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RESUMO

Pulpotomias com agentes capeadores que favorecam o restabelecimento da saude
da polpa radicular podem ser realizadas em casos de lesdes carie ou traumatismos
de dentes deciduos. No entanto, nenhum dos materiais disponiveis apresenta todas
as caracteristicas de um material ideal. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta
pulpar inicial de molares de ratos apds pulpotomia com agregado trioxido mineral
(MTA) branco ou sulfato férrico 15,5% (SF). Foram utilizados 24 ratos Wistar,
distribuidos aleatoriamente em 2 grupos (MTA e SF) e subdivididos de acordo com o
tempo de avaliacdo (24, 48 e 72 horas). ApOs eutanasia dos animais, os dentes
foram removidos em bloco e preparados para analise histologica. Alguns cortes
seriados foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e analisados
morfometricamente em relacdo a resposta inflamatoéria e densidade vascular; outros
cortes foram submetidos a imuno-histoquimica para detec¢do de Interleucina 6 (IL-
6). Os dados foram analisados estatisticamente (p<0,05). Ndo houve diferenca no
namero de células inflamatorias entre os grupos MTA e SF, estando
predominantemente localizadas no tergo cervical da raiz. Contudo, verificaram-se
diferencas entre os tempos analisados apenas no grupo MTA, com maior inflamacéo
as 48 horas. A densidade vascular foi semelhante em ambos 0s grupos e ao longo
do tempo, observando-se uma maior vascularizacdo no terco radicular médio nos
dois grupos. Nao houve correlagcdo entre o grau de inflamagcédo e a densidade
vascular. O tecido conjuntivo pulpar no grupo MTA apresentou-se mais organizado
em comparagcdo ao grupo SF. Em ambos os grupos, houve expresséo de IL-6 de
fraca a moderada em odontoblastos e células inflamatérias. Considerando-se cada
grupo isoladamente, houve maior expressao de IL-6 no terco cervical de dentes
tratados com MTA as 24 horas e daqueles tratados com SF as 48 e 72 horas.
Comparando-se os grupos, houve expressao significativamente maior para o grupo
MTA as 24 horas no tergco cervical e as 72 horas nos tercos médio e apical,
enguanto que a maior expressao ocorreu no grupo SF apenas as 24 horas no tergo
apical. Conclui-se que ndo ha diferenca entre os grupos em relacdo a inflamacéo e
vascularizacdo, com maior inflamacdo no terco radicular médio as 48 horas.
Contudo, a polpa radicular dos dentes tratados com MTA geralmente apresentaram
melhores caracteristica histologicas e maior expressao de IL-6.

Palavras-chave: Pulpotomia. Interleucina-6. Sulfato Férrico.



ABSTRACT

Pulpotomies with capping materials that enhance the recovery of radicular pulp
health may be performed in cases of dental caries or trauma of primary teeth.
However, none of the available materials present all the requirements of an ideal
material. The purpose of this study was to evaluate the initial pulp response of rat
molars after pulpotomy with white mineral trioxide aggregate (MTA) or 15.5% ferric
sulfate (FS). Twenty-four Wistar rats, randomly distributed into 2 groups (MTA and
FS) and divided according to the period of evaluation (24, 48 and 72 hours), were
used. After animal euthanasia, teeth were removed in block and prepared for
histological analysis. Some serial sections underwent hematoxylin and eosin (HE)
staining and were assessed morphometrically regarding the inflammatory response
and vascular density; other sections were subjected to immunohistochemistry for the
detection of interleukin 6 (IL-6). Data were analyzed statistically (p<0.05). There was
no difference in the number of inflammatory cells between MTA and FS groups,
being predominantly localized at the cervical radicular third. However, differences
between the periods of evaluation were detected only in MTA group, with increased
inflammation at 48 hours. Vascular density was similar in both groups and over the
time, with greater vascularization being observed at the medium radicular third in
both groups. There was no correlation between the inflammatory status and the
vascular density. Pulp connective tissue in MTA group was more organized in
comparison with FS group. In both groups, there was expression of IL-6 from week to
moderate in odontoblasts and inflammatory cells. Considering each group
separately, there was greater IL-6 expression in the cervical radicular third of teeth
treated with MTA at 24 hours and of those treated with FS at 48 and 72 hours.
Comparing the groups, there was significantly greater expression for MTA group at
24 hours in the cervical third and at 72 hours in the medium and apical thirds, while
the greater expression occurred in the FS group only at 24 hours in the apical third.
In conclusion, there was no difference between the groups regarding the
inflammatory status and vascularization, with increased inflammation in the medium
radicular third at 48 hours. However, the radicular pulp of teeth treated with MTA
often presented superior histological features and greater IL-6 expression.
Keywords: Pulpotomy. Interleukin 6. Ferric Sulfate.
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1 INTRODUCAO

A pulpotomia de dentes deciduos consiste na remoc¢ao da polpa coronaria e
colocacdo de um medicamento no remanescente radicular para manutencdo da
vitalidade e funcdo deste tecido (AAPD, 2016-1017; ASGARY; SHIRVANI,
FAZLYAB, 2014; NIRANJANI et al.,, 2015) até a época de esfoliacdo natural,
evitando a perda prematura de dentes com alteracbes de tecidos pulpares
coronarios (GOYAL et al., 2016; PARISAY; GHODDUSI; FORGHANI, 2015). E um
procedimento indicado em condigBes clinicas e radiograficas especificas,
caracterizadas por exposicao pulpar por carie ou apés trauma, polpa resistente ao
corte, com sangramento vermelho vivo e passivel de hemostasia em tempo inferior a
5 minutos, auséncia de reabsorcbes patolégicas e de lesdo periapical e
interrradicular e rizélise de no maximo 1/3 da raiz (NIRANJANI et al., 2015).

Apesar de ser uma técnica estudada ha muitos anos, a pulpotomia de dentes
deciduos continua causando muitas controvérsias e discussfes, principalmente
guanto a sua indicacdo nos dias atuais, mas também quanto a escolha do material
capeador, visto que muitos dos agentes capeadores pulpares ndo preenchem todos
0s requisitos de um material ideal para procedimentos conservadores da vitalidade
pulpar (AAPD, 2016-2017; CASTRO, 2005; EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001,
FUKS, 2008; MORETTI et al., 2008; SAKAI et al., 2009). O material capeador ideal
para a polpa radicular deve ser bactericida, ndo causar danos as células e estruturas
circundantes, promover a cicatrizacdo do tecido pulpar e néo interferir com o0s
processos fisiologicos de reabsorcdo radicular (ASGARY; SHIRVANI; FAZLYAB,
2014; FUKS, 2002; FUKS; PAPAGIANNOULIS, 2006; NIRANJANI et al., 2015;
PARISAY; GHODDUSI; FORGHANI, 2015; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008;
SRINIVASAN; PATCHETT; WATERHOUSE, 2006).

Para preservar a vitalidade do tecido pulpar remanescente e a ocorréncia de
alteracdes patoldgicas, a polpa vital exposta deve ser selada com um material
biocompativel, para promover a cicatrizagdo (reparo) ou a regeneracao (KIM et al.,
2016; LEE et al., 2015). O processo de cicatrizacdo da polpa dentaria é
caracterizado pela manutencao da vitalidade pulpar sem inflamacéo, associada ou
n&o a formac&o de barreira dentinaria (DALTOE et al., 2016; KIM et al., 2016; LEE et
al., 2015). O desafio para os novos materiais capeadores pulpares é auxiliar a polpa

dentaria em seu processo de reparo natural, sendo o mais biocompativel possivel
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(ANSARI; RANJPOUR, 2010).

Diversos pesquisadores avaliaram as reag0es pulpares frente aos materiais
capeadores em longo prazo (AEINEHCHI et al.,, 2007; AGAMY et al., 2004;
CAICEDO et al., 2006; DOMINGUEZ et al., 2003; EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001;
FUKS, 1997; LIN et al., 2014; MORETTI et al. 2008; NIRANJANI et al., 2015;
ODABAS et al.,, 2012; OLIVEIRA et al.,, 2013; SAKAI et al.,, 2009; SHAYEGAN;
PETEIN; ABBEELE, 2008; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011). No entanto, as reacdes
iniciais ainda ndo estdo bem elucidadas e acredita-se que falhas nas pulpotomias
possam estar relacionadas com reacdes inflamatérias agudas subclinicas
(BARBOSA SILVA; VIEIRA; SOBRINHO, 2008; OLATOSE; SOTE; ORENUGA,
2015; SHAHI et. al., 2010; YILDIZ; TOSUN, 2014).

Agentes como o hidroxido de calcio (MORETTI et al., 2008; ODABAS et al.,
2011; TRAIRATVORAKUL; KOOTHIRATRAKARN, 2012; WATERHOUSE; NUNN;
WHITHWORTH, 2000; YILDIZ; TOSUN, 2014), o sulfato férrico (SF) (IBRICEVIC;
AL-JAME, 2003; DEERY, 2005; ERDEM et al., 2011; FUKS et al., 1997; MARKOVIC
et al., 2005; ODABAS et al., 2012; PAPAGIANNOULIS, 2002; PENG et al., 2007;
SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008; YILDIZ; TOSUN, 2014), o agregado triéxido
mineral (MTA) (AEINEHCHI et al., 2007; AGAMY et al., 2004; EIDELMAN; HOLAN;
FUKS, 2001; MORETTI et al. 2008; OLATOSE; SOTE; ORENUGA, 2015;
PARANJPE et al., 2011; SAKAI et al., 2009; YILDIRIM, et al., 2016; YILDIZ; TOSUN,
2014), o cimento Portland (CONTI et al., 2009; SAKAI et al., 2009; OLIVEIRA et al,
2013, YILDIRIM, et al., 2016) e o Biodentine tém sido bastante investigados com o
intuito de se encontrar um material que apresente, além de um sucesso clinico e
radiografico, um potencial biolégico que favoreca o restabelecimento da saude
pulpar (ALAMOUDI, 2016; EL MELIGY; ALLAZZAM).

