio

self etch + resina

White ProRoot MTA

Biodentine

Material PPD -

B0 AO0DO0

0 5 10 15 20 25
n° de doentes

Figura 51: Tipos de material utilizado para a protecdo pulpar direta e para a restavragto da estrutura dentdria. Os
resultados sto de 21 dentes, nos quais foram efetuadas terap@uticas de protecdo pulpar.

No presente estudo clinico retrospetivo avaliaram-se casos clinicos em que foram utilizados
dois tipos de biomateriais para realizar as protecdes do tecido pulpar. Em 52,4% dos dentes
utilizou-se o WhiteProRoot®MTA e em 47,6% o Biodentine™. Relativamente aos materiais de
restauragto, cerca de 23,8% dos dentes foram restaurados, numa fase inicial, provisoriamente
com um cimento de iondmero de vidro e cerca de 76,2% foram restaurados definitivamente. Na
restauragdo definitiva de todos os dentes submetidos a terap@utica de proteciio pulpar, em
57,2% foi utilizado um sistema de adesdo dentindria do tipo fofal-efch, e em 42,8% um sistema
de adesto dentindria do tipo se/f-efch. As restauracdes definitivas realizaram-se com resinas
compostas, como jd foi referido.

Os fatores de diagndstico relevantes pré-terap€utica e aqueles que ocorreram durante a
terapéutica e que se mostraram importantes para o progndstico registaram-se igualmente,
como se pode observar na Figura 52.

Relativamente aos fatores de diagndstico pré-terap@utica, cerca de 85,7%, dos dentes
intervencionados teve como causa da exposicto pulpar a cdrie dentdria. Por outro lado, em cerca

de 14,3% a exposicdo pulpar foi realizada de forma iatrogénica.
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Estado clinico dentdrio para terapéutica

[ semhemorragic @& com hemorragia
O <iom 3 12mm B >2mm
B comcirie sem cérie

relativo absoluto

cirie traumatismo introgénica

Estado da exposigtio (hemorragia) -

Estado da exposigtio (tamanho) -

Situagtio cavitdria -

Tipo de isolamento -

Causa protegtio pulpar

0 5 10 15 20 25
n° dentes

Figura 52: Fatores de diagndstico do estado clinico pré-terap@utica, como a causa da protecdio pulpar e o tipo de
isolimento efetuado e fatores clinicos revelantes para o progndstico, como o estado cavitdrio e o estado da exposigio
pulpar (famanho e hemorragia). Os resultados correspondem a 21 dentes, nos quais foram efetuadas terapéuticas de
protectio pulpar.

Ndo se escrutinou nenhuma exposictio pulpar por traumatismo dentdrio. Nas terap@uticas
instituidas nos 21 dentes, cerca de 95,2% foram efetvadas sob isolamento com dique de
borracha, tendo sido utilizado, nas restantes, isolamento relativo com rolos de algoddo. Em
cerca de 14,3% das terap@uticas foi referido que existia dentina cariada no momento da
exposicdo pulpar. Relativamente a exposicdo pulpar, em cerca de 47,6% o seu tamanho foi
menor que Imm. Foram referidas exposicdes pulpares de tamanho médio de 1 a2 mm, em cerca
de 47,6% dos dentes. Em cerca de 4,8% dos dentes foram relatadas exposicdes com dimensdes
maiores do que 2mm. Em 71,4% das sitvagdes clinicas foram relatadas ocorréncias de
hemorragia e em 28,6% das exposicdes pulpares ndo foi mencionada a ocorréncia de
hemorragia.

Como referido, extrairam-se os dados da avaliagdo clinica inicial em todos os dentes
intervencionados de modo a confirmar o diagndstico de dente vital ou com pulpite reversivel,
compativel com o tipo de terap8utica de protecio pulpar direta instituida. Estes dados da
avaliago inicial estdo descritos na Figura 53.

Assim, em todos os dentes submetidos a terap€utica, os testes de percussdo horizontal e

vertical relatados foram negativos. O teste de sensibilidade com o cloreto de etilo revelou uma
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resposta normal em 95,2% dos dentes e ligeiramente aumentado, isto é, compativel com dente

em pulpite reversivel, em 4,8% dos dentes.