O MTA possui a capacidade de manter a vitalidade pulpar e promover o
reparo quando colocado em contato com a polpa dental ou com os tecidos
perirradiculares (DALTOE et al., 2016; FUNTEAS; WALLACE; FOCHTMAN, 2003).
Acredita-se que a habilidade do MTA em induzir a formac&o de barreira de tecido
mineralizado ocorra devido a sua composi¢do, além da sua biocompatibilidade e
excelente capacidade de selamento (CAICEDO et al., 2006; CHACKO; KURIKOSE,
2006; DOMINGUEZ et al., 2003; KARABUCAK et al., 2005; MORETTI et al., 2008,
OLATOSE; SOTE; ORENUGA, 2015; TORABINEJAD; CHIVIAN, 1999), fornecendo
um ambiente ideal para cicatrizacdo (PARIROKH; TORABINEJAD, 2010) e
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induzindo a regeneragao do tecido pulpar (HAGHGOO; AHMADVAND, 2016). O
efeito do MTA como agente capeador pode também ser visto nos canais radiculares,
nos quais ocorre uma deposicdo ativa de tecido mineralizado, com estreitamento ou
obliteracdo do canal radicular (estenose) (EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001;
HOLAN; EIDELMAN; FUKS 2005; SALAKO et al.,, 2003; MAROTO et al., 2005;
MENEZES et al., 2004; MORETTI et al., 2008). Apesar de o MTA apresentar altas
taxas de sucesso clinico e radiogréafico, seu custo elevado (AL-HAJ ALI; AL-JUNDI;
DITTO, 2015; OLATOSE; SOTE; ORENUGA, 2015; WALKER et al.,, 2013) e
capacidade de manchamento dentario (ALSUBAIT; AL-HAIDAR; AL-SHARYAN,
2016; FELMAN; PARASHOS, 2013; MARCIANO; DUARTE; CAMILLERI, 2015;
PARIROKH; TORABINEJAD, 2010; YILDIZ; TOSUN, 2014;) sdo inconvenientes
notaveis.

Em alguns paises, o SF tem sido considerado o agente capeador de escolha
em substituicdo ao formocresol, visto que ambos os medicamentos tém mostrado
taxas de sucesso clinico e radiografico semelhantes (AL-JAME, 2003; DEERY,
2005; ; IBRICEVIC; MARKOVIC et al., 2005; PAPAGIANNOULIS, 2002). Em contato
com o sangue, o SF forma um complexo de proteinas de ions férrico, cuja
membrana veda mecanicamente 0s vasos cortados produzindo hemostasia. Ao
formar tampfes que obstruem os orificios capilares, o complexo protéico evita a
formacdo de coagulos de sangue, minimizando a possibilidade de inflamacéo e
reabsorcdo interna (LEMON; STEELE; JEANSONNE, 1993; SONMEZ; SARI;
CETINBAS, 2008).

Apesar dos bons resultados clinicos e radiograficos com MTA e SF, ainda néo
existem resultados inequivocos sobre a condicao histologica do tecido pulpar apés
pulpotomia com tais materiais. Além disso, analises histologica e imuno-histoquimica
sao ferramentas adequadas para determinar a condicdo da polpa remanescente
apos pulpotomia com diferentes materiais capeadores (LOURENCO-NETO et al.,
2016). Considerando que ha escassez de trabalhos que avaliam biologicamente os
efeitos do MTA e SF, justifica-se a realizacdo deste estudo para avaliar a resposta
inflamatoria inicial, através de analise histoldégica e imuno-histoquimica, apés

pulpotomia com MTA branco e SF 15,5%.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta sessao apresentamos a revisdo da literatura dividida em topicos para

melhor compreensao do assunto.

2.1 POLPA DENTARIA E INFLAMACAO PULPAR

A polpa dentaria é um tecido conjuntivo frouxo, de origem mesenquimal com
caracteristicas proprias e esta circunscrita e protegida pela dentina. Na sua regido
periférica, estdo os odontoblastos, seguidos de uma zona praticamente acelular
(basal) e da zona rica em células. A sua regido central € composta por inUmeros
vasos sanguineos, fibras nervosas e células distribuidas na matriz extracelular, de
natureza fibrilar e fundamental. Quando toxinas como as produzidas por bactérias
atingem a dentina, a inflamacé&o pulpar geralmente ocorre. Se a lesao de cérie ndo é
removida ou 0s dentes traumatizados nao sédo devidamente tratados, este processo
inflamatorio avanca (AUGSBURGUER; PETERS, 1981; HANNAS et al., 2007).

Em condi¢cbes de normalidade, a polpa tem uma elevada capacidade de
defesa e reparo (TZIAFAS; SMITH; LESOT, 2000). Desse modo, a polpa dental
apresenta uma resposta defensiva envolvendo células imunoldgicas, assim como
ocorre em outros tecidos. A presenca de determinados tipos celulares e suas
principais funcdes tém um papel importante para que o processo inflamatério pulpar
nao avance e lese irreversivelmente o tecido (IZUMI et al., 1995).

A resposta inflamatéria da polpa pode ser desencadeada por agressdes
causadas por procedimentos odontolégicos, como calor e materiais capeadores e
restauradores, trauma, atricdo, infeccdo causada por lesbes de carie, micro
infiltracbes de restauracdes, dentre outras. Uma infeccdo dentaria pode resultar em
respostas imunes e inflamatdrias mediadas por eventos moleculares e celulares e
desorganizacgéo tecidual (HUI et al., 2017). Contudo, nem toda reacdo pulpar ir4
causar um dano permanente a polpa, desde que o0s dentes sejam tratados
adequadamente, a inflamacdo ndo seja exacerbada e que estejam presentes
mediadores préprios da reparacédo pulpar (TROWBRIDGE, 2002).

Ha evidéncias de que a inflamagéo seja necesséria para que haja o processo
de reparo da polpa (PARK et al., 2015; TROWBRIDGE, 2002). A reacéo inflamatoria
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é representada pelo balango entre os mediadores pr6 e anti-inflamatérios que irdo
neutralizar os efeitos prejudiciais do agente irritante e minimizar o dano tecidual
(COOPER et al.,, 2010). Além disso, a inflamacdo pulpar é caracterizada por
mudanca no fluxo sanguineo, na funcdo das células imunocompetentes e na
atividade neuronal. Mediadores incluindo a histamina, prostaglandinas e
neuropeptidios estdo envolvidos em um ou mais desses processos (OLGART;
EDWAL; GRAZELIUS, 1991; STERIN-BORDA et al., 2007).

Os mecanismos moleculares envolvidos na cicatrizacdo precisam ser
melhores compreendidos, e novos biomateriais necessitam ser desenvolvidos
(ZANINI et al.,, 2012), permitindo assim obter melhores resultados apés ao
tratamento. Contudo, a intensidade da resposta inflamatéria inicial destes materiais

deve ser previamente esclarecida (SHAHI et. al., 2010).

2.2 PULPOTOMIA E MATERIAIS CAPEADORES

A preservacdo dos dentes deciduos antes da erupcdo dos dentes
permanentes € muito importante, uma vez que ajudam a preservar a forma da
arcada dentéria e as funcdes do sistema estomatognatico, mantém o espaco entre
os dentes, orientam a erupcédo dos dentes permanentes, previnem a instalacéo de
habitos deletérios e proporcionam o crescimento facial normal (CAICEDO et al.,
2006; FUKS, 2008; GODHI; SOOD; SHARMA, 2011; PARISAY; GHODDUSI;
FORGHANI, 2015).

A pulpotomia é o tratamento de polpa mais comumente usado para dentes
deciduos com lesdo de carie profunda, mas sem evidéncia de patologia radicular,
guando a remocdo da carie resulta em exposicdo pulpar ou apds uma exposicao
traumatica (AAPD, 2016-2017). O procedimento baseia-se na fundamentacdo de
que o tecido pulpar radicular € saudavel ou é capaz de curar apdés a amputacao
cirirgica da polpa coronaria infectada (HAVALE et al., 2013; RUBY et al., 2013;
SONI, 2016; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008).

Recentemente, tem sido sugerido que o tratamento indireto da polpa é
preferivel a pulpotomia quando a polpa é normal ou possui diagnostico de pulpite
reversivel, sendo a polpa julgada vital e capaz de curar-se por critérios clinicos e
radiograficos (AAPD, 2016-2017). Na técnica de remocao parcial da polpa, a dentina

restante torna-se menos contaminada e umida, mais dura e mais escura permitindo
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ao clinico evitar as complicacdes pulpares relacionadas a escavacdo de céries
profundas, reduzindo os riscos e previnindo o retratamento (DALPIAN et al., 2014,
DUANGTHIP et al., 2015).

A pulpotomia é uma terapia pulpar que consiste na amputacdo da polpa
coronaria, sendo a superficie do tecido radicular vital restante tratada com
medicamentos clinicamente avaliados em longo prazo a fim de preservar a vitalidade
e funcado de polpa radicular (HAVALE et al., 2013). E essencial que a polpa radicular
esteja saudavel no momento de tratamento (GOYAL et al., 2016).

As técnicas de pulpotomia variam de acordo com 0s materiais capeadores
pulpares utilizados, os quais irdo provocar no remanescente pulpar: desvitalizacéo,
mumificacdo ou cauterizacdo (formocresol), preservacdo ou minima desvitalizacdo
(sulfato férrico, glutaraldeido) e inducdo do reparo ou regeneracdo (hidroxido de
calcio, agregado de trioxido mineral, proteinas morfogenéticas, biodentine, cimento
portland) (LAURENT; CAMPS; ABOUT, 2012; NEAMATOLLAHI; TAJIK, 2006;
SAKAI et al., 2009; SHAYEGAN; PETEIN; ABBEELE et al., 2008; SONMEZ; SARI,
CETINBAS, 2008; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011). O uso de substancias
biocompativeis é uma das maiores preocupacdes atualmente na odontologia,
principalmente quando o material entra em contato direto com o tecido pulpar (LIMA
et al., 2011).

Idealmente, o material capeador deve ser biologicamente compativel com o
complexo dentino-pulpar; estimular a recuperacdo das fungdes biologicas, podendo
culminar na formacdo de barreira de tecido mineralizado; possuir propriedades
bactericidas e bacteriostaticas; vedar as margens cavitarias; apresentar boa
resisténcia mecanica para suportar a mastigacao; ser bom isolante térmico e elétrico
e ndo ser toxico ao tecido pulpar (BJZRNDAL; MJOR, 2001; MALEKAFZALI;
SHEKARCHI; ASGARY, 2011; NOSRAT; PEIMANI; ASGARY, 2013; PARIROKH;
TORABINEJAD, 2010; SHAYEGAN; PETEIN; ABBEELE, 2008; SONI, 2016).

Porém, os inumeros materiais disponiveis no mercado e utilizados em
pulpotomias de dentes deciduos ndo preenchem todos esses requisitos de um
agente capeador ideal, o que gera duvidas quanto a escolha do material a ser
utilizado (CASTRO, 2005). O desafio para estes materiais € promover condicdes
ideais para reparo do elemento dental (ANSARI; RANJPOUR, 2010).

Durante muitos anos, o formocresol em sua formula diluida a 1/5 foi o

medicamento de escolha para a realizacdo de pulpotomias de dentes deciduos
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(AGAMY et al., 2004; FUKS; 2002; FUKS, 2008; HOLAN; FUKS; KELTZ, 2002).
Embora muitos estudos demonstrem o alto indice de sucesso clinico e radiogréafico
das pulpotomias com formocresol em dentes deciduos (DEAN et al., 2002; FUKS,
2002; MORETTI et al.,, 2008; STRANGE et al., 2001; WATERHOUSE; NUNN;
WHITHWORTH, 2000), este medicamento provoca alteracdes pulpares destrutivas e
irreversiveis, bem como alteragfes inflamatorias nos tecidos periapicais, incluindo
foliculos dentarios (CASTRO, 2005; FUKS et al, 1997; OLATOSE; SOTE;
ORENUGA, 2015; ZARZAR et al., 2003; WATERHOUSE; NUNN; WHITHWORTH,
2000), devido ao seu efeito fixador e capacidade de difundir-se para regido apical
(OLATOSE; SOTE; ORENUGA, 2015). Ademais, foi comprovado seu potencial
mutagénico e carcinogénico (FUKS, 2008; PENG et al.,, 2007; NIRANJANI et al.,
2015; SRINIVASAN; PATCHETT; WATERHOUSE, 2006; ZARZAR et al., 2003;
WALKER et al., 2013), tornando imprescindivel a busca por novos materiais mais
compativeis com a saude do individuo.

Atualmente, existem varias técnicas ou agentes que Sdo propostos para
manter a vitalidade da polpa radicular e podem ser utilizados como alternativas ao
formocresol em pulpotomia dentes deciduos (AAPD, 2016-2017), tais como o SF e o
MTA (FRENKEL; KAUFMAN; ASHKENAZI, 2012).

O MTA é um po fino hidrofilico desenvolvido por Mahmoud Torabinejad na
Universidade de Loma Linda (USA), composto de silicato de célcio (CaSiO,), 6xido
de bismuto (Bi,O3), carbonato de calcio (CaCO3), sulfato de célcio (CaSO,) e
aluminato de calcio (CaAl,0,4). Quando misturado com agua, ele forma os cristais de
oxido de célcio em uma estrutura amorfa que consiste de 33% de calcio, 49% de
fosfato, 2% de carbono, 3% de cloreto e 6% de silica (CAMILLERI et al., 2005;
DOMINGUEZ et al., 2003; NEAMATOLLAHI; TAJIK, 2006; TORABINEJAD et al.,
1995).

O MTA apresenta um pH inicial de 10,2, o qual aumenta para 12,5 apos 3
horas. Aplicado sobre o tecido pulpar promove a liberagdo de calcio e induz a
producdo e a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como a interleucina-1 e
interleucina-6. Estas citocinas potencializam a acédo dos neutrofilos, promovem a
ativacdo da producdo de prostaglandinas e a producdo de enzimas
proteoliticas (MASSI et al., 2011; SITARU; HANTOIU; MONEA, 2014). Por isso, 0
pH alcalino e a libertacdo de célcio promovem uma reacdo inflamatéria. No entanto,

os ions de célcio reagem com dioxido de carbono presente nos tecidos dando
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origem a cristais de calcitae, entdo, hd a reducdo no processo inflamatorio
(HOLLAND et al., 1999).

As principais vantagens do MTA incluem suas propriedades fisicas
satisfatorias, antimicrobianas, biocompatibilidade com o tecido pulpar, manutencao
da integridade com baixa reacdo inflamatéria e inducdo de células pulpares para
liberacdo de citocinas, as quais aceleram a formagé&o de barreira de tecido duro
(EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001; FRENKEL; KAUFMAN; ASHKENAZI, 2012; KOH
et al., 1997; NEAMATOLLAHI; TAJIK, 2006; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008;).

O MTA é um material bioativo que libera ions de célcio durante e apos a
aplicacdo. Os ions de célcio reagem com o fosforo e produzem cristais de
hidroxiapatita na superficie do MTA e na interface MTA-dentina. A bioatividade do
MTA é considerada como sendo responséavel pela sua biocompatibilidade, atividade
dentinogénica e habilidade de vedacdo (NOSRAT; PEIMANI; ASGARY, 2013;
SARKAR et al., 2005).

O interesse em materiais mais biocompativeis promoveu o0 MTA como um dos
medicamentos de eleicdo para pulpotomia. Em molares deciduos tratados com
pulpotomia usando o MTA, as taxas de sucesso relatadas foram acima de 94% em
12-74 meses de acompanhamento (AGAMY et al., 2004; FARSI et al.,, 2005;
FRENKEL; KAUFMAN; ASHKENAZI, 2012; HOLAN; EIDELMAN; FUKS, 2005).

Em um estudo recente, o MTA ndo mostrou quaisquer sinais de radiolucidez
na regido de bifurcacdo no exame radiografico, o que pode ser explicado com base
na formacdo de ponte de tecido duro, devido a sua alta capacidade de vedacéo,
biocompatibilidade, alcalinidade e ac&o bactericida ou bacteriostatica (GOYAL, et
al., 2016).

No entanto, o uso rotineiro do MTA pode ser limitado devido a sua capacidade
de manchamento dentario (ALSUBAIT; AL-HAIDAR; AL-SHARYAN, 2016;
MARCIANO; DUARTE; CAMILLERI, 2015) e, em paises em desenvolvimento, por
razdes econbmicas e comerciais (AL-HAJ ALI, AL-JUNDI, DITTO, 2015; WALKER et
al., 2013). Fuks (2002) recomendou o uso do SF como uma alternativa adequada e
de baixo custo para procedimentos de pulpotomia de dentes deciduos.

O SF vem sendo usado como um agente hemostatico em odontologia e
mostrou resultados promissores como um material capeador para pulpotomias de
dentes deciduos (FEI; UDIN; JOHNSON, 1991). O SF produz uma resposta

inflamatéria local e reversivel nos tecidos moles da boca sem efeitos tdxicos ou
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nocivos (CASAS et al., 2005; HAVALE et al., 2013).

A pulpotomia com o SF tem o intuito de preservar a polpa e proporcionar
hemostasia, pois, ao entrar em contato com o sangue, ha formacao de um complexo
ferro-protéico, cuja membrana veda mecanicamente 0s vasos sanguineos cortados.
O complexo protéico aglutinado forma tampdes que obstruem os orificios capilares,
evitando a formacdo de coagulos sanguineos. Esse mecanismo de controle da
hemorragia pode minimizar a possibilidade de inflamacédo e de reabsorcéo interna.
(FEI; UDIN; JOHNSON, 1991; GOYAL, et al.,, 2016; SRINIVASAN; PATCHETT;
WATERHOUSE, 2006). Entretanto, poucos estudos foram realizados para se ter um
parametro de sucesso histoldgico (SALAKO et al. 2003).

SALAKO et al. (2003) observaram histologicamente que, apds 2 semanas, 0
tecido pulpar de dentes de ratos tratados com MTA apresentaram algumas células
inflamatdrias ao redor do material, com evidéncia de macrofagia na polpa radicular,
e aumento na formacdo de cemento na regido apical. Foi observada a formacéo de
ponte de dentina com polpa histologicamente normal depois de 2 e 4 semanas. Os
dentes tratados com SF apresentaram inflamacao pulpar moderada, com areas de
necrose na polpa coronéaria apos 2 e 4 semanas.

Fuks (1997); Smith, Seale e Nunn (2000) em seus estudos observaram que
0S sucessores permanentes dos dentes tratados com SF apresentaram
desenvolvimento radicular normal e nenhum defeito coronario.

Em uma revisdo sistematica que incluiu 11 estudos, relataram taxas de
sucesso clinico e radiografico globais de tratamentos com SF variando de 78% a
100% (média de 91,6%) e de 42% a 97% (média de 73,5%), respectivamente. A
principal desvantagem deste material € que ele dificulta o desenvolvimento de uma
ponte dentinaria, que protege a polpa radicular de uma futura infeccéo,
inconveniente que pode ser superada pelo MTA (PENG et al.,, 2007), sendo
escassos estudos que demonstrem histologicamente a presenca desta barreira
dentinaria, bem como a reacao inflamatéria do tecido pulpar frente a utilizagdo do SF
(SALAKO et al. 2003).

Yildirim et al. (2016) avaliaram e compararam os resultados clinicos e
radiograficos de 4 materiais (formocresol, MTA, cimento Portland e derivados da
matriz do esmalte) usandos em pulpotomias de dentes deciduos . Aos 24 meses, as
taxas de sucesso clinico de formocresol, MTA, cimento Portland, e derivado da

matriz do esmalte eram 96,9%, 100%, 93,9% e 93,3%, respectivamente. As taxas de
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sucesso radiograficos correspondentes foram 84,4%, 93,9%, 86,7% e 78,1%,
respectivamente. Concluindo que embora ndo houvesse diferencas estatisticamente
significativas nas taxas de clinicos e radiograficos de sucesso entre 0s 4 grupos,
MTA parece ser superior aos demais materiais avaliados para pulpotomia em dentes
deciduos.

Portanto, é importante explorar alternativas que possam também apresentar
propriedades biolégicas e bioquimicas aceitaveis, ser de facil manuseio e ter baixo
custo (ALBUQUERQUE et. al., 2006).

2.3 CELULAS E MARCADORES INFLAMATORIOS

A resposta protetora dos tecidos, de uma maneira geral, é caracterizada pelo
processo inflamatério, que tem como objetivo evitar a progressdo dos danos e
consequéncias de uma lesdo celular. Essa resposta ocorre em tecidos conjuntivos
vascularizados, envolvendo mediadores quimicos e células imunolbégicas e
inflamatorias como neutréfilos, macrofagos, linfocitos, basofilos, eosindfilos,
mastoécitos e plasmacitos (COTRAN et al., 2000).

No processo inflamatério, a primeira etapa € a agressao ao tecido causando a
migracao de diversas células inflamatérias. A intensidade e progressdo do processo
inflamatério dependem de fatores locais e sistémicos, envolvendo eventos celulares
gue resultam na producéao e liberacdo de moduladores da inflamacéo, tais como IL-1
e IL-6 e prostaglandinas (PGE) (HRABAK; BAJOR; CSUKA, 2008; NIBALI et al.,
2012).

Nos primeiros momentos do processo inflamatério, geralmente ocorre
aumento da permeabilidade vascular e migracdo de leucdcitos dos vasos
sanguineos devido a presenca de substancias pro-inflamatérias, ou citocinas. Estas
citocinas, liberadas por células do tecido pulpar exercem um papel fundamental na
ativacdo e controle do processo inflamatério (BARKHORDAR et al., 2002; SILVA et
al., 2009).