Avaliagdo clinica inicial

Teste percussdo Vertical - D negativo positivo
Teste percussiio Horizontal B negative  BEZ positivo
L negativo [ ligeira/ aumentado
Teste sensibilidade -
E3 normal B muito aumentado
0 5 10 15 20 25
n° dentes

Figura 53: Avaliagiio clinica pré-terapéutica, avaliagio de alteragGes aos testes de sensibilidade ao frio e d percussdo
horizontal e vertical. Os resultados correspondem a 21 dentes, nos quais foram efetuadas terap@uticas de protegdio
pulpar.

Foram registadas as avaliagdes que se realizaram @ 1° semana, ao 1° més, aos 3 meses e
aos 6 meses, tendo em conta os diversos pardmetros para aferir o estado pulpar dos dentes
intervencionados com a terapéutica de proteco pulpar. Em todos os controlos foi efetvada uma
avaliagdo radiogrdfica, que contribuiv para a avaliagdo de alguns pardmetros referidos. Na
Figura 54 podem ser observadas radiografias periapicais, a titulo de exemplo, de dois casos
clinicos em que foram efetuadas protecdes pulpares com hiomateriais diferentes.

A avaliagiio realizada nos controlos apés a terapéutica teve em conta cinco pardmetros e
os resultados podem ser observados na Figura 55.

Nas avaliaces realizadas no controlo da 1° semana, o teste de sensibilidade revelou-se
normal em 71,4% dos dentes e ligeiramente aumentado em 28,6% dos dentes. No teste de
percussio horizontal foi relatado que 95,2% dos dentes respondia negativamente e 4,8%

positivamente.
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1° consulta - Final 1° més 3 meses 6 meses

F}guru 54: Painel de imagens radiogrdficas correspondentes o ferapguticas de protecio pulpar direta com 0s

hiomateriais WhiteProRoot®MTA e Biodentine ™. A terapéutica com o WhiteProRoot®MTA foi efetuada no dente 35, com
exposi¢do pulpar de causa iatrogénica <2mm, com hemorragia e sob isolamento absolute. A restauragiio definitiva foi

White ProRoot®MTA

Biodentine ™

efetuada apés a terap8utica na mesma consulta, com um adesivo fofal-etch(Scotchbond 1) e resina composta (Synergy

D6®). A terap8utica com o Biodentine ™ foi efetuada no dente 26, com uma exposi¢to pulpar devido a lesdo cariosa
entre 1 a 2mm, sem hemorragia e sob isolamento absoluto, restaurado definitivamente apds a terap@utica com um

adesivo 7ofal-efch(Scotchbond 1°) e resina composta (Synergy D6 ®).

Quanto ao teste de percussdo vertical foi relatado que 90,5% dos dentes apresentou
respostas negativas e 9,5% respostas positivas. A avaliagio radiogrdfica corondria e a
avaliagio radiogrdfica radicular revelaram que 100% dos dentes intervencionados ndo
apresentava sinais de cdrie secunddria, nem quaisquer sinais de lesto dos tecidos apicais.
Foram relatadas novas avaliagdes dos diversos pardmetros decorrido 1 més da terapéutica de
protecdo pulpar, como se pode observar na figura 48. O teste de sensibilidade revelou-se
normal em 65% dos dentes, ligeiramente aumentado em 30% e muito aumentado em 5% dos
dentes. Por outro ludo, em todos os submetidos d terap€utica, os testes de percussdo horizontal

e vertical revelaram-se negativos.
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19 semana 1° mes

3 meses 6 meses

Avaliagiio radicular (Rx) -

, &
Teste percussiio Vertical | ([[[[[IIIIIIIIILIEIINNNE b HHAAAAMHAA A

Avaliagiio corondria (Rx) |

Teste percussiio Horizontal | |

Teste sensibilidade { |

[ sem sinais de lesdo apical
com sinais de lesdo apical

L1 sem cdrie secunddria
com cdrie secunddria

[ negativo positivo

B negativo @@ positivo

. [] normal @ muito gumentado

ligeira/ aumentado negativo

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20

n° de dentes n° de dentes

0 5 10 15 20 25 9 5 10 15 20 25

n° de dentes n° de dentes

Figura 55: Tempos de controlo das terapéuticas. Pesquisa de alteragdes em cinco pardmetros: testes de sensibilidade ao frio (negativo, normal, ligeiramente aumentado e muito aumentado); testes de
percussto horizontal e vertical (negativo e positivo); radiografia corondria (com ou sem cdrie secunddria); radiografia radicular (com ou sem lesdo apical). Os resultados so de 21 dentes nos quais foram
efetuadas terap@uticas de protecdo pulpar para a avaliagiio na 1° semana e, de 20 dentes para as avaliagdes ao 1° més, aos 3 meses e aos 6 meses.
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A avaliagdo radiogrdfica corondria e a avaliagio radiogrdfica radicular revelaram que 100%
dos dentes intervencionados nio apresentava sinais de cdrie secunddria, nem quaisquer sinais
de lesto dos tecidos apicais.