A sintese de citocinas é complexa, e a sua expressao e efeitos sao regidos
por varios fatores, incluindo outras células e mediadores quimicos. A IL-6 é uma
citocina que intercede a resposta do hospedeiro a lesé@o e a infec¢do, sendo liberada

durante o processo inflamatorio, a fim de regular varios aspectos da resposta imune,
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a fase aguda da reacdo e o controle da infeccado hematopoiética (GOMES-FILHO et
al., 2009).

Segundo Helle et al. (1988), a IL-6 € uma citocina pro-inflamatoria secretada
pela célula T, mondcitos, fibroblastos, células epiteliais e macréfagos em resposta
ao antigeno e a outras citocinas, tais como IL-1 e TNF-a. A IL-6 € conhecida por sua
atividade pleiotrépica, afetando diferentes células e desempenhando um papel
importante como mediadora de reacdes inflamatérias na rede de citocinas. Essa
citocina é capaz de induzir reabsorcdo 0ssea, tanto sozinha, quanto em associagcao
com a IL-1 B (GEMMELL; SEYMOUR, 1993).

A secrecdo de IL-6 reduz o recrutamento de neutréfilos, induzindo
simultaneamente migracao e diferenciacéo de linfocitos e monécitos (SCHELLER et
al., 2011), o que indica que esta interleucina participa na instalacdo e progresséo da
resposta inflamatéria (SILVA et al., 2015).

Segundo Laurent, Camps, About (2012), as interacOes entre materiais de
capeamento pulpar e o tecido pulpar ferido, o estabelecimento e desenvolvimento da
cicatrizacdo das feridas e processos regenerativos permanecem obscuros. Muitas
hip6teses tém sido levantadas, mas recentemente estudos destacaram o papel dos
fatores de crescimento na angiogénese, recrutamento de células progenitoras,
diferenciacdo celular e finalmente, na mineralizacdo na area da polpa sob o
biomaterial. No entanto, estes materiais sao frequentemente aplicados diretamente
sobre a polpa, e ainda ndo esta claro se eles afetam a secrecéo de citocinas a partir
de células da polpa.

Um estudo avaliou o efeito do MTA na expressdo de citocinas no tecido
pulpar de ratos. A expressao de CCL5/ RANTES, CCL2 / MCP1, IL-1a, IFN-y, TNF-
a, IL-4 e IL-6 foram avaliadas por RT-PCR a 10 e 20 dias apés a exposi¢cao. Os
grupos de controle ndo foram expostos ao material. De acordo com os resultados,
nao foi encontrado nenhuma expresséao detectavel de CCL2, IL-4 e IL-6 no tecido de
qualquer grupo, enquanto o TNF-a foi expresso em niveis elevados 20 dias apés a
exposicdo. A expressdo de CCL5 e IL-1a foi menor no grupo tratado com MTA apés
10 dias do tratamento. Aos 20 dias ap0s o0 procedimento cirdrgico, a expressao de
IFN-y também foi menor no grupo tratado com MTA. Diante disso, os autores
concluiram o MTA regula as citocinas inflamatérias CCL5, IL-1a e IFN-y, podendo ter
um efeito anti-inflamatério (BARBOSA SILVA; VIEIRA; SOBRINHO, 2008).



29

3 OBJETIVO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a resposta pulpar inicial, através de
analise histolégica descritiva, morfométrica e imuno-histoquimica, em molares de
ratos apos pulpotomia com MTA branco e SF a 15,5%, nos periodos de 24, 48 e 72
horas.

Os obijetivos especificos foram:

a) Quantificar as células inflamatérias e densidade vascular por meio de analise
morfométrica,;

b) Analisar a imunoexpressao da citocina inflamatéria IL-6 através da descri¢ao

e guantificacdo de sua expressao.
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4 METODOLOGIA

Nesta sessao apresentamos a metodologia deste trabalho.

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Apoés aprovacgdo pelo Comité de Etica envolvendo Pesquisa em animais da
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL/MG (protocolo 570/2014 - Anexo A),
foram utilizados 26 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), machos, com peso
entre 270 e 300 gramas, obtidos do Biotério da Universidade Federal de Alfenas,
UNIFAL-MG. Durante todo periodo experimental os animais foram mantidos em
gaiolas identificadas, em ambiente com temperatura entre 22 e 24°C, com ciclo de
luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e com 0 consumo de racao solida
e agua ad libitum. Vinte e quatro animais foram distribuidos aleatoriamente em 2
grupos, de acordo com 0s materiais a serem testados. Cada grupo, por sua vez, foi
dividido em 3 subgrupos, de acordo com o tempo experimental de 24, 48 e 72 horas

apos pulpotomia.

Grupo | (n = 12 ratos/24 dentes) - pulpotomia com cimento MTA branco
IA (n = 4 ratos/8 dentes) - tempo experimental 24 horas
IB (n = 4 ratos/8 dentes) - tempo experimental 48 horas

IC (n = 4 ratos/8 dentes) - tempo experimental 72 horas

Grupo Il (n = 12 ratos/24 dentes) - pulpotomia com Sulfato Férrico a 15,5%.
IIA (n = 4 ratos/8 dentes) - tempo experimental 24 horas
[IB (n = 4 ratos/8 dentes) - tempo experimental 48 horas
[IC (n = 4 ratos/8 dentes) - tempo experimental 72 horas

Nos outros 2 animais, 0s primeiros molares inferiores direito e esquerdo foram
utilizados, os quais, 2 foram mantidos higidos e nos outros dois foi realizada apenas
a abertura coronaria. Tais dentes foram utilizados como parametro para a analise

descritiva, totalizando 52 dentes.
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4.2 PROCEDIMENTO OPERATORIO

Os animais foram anestesiados por injecdo intramuscular de xilazina
(Anasedan — Sespo Industria e Comércio Ltda, Paulinia - SP) na concentracdo de
6mg/kg e quetamina (Cetamin - Rhobibarme InduUstria Farmacéutica Ltda,
Hortolandia, SP, Brasil) na concentracdo de 70mg/kg e contidos em uma mesa
operatoria (Figura 1), o que permitiu sua imobilizacdo apds anestesia geral e
manutencao da boca aberta.

A assepsia da cavidade bucal foi realizada com algoddo umedecido em
digluconato de clorexidina 0,12% (Periogard/Colgate Palmolive Industria e Comércio
Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil).

Para a confeccao da abertura coronéaria dos dentes utilizou-se ponta esférica
diamantada n® 1011 em alta rotacdo (FG KG Sorensen Industria e Comércio Ltda.,
Barueri, SP, Brasil), de granulacéo fina (diametro 0,10 décimos de milimetro no
centro da face oclusal (classe I), removendo a ponte de esmalte central, cuja
profundidade foi correspondente a parte ativa da ponta (Figura 2), mediante
irrigacdo/aspiracdo com soro fisiolégico para remocdo das raspas de dentina. A
exposigdo pulpar, bem como a ampliagdo e a regularizagdo da cavidade foi obtida
usando uma broca de aco esférica n°1 (Dentsply Industria e Comércio Ltda,
Petropdlis, RJ, Brasil) a 1500 rpm, usando o motor de implante Dforce 1000
(Dentflex Industria e Comércio Ltda, Ribeirdo Preto, SP) sob irrigagdo com soro
fisiologico. O tecido pulpar coronario exposto foi amputado até o nivel da entrada
dos canais radiculares com o auxilio de uma cureta n°® 5 (SS White, Objetos
Dentérios Ltda., Juiz de Fora, MG, Brasil). O excesso de soro fisiol6gico foi removido
com auxilio de aplicadores descartaveis Microbrush (KG Sorensen Industria e
Comércio Ltda., Barueri, SP, Brasil) estéreis (Figura 3).

Para o grupo MTA branco (MTA White, Angelus, Londrina, PR, Brasil), o
material foi manipulado de acordo com a recomendacdo do fabricante, obtendo-se
uma mistura lisa, no qual foi aplicada no remanescente pulpar apos o controle da
hemorragia. A cavidade foi entdo selada com cimento de iondmero de vidro
convencional (Vidrion R — SSWhite Artigos Dentéarios Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) (Figura 4).

Para o grupo Sulfato Férrico a 15,5 % (Astringedent — Ultradent Products Inc,

South Jordan, USA), utilizou-se um aplicador descartavel Microbrush (KG Sorensen
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IndUstria e Comércio Ltda., Barueri, SP, Brasil) estéril, umedecido com o material,
tomando-se o cuidado da remocdo do excesso do material com uma gaze estéril,
sendo levemente pressionado na entrada dos condutos radiculares, e entdo mantido
por 15 segundos. Decorrido o tempo determinado, o aplicador Microbrush foi entdo
removido e, na auséncia de sinal de sangramento, uma base de OZE (presa lenta -
Biodindmica Quim. E Farm. Ltda, Ibipord, PR, Brasil), foi acomodada na camara
pulpar. A cavidade foi selada com cimento de iondbmero de vidro convencional
(Vidrion R — SSWhite Artigos Dentarios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 5).

Figura 1 — Contencao do animal:
A) Mesa operatoria; B: Imobilizacdo e manutencdo da boca aberta do
animal apds anestesia geral.

Fonte: Junqueira, 2015.



Figura 2 — Abertura Coronaria:

A) Aspecto inicial do primeiro molar inferior; B) e C) Abertura corondria em alta rotacdo com a

broca diamantada 1011.

Fonte: Junqueira, 2015.

Figura 3 — Exposicao pulpar e pulpotomia:
A) Exposicédo pulpar apés o uso de broca de aco em baixa rotagdo; B)
Aspecto da abertura coronaria ap6és a remocdo do tecido pulpar
coronario e controle da hemorragia.

Fonte: Junqueira, 2015.

Figura 4 — Pulpotomia com MTA branco:
A) Capeamento com MTA branco; B) Restauragdo com Vidrion R.

Fonte: Junqueira, 2015.
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Figura 5 - Pulpotomia com SF 15,5%:
A) Capeamento com SF 15,5%; B) Base com cimento OZE; C) Restauracéo com Vidrion R.

Fonte: Junqueira, 2015.

4.3 PREPARO DOS DENTES EXTRAIDOS PARA ANALISE HISTOLOGICA

Sob anestesia com xilazina (6mg/kg) e quetamina (70mg/kg) via intra
muscular, os ratos foram eutanasiados apés 24, 48 e 72 horas do procedimento por
inalagao excessiva de COx.

As mandibulas foram dissecadas livres da cabeca, e os dentes foram
removidos em bloco com osso circundante. Em seguida, foram fixados em
formaldeido 4% tamponado com fosfato 0,1M e pH 7,4 por 24 horas em a 4°C em
frascos individuais e identificados. ApOs 24 horas de fixagéo, iniciou-se 0 processo
de desmineralizacdo em solugdo de acido etileno diamino tetracético (EDTA)
tamponado com fosfato pH 7,0, o qual foi agitado uma vez ao dia e trocado a cada 7
dias, por um periodo aproximado de 30 dias.

Realizada a desmineralizacdo, os dentes foram lavados em &gua corrente
abundante, desidratados pela passagem sucessiva em 4alcoois e incluidos em
parafina. Em seguida, os blocos foram desgastados em micr6tomo (Leica RM 2165)
até que a regido ideal para obtencdo de cortes da camara pulpar e dos canais
radiculares foi atingida para, entdo, serem processadas trés laminas contendo trés
cortes seriados de 5 um de espessura, sendo uma lamina utilizada para coloracéo
de HE e duas para imuno-histoquimica. Para tanto, o material cortado foi distendido
em banho maria e colhido em laminas, no qual, foram levadas a uma estufa a 60°C,
e em seguida, apos resfriarem, foi realizada uma sequéncia de banhos em alcoois

em diferentes concentracdes para desparafinizacao.
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As laminas desparafinizadas foram imersas em hematoxilina de Harris e
lavadas em agua corrente para remover o excesso do corante. Apds a remocao do
excesso de agua, os cortes foram imersos em eosina por cinco minutos,
desidratados e clarificados, e as laminas montadas. Estes cortes corados com HE

foram utilizados para a descricdo morfolégica e morfométrica da resposta tecidual.

4.4 ANALISE MORFOMETRICA DO COMPLEXO DENTINO-PULPAR

Com uma camera fotogréfica digital (Axiocam MRc 1.4 Mb - Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) acoplada a um microscopio 6ptico binocular (AxioLab Al Plus
- Carl Zeiss, Jena, Alemanha) utilizando-se uma objetiva de 40X, foram obtidas de
seis a nove fotografias ao longo de todo o comprimento da raiz, para cada corte
histologico. Assim, o numero total de imagens, por cortes, variou conforme o
comprimento da raiz do dente tratado. Dessa maneira, as imagens de cada corte
histol6gico foram distribuidas de acordo com o terco radicular (cervical, médio e
apical) e permitiu a utilizacdo de duas a trés imagens para analise de cada terco.
Para a captura das imagens foi utilizado o software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl Zeiss,
Jena, Alemanha).

ApGs esse processo, a analise morfométrica foi realizada através do Software
Imagen Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA) que determinou a
guantidade de células inflamatérias presentes em todo tecido pulpar em cada
imagem (Figura 6). Ao final, foi calculado o total de numero de células inflamatdrias
para cada terco radicular.

Para avaliacdo da densidade vascular utilizou-se 0 mesmo Software, em que
trés grades quadriculadas com 49 interseccbes foram sobrepostas as imagens,
sendo que os pontos de intersec¢cdo que coincidiam sobre 0s vasos sanguineos
foram contados, como mostra a Figura 7. Também, foi calculado o total de pontos de
interseccéo para cada terco radicular. E depois dessa etapa a densidade vascular foi

calculada para posterior andlise estatistica através da férmula:

Dv = numero de pontos de intersecdes contatos x 100
namero total de pontos do reticulo
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Figura 6 — Quantificacdo das células inflamatérias pelo software Imagen Pro Plus 4.5.

Fonte: Do autor
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4.5 PROTOCOLO PARA IMUNO-HISTOQUIMICA (METODO DA PEROXIDASE)

Os cortes foram desparafinizados (xilol 100%) e hidratados (alcool 100%,
95%, 80%, 70%, agua destilada). Em seguida foi realizada a lavagem com PBS
(Phosphate buffer saline) 0,05 M e pH 7.4 e incubagdo com H»O, (30 vols.) por 30
minutos e com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos em
temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com anticorpo primario
monoclonal de rato anti-IL-6 humano (ab9324, Abcam, Cambridge, UK), na diluicdo
de 1:800, por 12 horas a 4°C, seguido da incubacdo com anticorpo secundario de
coelho anti-rato, na diluicdo de 1:500, por 1 hora em temperatura ambiente. Os
cortes foram tratados com o complexo estreptoavidina peroxidase (Sigma) em PBS
0,05 M. A reacao foi revelada utilizando-se a solucédo 3-3’-diaminobenzidina (DAB;
Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) por 1 minuto, e os cortes lavados com
agua destilada e contra-corados com hematoxilina. A montagem das laminas foi feita
com solucdo aquosa de montagem (VectaMount AQ; Vector Laboratories, Inc,
Burlingame, CA, EUA).

4.6 ANALISE QUANTITATIVA DA IMUNOEXPRESSAO PARA IL-6

As imagens dos cortes histolégicos de imuno-histoquimicas foram capturadas
de forma semelhante as imagens de HE.

Para a andlise das imagens usou-se o software ImageJ (Imaged v1.43j;
National Institutes of Health, Bethesda, MD), a imagem foi submetida ao
procedimento analitico "color deconvolution”, (RUIFROK; JOHNSTON, 2001)
utilizando o vector HDAB. Esta ferramenta separa a imagem digital em trés painéis
diferentes, um com hematoxilina, um segundo painel apenas com DAB e um terceiro
painel de fundo. Utilizou-se o painel de DAB, no qual, foi selecionada a area de
interesse contendo tecido conjuntivo pulpar, desconsiderando pequenos artefatos e
vasos sanguineos de grande calibre (Figura 8). ApOs esse processo foi realizado o
histograma da area de interesse delimitada e a quantificacdo da densidade, em
pixels, da coloracdo DAB, representada por valores entre 0 a 255 (Figura 9). O valor
médio da expressdo da densidade da coloracdo foi selecionado, sendo que o0s
valores proximo de O (coloracdo marrom) representam uma expressao

imunopositiva, enquanto que, os valores proximo de 255 (coloracdo branca)
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demonstram uma expressao imunonegativa.

Figura 8 - Imagem em painel de DAB, com éarea de interesse delimitada para quantificagdo da imunoexpressao
da IL-6 pelo software Imagen J.

Fonte: Do autor
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Figura 9 - Histograma da densidade em pixels da coloracdo DAB pelo software
Imagen J.

Fonte: Do autor

4.7 ANALISE DESCRITIVA

A andlise microscépica descritiva da reacdo do tecido pulpar frente ao
procedimento de pulpotomia consistiu na descricdo dos fenbmenos histopatolégicos,
procurando caracteriza-los globalmente em funcdo das variaveis experimentais, nos
cortes histolégicos submetidos a coloracdo de HE e reacdo de imuno-histoquimica

para deteccao de IL-6.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Visando proporcionar melhor entendimento, andlise estatistica sera

apresentada de acordo com a metodologia empregada.

4.8.1 Quantificacdo de células inflamatoérias e da densidade vascular
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Os dados foram coletados e digitados em planilha eletrénica do Microsoft
Excel (2010). Previamente a analise estatistica, devido ao fato do numero total de
imagens para cada corte histologico serem diferentes, foram calculados os valores
meédios das células inflamatorias e da densidade vascular presente em cada terco
radicular. Sendo que, o valor total da quantificacdo das células inflamatérias e da
densidade vascular do terco foi divido pelo nimero de imagens deste terco.

As andlises estatisticas foram realizadas no software BioEstat versdo 5.3.
Por meio do teste de Shapiro Wilk e Durbin Watson verificou-se que as
pressuposicoes de normalidade e independéncia, respectivamente, nao foram
atendidas. Deste modo, para avaliacdo dos fatores locais e tempos foi realizado o
teste ndo paramétrico kruskal Wallis, seguido do teste de Dunn. No intuito de
analisar a diferenca entre os materiais, foi utilizado o teste t para diferenca de
médias.

Para verificar a correlacéo entre as variaveis numero de células inflamatérias
e humero de vasos sanguineos, de acordo com o material estudado, utilizou-se a
correlacdo de Spearmam.

Todos os testes foram realizados considerando um nivel de significancia de
5%.

4.8.2 Analise estatistica da quantificacdo da imunoexpresséo para IL-6

Os dados foram coletados e armazenados em um banco de dados, elaborado
em planilha eletrénica do Microsoft Excel (2010). Previamente a analise estatistica,
foi calculada a média da expressédo da densidade da coloracdo em pixels.

A analise estatistica foi realizada no Software R versédo 3.4.3, 2017 (R Core
Team). Ao realizar o teste de Shapiro Wilk verificou-se que as pressuposi¢cdes
apresentavam normalidade residual (p= 0,407). Em seguida foi realizado o Teste f
para analise de variancia. Como a interagdo tripla foi significativa (p=0,0039) faz-se
necessario realizar o desdobramento, portanto realizou-se o teste de Tukey para
diferenca das médias.

Todos os testes foram realizados considerando um nivel de significAncia de
5%.
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5 RESULTADOS

A amostra do presente estudo foi composta por 52 primeiros molares
inferiores de 26 ratos machos. Ndo houve perdas de animais durante o
procedimento cirargico e o periodo de acompanhamento.

Contudo, durante a analise das laminas coradas com HE, uma lamina do
grupo MTA no periodo de 24 horas foi excluida do estudo por apresentar artefatos

de técnicas que impediam sua analise.

5.1 ANALISE MORFOMETRICA

Na analise morfométrica foi realizada quantificacéo de células inflamatorias e

da densidade vascular.

5.1.1 Quantificacéo de células inflamatorias

N&do houve diferenca estatistica em relacdo ao numero de células
inflamatérias entre os grupos MTA e SF nos tempos de 24, 48 e 72 horas ap0s a
pulpotomia (p>0,05) (Gréfico 1).

Em relacdo aos tempos analisados, no grupo MTA, houve diferenca
estatistica no numero de células inflamatorias, sendo o maior nimero observado as
48 horas (Figura 11 e 14) e o menor as 24 horas (p<0,05). O numero de células
inflamatérias no periodo de 72 horas ndo diferiu estatisticamente dos demais
periodos (p>0,05). J4 no grupo SF, ndo houve diferenca estatistica do niumero de
células inflamatorias entre os tempos analisados (p > 0,05) (Grafico 2).