Os pardmetros avaliados aos 3 meses apds a terap@utica e que foram relatados, estdo
igualmente, descritos na figura 48. Na avaliagiio que se efetuou aos 3 meses, a percentagem de
dentes com o teste de sensibilidade normal aumentou para 80%. Um ligeiro aumento da
sensibilidade revelou-se em cerca de 20% dos dentes. Os testes de percussdo vertical relatados
revelaram-se negativos em 100% dos dentes, ao contrdrio do que ocorreu com o teste de
percussio horizontal, que se revelou positivo em 5% dos mesmos. Tal como na avaliagiio dos
controlos na 1° semana e no 1° més, os exames complementares radiogrdficos revelaram que
100% dos dentes intervencionados ndo apresentava sinais de cdrie secunddria, nem quaisquer
sinais de lesto dos tecidos apicais.

A avaliagio poés-terapéutica relatada aos 6 meses revelou algumas alteragdes
relativamente aos outros controlos, como se pode observar na figura 48. Assim, foi
diagnosticado necrose pulpar num dente (5%), e um aumento acentuado da sensibilidade noutro
(5%). 0 teste de sensibilidade revelou-se normal para 90% dos dentes avaliados. Corroborando
a avaliagio dos testes de sensibilidades, o teste de percussdo vertical foi positivo num dente
(5%), revelando-se negativo para os restantes 95% dos dentes. O teste de percussdo horizontal
apresentou-se negativo em 100% dos dentes. A avalia¢do radiogrdfica, quer a nivel corondrio
quer a nivel radicular, manteve-se com resultados negativos em relagiio ao aparecimento de
cdrie secunddria e, apenas com sinais de lesdo dos tecidos periapicais num dente (5%).

Além desta andlise descritiva, foram também realizadas comparagdes entre os resultados
obtidos. Assim, realizaram-se comparacdes entre as situagdes clinicas apresentadas antes da
terap@utica e os resultados obtidos pds-terap@utica.

Alguns dados relativos aos doentes, nomeadamente a idade, foram comparados com os
resultados dos testes de sensibilidade ao longo do tempo e, os hdbitos de higiene foram
comparados com os resultados da avaliago radiogrdfica da restauragto corondria ao longo do

tempo. Estas comparagdes ndo demonstraram diferengas estatisticamente significativas.
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Foram, também, efetuadas comparacdes entre as circunstdncias da exposicio do tecido
pulpar (cdrie ou iatrogénica), a situagdo cavitdria no momento da exposicto (com ou sem cdrie)
e do tamanho da exposicio, com os resultados dos testes de sensibilidade ao longo do tempo.
Destas comparacdes concluiv-se ndo haver diferencas significativas entre as vdrias
circunstdncias e os resultados destes testes.

Por fim, efetuaram-se tambhém, comparagdes entre os dois biomateriais estudados e os
resultados dos testes de sensibilidade com o cloreto de etilo e a percussdo horizontal e vertical
e, a avaliago radiogrdfica radicular. Concluiu-se que ndo existiam diferengas estatisticamente
significativas entre os biomateriais e os resultados obtidos apds a terap@utica.

Os dois biomateriais apresentaram taxas de sucesso semelhantes aos 6 meses, isto €, de
100% para o WhiteProRoot®MTA e de 95% para o Biodentine ™. Neste Gltimo grupo verificou-

se uma situacto clinica de necrose.

Discussto

As terap@uticas de protecto pulpar t€m como principal objetivo a manutenctio da vitalidade
do dente cujo tecido pulpar foi exposto devido a traumatismos, lesdes cariosas ou
procedimentos restauradores. As op¢des de tratamento nesta situagdo, passam pela protecto
pulpar direta, a pulpotomia ou a pulpetomia (Hegde e7 a/, 2017; Linu &7 af, 2017).