Em ambos os grupos verificou-se diferenca estatistica do niamero de células
inflamatorias nos tercos radiculares (p < 0,05), sendo o maior nUmero observado no
terco cervical da raiz (Figuras 10-15 (A-C)), com regressao nos tercos medio

(Figuras 10-15 (D-F)) e apical (Figuras 10-15 (G-I)), como observado no Gréfico 3.
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Grafico 1 - Representacao grafica do resultado do teste t para diferenca de médias do
ndmero de células inflamatérias dos grupos MTA e SF nos periodos de 24,
48 e 72 horas.

Fonte: Do autor

Nota: Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05); grupos com letras iguais néo
diferem estatisticamente entre si.

Tempo avaliado
H 24 horas
H48 horas
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inflamatorias
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Gréfico 2 - Representacéo grafica do resultado do teste Kruskal-Wallis para o nimero de células
inflamatérias em 24, 48 e 72 horas no Grupo MTA e SF.

Fonte: Do autor

Nota: Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05); grupos com letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si.
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Gréfico 3 - Representacdo gréafica do resultado do teste Kruskal-Wallis para o nimero de células
inflamatérias nos tergos radiculares para o Grupo MTA e o SF.

Fonte: Do autor

Nota: Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05); grupos com letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si.

5.1.2 Quantificacdo da densidade vascular

Ao comparar o grupo MTA com o grupo SF, ndo houve diferenca estatistica
em relacdo a densidade vascular no periodo de 24, 48 e 72 horas (p > 0,05) (Gréfico
4).

Para ambos os matérias utilizados nesse estudo, ao analisar os periodos
apos o tratamento, ndo foi encontrada diferenca significativa (p > 0,05). Portanto, a
densidade vascular em 24, 48 e 72, ap6s pulpotomia, € estatisticamente igual no
grupo MTA e no grupo SF (Gréfico 5).

Houve diferenca significativa em relagdo a densidade vascular, para ambos
0S grupos, quando comparados os tercos radiculares do dente tratado, no qual foi
observada maior vascularizagdo no terco radicular médio (p < 0,05) (Figuras 10-15
(D-F)); os tergos cervical (Figuras 10-15 (A-C)) e apical (Figuras 10-15 (G-I)) foram
estatisticamente iguais (Gréfico 6).



H Grupo MTA
H Grupo SF

Meédia da densidade vascular

24 horas 48 horas 72 horas

Tempos avaliados

Grafico 4 - Representacao grafica do resultado do teste t para a diferenca de médias da
densidade vascular dos grupos MTA e SF nos periodos de 24, 48 e 72
horas.

Fonte: Do autor

Nota: Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05); grupos com letras iguais ndo
diferem estatisticamente entre si.

Tempo Avaliado

M 24 horas
W 48 horas

72 horas

Posto médio da densidade vascular

Grupo MTA Grupo SF

Grafico 5 - Representacdo grafica do resultado do teste Kruskal-Wallis para a
densidade vascular em 24, 48 e 72 horas nos grupos MTA e SF.

Fonte: Do autor

Nota: Diferenga estatisticamente significativa (p<0,05); grupos com letras iguais néo
diferem estatisticamente entre si.
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Grafico 6 - Representacdo grafica do resultado do teste Kruskal-Wallis para a
densidade vascular nos tercos radiculares para o Grupo MTA e o SF.

Fonte: Do autor

Nota: Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05); grupos com letras iguais ndo
diferem estatisticamente entre si.

N&o foi encontrada diferenca significativa ao se correlacionar o grau de
inflamacdo com a densidade, tanto para o material MTA como para o SF (p =
0,7189).

5.2 ANALISE DESCRITIVA DOS CORTES CORADOS EM HE

Visando proporcionar melhor intepretacdo a descricdo dos fendmenos
histopatolégicos dos cortes corados em HE foi dividida de acordo com o grupo

experimental.

5.2.1 Grupo MTA

Nos periodos de 24, 48 e 72 horas verificou-se um grande nimero de células
inflamatodrias presentes no terco radicular cervical, no qual as células estavam
agrupadas no tecido pulpar adjacente ao material capeador (Figuras 10-12 (A-C)).
Verificou-se em alguns cortes histolégicos necrose superficial, em contato com o
material (Figuras 10, 11 (A-C)), estando o tecido mais profundo com caracteristicas
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de normalidade (Figuras 10-12 (A-C)). A intensidade do infiltrado inflamatorio
diminuiu gradativamente nos tercos médio e apical, sendo que as células
inflamatorias estavam praticamente ausentes na regido apical (Figuras 10-12 (G-)).
Também foi observado que o tecido conjuntivo apresentava-se organizado exibindo
diversos fibroblastos entre os vérios feixes de fibras coldgenas, além de apresentar
vasos sanguineos rodeados por células inflamatorias, tendo predominantemente
maior vascularizacdo no terco meédio (Figuras 10-12 (D-F)). O periodo de 48 horas
mostrou uma maior reacdo inflamatéria em comparacdo aos demais periodos
(Figuras 11). Para todos o0s periodos experimentais, observou-se um infiltrado

inflamatdrio com predominio de neutrofilos.

5.2.1 Grupo SF

Nos periodos de 24, 48 e 72 horas observou-se maior numero de células
inflamatorias presentes no terco radicular cervical, sendo que o tecido adjacente ao
material capeador apresenta-se praticamente acelular seguido de uma de camada
de células inflamatorias dispersas (Figuras 13, 15 (A-C)). Nesta regido em alguns
cortes histologicos verificaram-se areas necroéticas (Figuras 13, 14 (A-C)). A
intensidade do infiltrado inflamatério diminui gradativamente nos tercos médio e
apical, com células inflamatérias escassas na regido apical. Verificou-se que em
alguns cortes o tecido conjuntivo mais profundo mostrava-se mais desorganizado
(Figuras 13; 15 (D-F)), com alta vascularizacdo predominando no ter¢co meédio
(Figuras 13-15 (D-F)). O periodo de 48 horas mostrou maior inflamacdo em
comparacdo aos demais periodos (Figura 14). Para todos os periodos

experimentais, observou-se uma resposta inflamatéria predominada por neutrofilos.



Figura 10 — Fotomicrografias dos ter¢os radiculares de um Unico dente do grupo MTA, no periodo

experimental de 24 horas, as quais foram coradas com HE.

Legenda: (A-C) terco cervical com presenca de infiltrado inflamatério (I) localizado abaixo do material
capeador (M), com necrose (N) superficial. (D-F) terco médio, apresentando maior nimero de
vasos sanguineos (VS), tecido conjuntivo (TC) normal e odontoblasto (O) organizados na
periferia pulpar. (G-1) terco apical com diminuicdo da vascularizagdo (VS). Presencga de células
inflamatdrias (Cl) no interior dos vasos sanguineos. Aumento de 40x.

Fonte: Do autor
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Figura 11 — Fotomicrografias dos tergos radiculares de um Unico dente do grupo MTA, no periodo experimental
de 48 horas, as quais foram coradas com HE.

Legenda: (A-C) ter¢o cervical com infiltrado inflamatério (I) denso abaixo do material (M) e necrose (N)
superficial. (D-F) terco médio mostrando vasos sanguineos calibrosos (VS), o tecido conjuntivo (TC)
normal e odontoblasto (O) organizados na periferia pulpar. (G-lI) terco apical pouco vascularizado
(VS). Presenca de células inflamatorias (Cl) no interior dos vasos sanguineos. Aumento de 40x.

Fonte: Do autor




Figura 12 — Fotomicrografias dos tercos radiculares de um Unico dente do grupo MTA, no periodo experimental
de 72 horas, as quais foram coradas com HE.

Legenda: (A-C) terco cervical com necrose superficial (N) infiltrado inflamatério abaixo do material (M), poucas
células inflamatdrias (Cl) no tecido mais profundo e tecido conjuntivo (TC) normal. (D-F) terco médio
com vasos sanguineos calibrosos (VS) e odontoblasto (O) organizados na periferia pulpar. (G-I) terco

apical com poucos vasos sanguinéos (VS). Presenca de células inflamatérias (IC) no interior dos
vasos sanguineos. Aumento de 40x.
Fonte: Do autor




24 horas, as quais foram coradas com HE.

Legenda: (A-C) terco cervical apresentando tecido superficial (TS) em contato com material mais avermelhado e
logo abaixo se observa a presenca de uma camada acelular, presenca de infiltrado inflamatério (I). (D-
F) terco médio, em que se verifica o maior nimero de vasos sanguineos (VS), o tecido conjuntivo (TC)
desorganizado e odontoblasto (O) organizados na periferia pulpar. (G-1) terco apical com vasos
sanguineos (VS). Presenca de células inflamatérias (Cl) no interior dos vasos sanguineos. Aumento
de 40x.

Fonte: Do autor




Figura 14 — Fotomicrografias dos tergos radiculares de um unico dente do grupo SF, no periodo experimental de
48 horas, as quais foram coradas com HE.

Legenda: (A-C) terco cervical com tecido superficial (TS) em contato com material mais avermelhado com grande
concentragdo do infiltrado inflamatério (1) disperso pelo tecido pulpar coronario e necrose (N)
superficial. (D-F) terco médio com maior nimero de vasos sanguineos (VS), o tecido conjuntivo (TC)
organizado e odontoblasto (O) distribuidos na periferia pulpar. (G-I) terco apical com poucos vasos
sanguineos (VS). Presenca de células inflamatérias (Cl) no interior dos vasos sanguineos. Aumento
de 40x.

Fonte: Do autor




Figura 15 — Fotomicrografias dos tergos radiculares de um unico dente do grupo SF, no periodo experimental de
72 horas, as quais foram coradas com HE.

Legenda: (A-C) terco cervical com tecido superficial (TS) em contato com material mais avermelhado e logo
abaixo a presenca de uma camada acelular e presenca de infiltrado inflamatério (I) disperso pelo
tecido pulpar coronéario. (D-F) terco médio, com presenca de vasos sanguineos (VS) o tecido
conjuntivo (TC) e odontoblasto (O) apresentam-se desorganizados. (G-1) ter¢o apical com presenca de
vasos sanguineos (VS) o tecido conjuntivo (TC) demostra-se desorganizado e os odontoblasto (O)
organizados na periferia pulpar. Presenca de células inflamatdrias (Cl) no interior dos vasos
sanguineos. Aumento de 40x.

Fonte: Do autor
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5.3 QUANTIFICACAO DA IMUNOEXPRESSAO PARA IL-6

Como a interacgéo tripla foi significativa (p=0,0039) (Tabela 1), foi necessario
realizar o desdobramento. Ressalva-se que para a interpretacédo dos dados que 0s
menores valores representam uma maior imunoexpressao, enquanto que o maior
valor representa uma menor expressao da IL-6.