Tradicionalmente, as terap@uticas de protecio pulpar direta eram efetuadas em dentes
permanentes jovens com exposicdes pulpares iatrogénicas ou por traumatismo. Quando as
exposicdes pulpares ocorriam apds a remogto de tecido cariado, na maioria das situagdes, era
recomendado efetuar pulpotomias ou até mesmo pulpetomias. As protecdes pulpar diretas eram
restritas a casos muito especificos com indicagdes muito restritas. Muitos materiais foram
utilizados para este tipo de terap@uticas, como descrito anteriormente na revisdo sistemdtica.
Embora o cimento @ base de hidréxido de cdlcio tenha sido o material de elei¢do durante muitos

anos, este apresentava algumas desvantagens, como jd foi largamente referido: fraca aderéncia
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d dentina, dissolugiio ao longo do tempo e os maltiplos defeitos em tinel das pontes dentindrias
(Hegde efal, 2017). As suas taxas de sucesso variavam entre 30% e 85% (Auschill ef a/, 2003;
Barthel ef a/, 2000; Horsted-Bindslev, Vilkinis e Sidlauskas, 2003). Com o desenvolvimento de
outros biomateriais surgiram os cimentos d base de agregado de tridxidos minerais com taxas
de sucesso superiores, com formacto de pontes dentindrias estruturalmente mais consistentes
e com um efeito antibacteriano elevado, sendo atualmente considerados como os materiais go/d
standard para este tipo de terap@uticas (Accorinte ef a/, 2008; Hegde ef o/, 2017; Kim ef a/,
2016; Kundzina et a/, 2017). No entanto, os cimentos d base de MTA apresentam grandes
dificuldades de manipulagdio clinica, elevado custo e longos tempos de presa (Hegde e/ a/, 2017;
Martens, Rajasekharan e Cauwels, 2015). 0 aparecimento de novos materiais biocermicos, com
propriedades semelhantes aos cimentos d hase de MTA e com caracteristicas de manipulagdo
melhoradas, sugere a possibilidade de uma alternativa clinica (Kim ef a/, 2016; Koubi et o/,
2013; Martens, Rajasekharan e Cauwels, 2015; Rajasekharan ef a/, 2014).

0 presente estudo clinico retrospetivo preliminar contribuiv para o conhecimento do
desempenho clinico destes hiomateriais, nomeadamente o Biodentine™, comparando-o0 com um
gold standard, o WhiteProRoot® MTA, considerado neste estudo comparativo, o grupo controlo.

Neste estudo procurou-se aplicar, sempre que possivel e com rigor, os itens metodoldgicos
para estudos ndo aleatorizados, versdo MINORS, por forma a aumentar a reprodutibilidade e a
qualidade do mesmo. A inclus@o dos doentes no estudo ocorreu consecutivamente a partir de
uma consulta externa de Dentisteria Operatéria e sempre que, na pesquisa dos processos
clinicos, se verificaram os critérios de inclusto do estudo. Foi efetuada a colheita retrospetiva
dos dados de cada processo clinico, selecionado de acordo com os critérios escolhidos, nos
endpoints apropriados ao objetivo de estudo, sem uma avaliagiio enviesada dos mesmos. Ndo
foi efetuado o cdlculo prospetivo do tamanho da amostra, uma vez que se trata de um estudo
preliminar. Tendo em conta os resultados da meta-andlise anterior que revelaram desempenhos
clinicos muito semelhantes entre os cimentos d base de MTA e os cimentos d hase de silicatos
tricdlcicos e, com o objetivo de avaliar clinicamente a eficdcia destas terap@uticas, procurou-se
avaliar apenas os dois biomateriais estudados nesta tese. Assim, com critérios tdo restritivos

na escolha do biomaterial, ndo foi possivel obter uma amostra de grandes dimensoes. Os
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critérios adicionais de estudos comparativos foram aplicados, com a escolha do biomaterial go/d
standard como grupo controlo, a contemporaneidade dos biomateriais, a equivaléncia de base
em ambos os grupos e uma adequada andlise estatistica.