Desse modo, avaliando o periodo experimental para um mesmo tergo
radicular e material, verificou-se que nas amostras do grupo MTA, no tergo cervical,
24 horas foi estatisticamente diferente de 48 e 72 horas (p < 0,05), no qual a maior
expressao da marcacao foi observada em 24 horas ap06s pulpotomia. Em relacdo ao
terco médio MTA, ndo houve diferenca estatistica entre os periodos experimentais (p
> 0,05). Na andlise do terco apical do grupo MTA, houve diferenca estatistica tanto
entre 24 e 72 horas, como também entre 48 e 72 horas (p < 0,05), com maior
expressdo em 72 horas. Para a andlise no grupo SF, em relacdo ao terco cervical
nao foi encontrada diferenca estatistica (p > 0,05). Ja no terco médio e apical, houve
diferenca tanto entre 24 e 48 horas como entre 48 e 72 horas (p < 0,05),
observando-se maior expressdo de IL-6 as 24 horas apds o procedimento (Tabela
2).

Em relacdo a analise do terco radicular dentro de um mesmo periodo
experimental e grupo, observou-se que no Grupo MTA, no periodo de 24 horas apés
pulpotomia, houve diferenca estatistica entre os trés tercos (p < 0,05), sendo que o
terco cervical mostrou maior imunoexpressao, com diminuicdo da marcacao no terco
meédio e apical gradativamente. No periodo de 48 e 72 horas, ndo foi encontrada
diferenca estatistica entre os tercos radiculares (p > 0,05). Para as amostras do
grupo SF, no tempo experimental de 24 horas, ndo foi encontrada diferenca
estatistica entre aos tercos (p > 0,05). Em relagédo ao periodo de 48 horas, observou-
se diferenca estatistica entre o terco cervical e o apical (p < 0,05), com maior
marcacao da IL-6 no terco cervical. Para o periodo de 72 horas, houve diferenca
entre o terco cervical com o terco médio e apical, sendo que a maior marcagao para
IL-6 ocorreu no tergo cervical (p > 0,05) (Tabela 2).

Ao comparar um material com o0 outro em um mesmo periodo experimental e
terco radicular foi possivel observar que, no terco cervical, houve diferenca
estatistica entre os materiais apenas no periodo de 24 horas (p < 0,05), sendo que o

grupo MTA apresentou maior imunoexpressao para IL-6. Em relacdo ao terco médio,
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a diferenca estatistica foi observada apenas no periodo de 72 horas (p < 0,05) ap6s
0 tratamento com maior imunopositividade também para o material MTA. No terco
apical, houve diferenca estatistica entre os materiais nos periodo de 24 horas (p <
0,05), com maior expressdo da marcacdo no grupo SF, e em 72 horas (p < 0,05)

apos o procedimento, com maior expressao de IL-6 para o grupo MTA (Tabela 2).

5.4 ANALISE DESCRITIVA DOS CORTES SUBMETIDOS A IMUNO-
HISTOQUIMICA PARA IL-6

Nos cortes histoldgicos da polpa dentaria submetidos a reacdo de imuno-
histoquimica, observou-se a expressao citoplasmatica de IL-6 em odontoblastos e
em eventuais ceélulas inflamatérias presentes no tecido pulpar (Figura 16).
Ocasionalmente uma marcacdo difusa para IL-6 foi encontrada na matriz
extracelular do tecido conjuntivo (Figura 16).

A polpa dentaria apresentou uma marcacao para IL-6 de intensidade leve a
moderada, dependendo do material utilizado, do periodo de tempo e tergo radicular

avaliado.

Tabela 1 - Andlise de variancia a 3 critérios, considerando material (MTA branco ou SF 15,5%),
0 periodo de avaliagdo (24, 48, 72 horas) e o ter¢o radicular (cervical, médio e apical) como
fontes de variagéo

Fonte de variacio | 6. | sa | Qm | pvalor
Material 1 648,00 648,00 0,006
Periodo 2 2542,08 1271,54 > 0,0001
Terco 2 5462,33 2731,16 > 0,0001
Material x Periodo 2 230,58 115,29 0,242
Material x Tergo 2 151,00 75,50 0,3916
Periodo x Terco 4 832,22 208,08 0,0442
Material x Periodo x Terco 4 1385,16 346,29 0,0039
Residuo 54 4273,50 79,13

Total 71  15526,00 218,67

Fonte: Do Autor

Nota: GL: Grau de liberdade; SQ: Soma de quadrados; QM: Quadrado médio.



Tabela 2 - Expressdo média de IL-6 nos tercos radiculares do
tecido pulpar remanescente apés pulpotomia com MTA branco
ou FS 15,5% durante os periodos experimentais

VATERIAL TERCO |PERIODO|EXPRESSAO
RADICULAR (h) IL-6

24 120.00%44

Cervical 48 150.00°A2

72 142.25°49

24 142.25%54

MTA Médio 48 154.25%A0
72 143.25*43

24 170.25*%¢

Apical 48 162.0020A0

72 150.75"43

24 137.50*"3

Cervical 48 152.25*44

72 142.50*49

24 145.00*44

SF Médio 48 164.50°480

72 157.75*PB0

24 153.25%3

Apical 48 171.75B°

72 164.502PB2

Fonte: do Autor

Nota: Letras minUsculas diferentes indicam diferencga estatistica entre
os periodos de avaliacdo para um mesmo terco radicular de dentes
tratados com MTA ou SF (p<0.05). Letras mailsculas diferentes
indicam diferenca estatistica entre os ter¢os radiculares para um
mesmo periodo de avaliacdo de dentes tratados com MTA ou SF.
Simbolos diferentes indicam diferenca estatistica entre o material
(MTA ou SF) para um mesmo periodo de avaliagdo e mesmo terco
radicular.



Figura 16 — Fotomicrografias dos tercos cervical ou médio radicular de
diversos dentes submetidas a reagdo imuno-histoquimica para detecgéo de
IL- 6 nos grupos MTA e SF.

Legenda: (A-C) Grupo MTA e (D-F) grupo SF nos periodos de 24, 48 e 72
horas, respectivamente, mostrado a imunomarcacao do citoplasma

de células inflamatérias (Cl) e de odontoblastos (O). (VS) Vasos
sanguineos. Aumento de 40x.
Fonte: Do autor
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6 DISCUSSAO

Os recentes progressos no campo da biologia celular e molecular, bem como
o melhor conhecimento acerca do desenvolvimento dentario, contribuiram para o
surgimento de novos materiais, mais biocompativeis, indicados para pulpotomia de
dentes deciduos (SAKAI et al., 2009). Deste modo, visando ampliar o conhecimento
sobre o mecanismo de acgéo, as vantagens, as desvantagens e as indicacfes dos
materiais capeadores pulpares, estudos sobre esses agentes tém sido constantes
na literatura (DOMINGUEZ et al., 2003; GODHI; SOOD; SHARMA, 2011; MORETTI
et al., 2008; SAKAI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013).

A interacdo entre materiais capeadores em contato com o tecido pulpar é
influenciada por muitos fatores, incluindo a composicdo do material, a concentracao
quimica, produtos de degradacao e a capacidade do tecido para responder a estes
agentes. O conhecimento da maneira com que estes materiais dentarios interagem
com o tecido pulpar é fundamental para a compreensdo de como esse tecido pode
ser ferido e posteriormente reparado ou regenerado durante procedimentos
restauradores dentarios (FERRACANE; COOPER; SMITH, 2010; MURRAY;
GARCIA GODOY; GARCIA GODOQY, 2007; YASUDA et al., 2008).

Por fatores éticos, estudos in vivo ndo possibilitam avaliar as reacdes iniciais
gue ocorrem quando da colocacdo de um material capeador sobre o remanescente
pulpar radicular, jA& que dentes deciduos humanos ndo podem e nao devem ser
extraidos logo apds o tratamento de pulpotomia. Portanto, justifica-se o modelo em
animais para avaliacdo das respostas celulares iniciais (CENGIZ et al., 2005;
KRAMER et al., 2014; SCARPARO et al., 2011; TRAN et al. 2012).

O modelo experimental deste estudo envolveu a utilizacao de ratos, visto que
seus molares, incluindo o tecido pulpar, apresentam-se anatdmica, histoldgica,
bioldgica e fisiologicamente semelhantes aos molares humanos (DAMMASCHKE,
2010). As pulpotomias foram realizadas nos molares inferiores de ratos conforme
descricbes prévias na literatura (BARBOSA SILVA; VIEIRA; SOBRINHO, 2008;
CENGIZ et al., 2005; TRAN et al. 2012).

Alguns dos fatores limitantes da utilizacdo do modelo animal de ratos foram a
impossibilidade de se realizar isolamento absoluto, dificuldade em se ter uma
visualizagdo adequada do campo de trabalho e, por mais cuidado na eliminagc&o das

raspas de dentina, algumas amostras apresentaram-se com raspas durante a



58

avaliacéo histologica.

O MTA foi eleito para o esse estudo por ser um material amplamente utilizado
com altas taxas de sucesso clinico, radiografico e histolégico em pulpotomia de
dentes deciduos (AEINEHCHI et al.,, 2007; AGAMY et al., 2004; CAICEDO et al.,
2006; CHACKO; KURIKOSE, 2006; DOMINGUEZ et al., 2003; EIDELMAN; HOLAN;
FUKS, 2001; KARABUCAK et al., 2005; LIN et al., 2014; MORETTI et al. 2008;
NIRANJANI et al., 2015; ODABAS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; PARANJPE et
al., 2011; SAKAI et al., 2009; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011). Porém, seu alto
custo impossibilita seu uso em muitos paises e no sistema publico de saude, além
da sua associacdo com a alteracdo de cor do elemento dentario (AL-HAJ ALI; AL-
JUNDI; DITTO, 2015; WALKER et al.,2013).

Devido a isto, terapias alternativas vém sendo pesquisadas a fim de se
encontrar um material de baixo custo e com taxas de sucessos semelhantes as do
MTA (STRINGHINI JUNIOR; VITCEL; OLIVEIRA, 2015). Selecionamos o sulfato
férrico 15,5% por ser um material barato e, apesar de varios estudos demonstrarem
alta taxa de sucesso clinico e radiografico (ERDEM et al.,2011; FUKS, 2002; PENG
et al., 2007; NEAMATOLLAHI; TAJIK, 2006; SONMEZ; SARI; CETINBAS, 2008;
HAVALE et al., 2013; YILDIZ; TOSUN, 2014), poucos séo os estudos histoldgicos
com a utilizacdo deste material (CANNON et al.,, 2011; FUKS,1997; SHAYEGAN,;
PETEIN; ABBEELE, 2008).