Como a utilizactio dos cimentos @ base de silicato tricdlcico é recente, existem poucos
estudos relativos ao seu desempenho clinico em dentes permanentes. No presente estudo, as
taxas de sucesso foram de 95%, elevadas e semelhantes ds do cimento d base de MTA que foi
de 100%. As comparacdes efetuadas mostraram que as taxas de sucesso obtidas ndo estdo
dependentes do fator idade ou do tipo de dente ou, ainda, da cavidade ou da etiologia da
exposicdo pulpar. Os resultados observados no presente estudo sdo compardveis com outros
que revelam taxas de sucesso do Biodentine™ de 92,5% e do WhiteProRoot® MTA de 84,6%
(Linu ef al, 2017). Outros estudos mencionam taxas de sucesso de 85%, 91,7% e 97,1% para
cimentos d base de MTA apés, 3, 1 e 9 anos de fo/low yprespetivamente; e de 83,3% e 85,37%
para cimentos a base de silicatos tricdlcico com fo/low yp de 1 ano (Bogen, Kim e Bakland, 2008;
Hegde ef a/, 2017; Jang ef a/, 2015; Kundzina ef a/, 2017). Alguns autores referem taxas de
sucesso semelhantes entre os dois tipos de biomateriais, em dentes permanentes imaturos
(Bhat et a/, 2014; Katge e Patil, 2017; Nowicka e a/, 2013).

A faléncia das terap@uticas é referenciada em alguns estudos, como ocorrendo nas
primeiras semanas pos-terap@utica devido, principalmente, a comprometimento prévio do
estado pulpar (Linu ef af, 2017). Este é dificil de diagnosticar através dos testes de
sensibilidade, uma vez que este tipo de testes ndo avalia a vitalidade da polpa, mas afere
apenas a sensibilidade através de uma avaliagio sintomatoldgica subjetiva do doente. No
presente estudo, a Gnica faléncia da terap@utica registada ocorreu apds 6 meses, avaliada com
teste de percussto vertical positivo e teste com o cloreto de etilo negativo, deduzindo-se que
os diagndsticos pré-terap8utica foram corretamente efetuados. E provével que uma causa
individual esteja relacionada com esta perda de vitalidade, uma vez que o dente, ao longo dos
outros tempos de avaliagdo, nunca teve alteracdes nos testes de sensibilidade e na avaliagio
radiogrdfica. No entanto, o facto du amostra do presente estudo ser pequena, pode ter
contribuido para a auséncia de diferencas estatisticamente significativas nas taxas de sucesso

dos diferentes grupos. De facto, ao longo dos diversos periodos pds-terap@utica, apenas se
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verificou um aumento do tempo e da intensidade da resposta positiva ao teste do cloreto de
etilo em alguns casos. Ainda assim, verificou-se que esta alteragio da resposta foi diminuindo
gradualmente desde a 1° semana até aos 6 meses, quer em percentagem de casos clinicos, quer
na intensidade de resposta. Os testes de percussdo foram positivos em alguns casos, mas
pontualmente e sem recorréncia nos vdrios tempos posteriores de controlo.

E reconhecido que o sucesso das terap@uticas de protecio pulpar diretas estd dependente
da selecdo rigorosa dos casos com indicacio para a mesma e da aplicacio apropriada do
protocolo de tratamento (Aguilar e Linsuwanont, 2011). Assim, os critérios de inclusto deste
estudo clinico tiveram em conta esta premissa. Muitos dos casos incluidos no presente estudo
tinham como etiologia de exposicdo a cdrie dentdria. Nestes casos é dificil, clinicamente, aferir
do verdadeiro estado pulpar, o qual se reveste de uma importdncia extrema para o progndstico.
Alguns autores sugerem que o grau de hemorragia apés a exposicdo é um bom indicador para
aferir o estado inflamatério do tecido pulpar (Aguilar e Linsuwanont, 2011). A ocorréncia de uma
hemorragia intensa, dificil de controlar, é sugestivo de uma polpa com um estddio inflamatério
moderado a severo e, portanto, sem indicacto para efetuar a terap@utica de protecdo pulpar
direta (Andreasen, 2012).

0 controlo desta hemorragia pulpar e a desinfecdo da cavidade, durante as terap@uticas de
proteciio pulpar direta, sdo etapas decisivas que podem afetar a regeneraciio do tecido pulpar.
0 controlo da hemorragia deve ser efetuado exercendo pressio no local de exposicdo, durante
3 a 5 minutos, com uma bola de algoddo esterilizada embebida numa solucdo. Vérios autores
tém estudado a eficdcia e a influéncia destas solugdes na regeneraciio do tecido pulpar
(Accorinte ef al, 2007; Bal ef al, 2011; Gomes ef af, 2001; Rdcas e Siqueira, 2011). Embora a
soluciio salina tenha efeitos limitados, é a tradicionalmente mais utilizada. Alguns autores
referem que a solugiio salina a 0,9% tem resultados aceitdveis, mas inferiores a outras solugdes
como a clorhexidina e o hipoclorito de sédio (Bal ef o/, 2011).

0 hipoclorito de sédio é recomendado como soluctio de desinfecdo cavitdria em varios
estudos (Bal &7 af, 2011; Silva ef a/, 2006). A eficdcia desta agdio, algumas vezes germicida,
depende da concentragio de hipoclorito nio dissociado, que se traduz numa ag@o oxidativa nos

grupos sulfidricos das enzimas bacterianas. Como estas enzimas s@o essenciais no metabolismo
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bacteriano, algumas reagdes metabélicas importantes sdo interrompidas, resultando na morte
bacteriana (Ayhan ef a/, 1999; Bal ef al, 2011). A principal desvantagem da utilizagto desta
soluctio € o seu efeito citotoxico sobre os tecidos pulpares. Alguns estudos /n vifro demonstram
que concentracdes entre 2 a 5% ndo sdo citotdxicas para as células (Baldissera e a/, 2013). No
entanto, outros autores recomendam concentracdes mais baixas (cerca de 1%) conjugando uma
citotoxicidade menor com um efeito bacteriostdtico (Ayhan &7 a/, 1999).

0 digluconato de clorhexidina é uma bisguanida catidnica que atua sobre a parede externa
das bactérias, causando a dispersdo dos seus componentes intracelulares. Em concentragdes
baixas atua como um bacteriostdtico, devido d agtio do potdssio e do fésforo. Por outro lado, em
altas concentragdes (acima de 2%), tem um efeito bactericida, devido a rutura da membrana
bacteriana e a precipitacdo e/ou coagulacto do citoplasma (Bal &7/, 2011; Bhandari, TS e Patil,
2014). Algumas das caracteristicas da clorhexidina sto vantajosas para esta terap@utica,
nomeadamente a de ser absorvida pela hidroxiapatite e ser libertada gradualmente ao longo
do tempo (Shahani e Subba, 2011). Alguns autores referem a sua eficdcia como desinfetante
cavitdrio, com redugio significativa das populagdes bacterianas e fangicas (Accorinte ef al,
2007; Bhandari, TS e Patil, 2014; Gomes ef a/, 2001; Rocas e Siqueira, 2011; Rosenberg &/ a/,
[s.d.]), enquanto outros questionam a sua efetividade em estudos com sistemas adesivos
(Schuurs, Gruythuysen e Wesselink, 2000).

Alguns estudos referem que a utilizacto do hipoclorito de sédio em concentragdes de 2,5%
tem uma influéncia negativa sobre a formag@o da ponte dentindria, com resultados inferiores d
solucdo salina (Accorinte ef a/, 2007). No entanto, tanto a clorhexidina, como o hipoclorito de
sodio, sdo duas solu¢des de desinfecdo com atividade antibacteriana e, eventualmente,
bactericida dependendo das concentragdes, do tempo de exposi¢io ou das formulagdes
farmac@uticas utilizadas (Bal ef o/, 2011; Gomes ef a/, 2001; Rocas e Siqueira, 2011). Num
estudo em que foram utilizadas as duas solu¢des em diferentes concentragdes, os autores
concluiram que ambas tinham uma agdo bactericida sobre os enferococcus faecalis, mas em
tempos de exposicdo diferentes. Além disso, a eficdcia da clorhexidina a 0,2%, 1% ou 2% e do
hipoclorito de sédio a 5,25% eram semelhantes. No entanto, a solugiio de clorhexidina a 0,2%

tinha um tempo de agto menor que a clorhexidina a 2% em gel (Gomes &7 a/, 2001).
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CAPITULO VIII

E também referido que, tanto a clorhexidina a 2% como o hipoclorito de sédio a 5,25%,
ndo interferem no processo de dentinogénese reparadora (Baldissera ef a/, 2013; Silva et al,
2006). Mesmo relativamente ao hipoclorito de sodio que tem a capacidade de dissolver o
componente orgdnico da dentina essencial para a estimulagio das sfem cells no processo de
dentinogénese reparadora, ndo parece comprometer a expressdo de glicoproteinas e, assim,
ndo influenciar negativamente a reparacio do tecido pulpar (Baldissera ef a/, 2013). Mais
recentemente, a solugio de dicloridrato de octenidina tem sido estudada e comparada com os
outros desinfetantes referidos, com resultados promissoriamente muito positivos, até
superiores as outras solugdes (Bal e a/, 2011; Tiiziner ef a/, 2012), nio havendo ainda estudos
suficientes para que a sua utilizagdo seja recomendada.

A elevada descoloragto do cime