Muitas pesquisas foram realizadas avaliando clinica e radiograficamente as
reacoes pulpares frente aos materiais capeadores utilizados em pulpotomias
(AEINEHCHI et al., 2007; AGAMY et al., 2004; CAICEDO et al., 2006; DOMINGUEZ,
2003; EIDELMAN; HOLAN; FUKS, 2001; FUKS et al.,1997; LIN et al.,, 2014;
MORETTI et al. 2008; NIRANJANI et al., 2015; ODABAS et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2013; SAKAI et al., 2009; SHAYEGAN; SRINIVASAN; JAYANTHI, 2011). No
entanto, as reacdes iniciais ainda ndo estdo bem elucida (SHAHI et. al., 2010) e
acredita-se que falhas nas pulpotomias possam estar relacionadas com reacfes
inflamatorias agudas subclinicas (BARBOSA SILVA; VIEIRA; SOBRINHO, 2008;
SHAHI et. al.,, 2010). Além disso, existem poucos estudos histolégicas e imuno-
histoquimicas envolvendo a utilizacdo do MTA e do SF, justificando, portanto, a
realizacdo do presente trabalho.

No grupo MTA, verificou-se maior numero de células inflamatérias no tergo

cervical. Também foi possivel observar no tecido adjacente ao material capeador a
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presenca de infiltrado inflamatério e até mesmo areas necroticas. A presenca de
tecido necroético sugere que o MTA, de maneira similar ao hidroxido de calcio,
inicialmente causa uma necrose por coagulacdo em contato com o tecido conjuntivo
pulpar, reacdo esta devido a alta alcalinidade do produto utilizado (KOMABAYASHI;
SPANGBERG, 2008).

Assim, os materiais & base de MTA, apds a hidratagdo, liberam ions
hidroxilas, proporcionando ao meio um pH alcalino (FORMOSA et al., 2012; GRECH,;
MALLIA; CAMILLERI, 2013). O meio alcalino estimula o recrutamento de leucdcitos,
neutréfilos (SILVA et al., 2015) e a diferenciagdo de plasmécitos (SARAIVA et al.,
2017). Desse modo, entende-se que o MTA apresenta atividade potencialmente
curativa promovendo a cicatrizacdo de feridas na parte coronaria do dente,
mantendo a integridade da polpa ap6s a pulpotomia, resultados estes observados
por Bodem et al. (2004), Barbosa Silva; Vieira; Sobrinho (2008), Camilleri et al.
(2005), Moretti et al. (2008) e Sakai et al. (2009).

Estudos relatam que o MTA, utilizado como material capeador, permite que o
tecido remanescente continue vital, apresentando funcdes fisioldgicas normais,
estimulando a formacéo de tecido de mineralizado e, além disso, ndo apresentando
nenhum efeito deletério ao germe do dente permanente sucessor (ANSARI,
RANJPOUR, 2010; CAICEDO et al., 2006; CARDOSO- SILVA et al., 2011)

Para o grupo SF, verificou-se um maior numero de células inflamatérias no
terco cervical. Na analise morfolégica, foi possivel observar que o tecido em contato
com o material mostrava-se com uma coloracdo mais avermelhada, seguido de
camada aparentemente acelular. Acreditamos que esta caracteristica morfolégica
seja decorrente da acdo hemostatica do material, em que um complexo férrico
protéico € formado, e a sua membrana sela mecanicamente os vasos cortados.
Segundo Ranly e Garcia-Godoy (2000), a prevencdo da formacdo do coagulo
sanguineo permite a precipitacdo de uma barreira protéica no local de amputacao.

Vale ressaltar que a colocacéo direta de OZE sobre o tecido da polpa foi
relatado como causadora de inflamacdo em pulpotomias com SF (Smith; Seale;
Nunn, 2000), visto que as moléculas do eugenol, presentes na base de OZE, sao
pequenas e podem se difundir com facilidade pela polpa, causando uma inflamacao
cronica subclinica (CASAS et al., 2005; HAVALE et al., 2013; MORETTI et al., 2008;
ODABAS al., 2012; YILDIZ; TOSUN, 2014). Por outro lado, o complexo de ions
férricos formado pelo SF na superficie do remanescente pulpar pode atuar como
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uma barreira para componentes irritativos do OZE (RANLY, 1994). Devido a este
fato, acreditamos que esta barreira tenha restringido o processo inflamatério e
desorganizacao tecidual causados pelo o OZE e ndo pelo SF, para uma regiao
imediatamente abaixo a base capeadora.

Em uma revisdo sistemética da literatura, as taxas de sucesso clinico
encontradas em tratamentos com o SF variaram de 78% a 100% e a de sucesso
radiografico de 42% a 97% (PENG et al., 2007). Entretanto, ndo existem muitas
pesquisas que demonstrem seu sucesso histolégico quando aplicados com este fim
(CANNON et al.,, 2011; CLEATON-JONES et al., 2002; FUKS et al., 1997,
SHAYEGAN; PETEIN; ABBEELE, 2008). De acordo com Cleaton-Jones et al.
(2002), mesmo com possiveis falhas nos achados histolégicos em casos que se
utilizaram SF, a pulpotomia pode apresentar sucesso clinico e radiografico.

Entre os dois materiais estudados no presente trabalho ndo houve diferenca
significativa na reacdo tecidual do remanescente pulpar causada pelos materiais.
Porém, através da analise histolégica do tecido pulpar, observou-se que o grupo SF
apresentou dentes com um infiltrado inflamatério ligeiramente maior que o grupo
MTA, além de uma maior desorganiza¢ao e vascularizacdo do tecido mais profundo.

Em dentes de suinos, ap6s 3 semanas da realizagdo de pulpotomias,
Shayegan, Petein e Abbeele (2008) verificaram n&o haver diferenca significativa
entre fosfato beta-tricalcico, MTA e cimento Portland branco em termos de resposta
inflamatoria, sendo esta menor do que aquela provocada pelo SF e formocresol.

Além disso, em ambos 0s grupos, o infiltrado inflamatério diminuiu no terceiro
dia, indicando o inicio da fase de resolucéo do processo inflamatério. A diminuicédo
do numero de células inflamatérias no terceiro dia de avaliacdo também foi
detectada por Reyes-Carmona et al. (2010). Em seu trabalho, apds pulpotomia com
MTA, os neutrofilos foram as células predominantes no primeiro dia no
remanescente pulpar proximo ao material capeador e o recrutamento de neutrofilos
diminuiu do primeiro até o terceiro dia, quando principalmente macréfagos e
linfécitos migraram para o tecido.

Portanto, no presente estudo foi possivel observar que, em ambos os grupos
experimentais, 0 maior numero de células inflamatorias ocorreu 48 horas apds a
pulpotomia, corroborando com o pico entre 24 e 48 horas do recrutamento de
neutrofilos, os quais migram dos vasos sanguineos para 0 espaco perivascular,

sendo direcionados para a lesdo ou irritantes (MELKER et al., 2006). Ap0Os o pico da
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inflamac@o em 48 horas, houve a resposta imunoldgica do hospedeiro, envolvendo
eventos celulares e ocasionando a diminuicdo do nimero de células inflamatorias as
72 horas.

Atualmente, ha evidéncias de que a inflamacédo é um pré-requisito para o
reparo do tecido (EMING, KRIEG, DAVIDSON, 2007; GOLDBERG et al., 2008). O
equilibrio entre os mediadores estimulatérios e inibitérios durante as diversas fases
da reparacdo € crucial para se alcancar a homeostase do tecido apos a lesdo
(EMING, KRIEG, DAVIDSON, 2007).

O saldo existente entre a infecgdo, a inflamacgéo e a reparacgdo € fundamental
para o prognostico do tratamento (SIMON et al.,, 2012). Os eventos inflamatodrios
podem contribuir para as fases iniciais da reparacdo pulpar, principalmente, se
houver ligacdo direta entre a liberacdo de citocinas e o comprometimento de
algumas células pulpares em relagdo ao fendtipo progenitor de odontoblastos ou
osteoblastos (GOLDBERG et al., 2008).

Segundo Goldberg et al. (2008), a reparacao celular tem inicio apés o controle
da inflamacdo, com a substituicho da parte lesada ou necrética por células
indiferenciadas, que apos diferenciacdo dardo origem a um tecido semelhante ao
anterior. Tais autores citam ainda trés fases sucessivas na renovacao celular: ligeira
inflamacé&o associada com o recrutamento celular, proliferacao celular preenchendo
o local da lesédo e, em seguida, a diferenciacdo celular na polpa, originando novos
odontoblastos para a producéo de dentina reparadora.

As células imunes e residentes do hospedeiro produzem e liberam varias
citocinas que exercem um papel complexo, porém de forma coordenada sobre a
linha de eventos celulares e moleculares envolvidos no desencadeamento e
progressdo do processo inflamatério (ANDERSON; RODRIGUEZ; CHANG, 2008;
FRANZ et al., 2011).

Dentre as interleucinas, a IL-6 é uma importante reguladora da inflamacgéo e
tem seus niveis aumentados nos processos inflamatérios (SCHELLER et al, 2011).
Trata-se de uma citocina multifuncional inflamatéria é secretada por mondcitos,
macréfagos, neutrofilos, fibroblastos e linfécitos T (FONSECA et al., 2016;
SCHELLER et al. ,2011), sendo sintetizada em resposta a um trauma ou uma
infeccdo, que pode ativar células especificas exercendo assim um papel importante
na reacgao inflamatoria e reabsorcdo 6ssea (OLIVEIRA et al., 2017).

Inicialmente, a IL-6 induz o recrutamento de neutrofilos e, em seguida, atua
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na transicdo da inflamacao aguda para a inflamacéo cronica, modulando a apoptose
dos polimorfonucleares, recrutando mondcitos e estimulando sua diferenciacdo em
macrofagos. Também exerce papel na diferenciacao de linfocitos B e T, a partir da
apresentacao de antigeno, além de atuar na regulacdo do metabolismo 6sseo e em
algumas funcdes neurais (SCHELLER et al., 2011). Assim, a IL-6 pode ser
considerada um potente mediador da resposta inflamatéria e marcador da
inflamacdo (RINCON, 2012). Como em nosso estudo foi observada uma marcacgao
de leve a moderada para IL-6 ap0s utilizacdo de MTA e SF, sugere-se a ocorréncia
de um processo inflamatério brando.

Tem sido observada apds implantacdo de materiais a base de silicato de
calcio em subcutaneo de ratos correlacdo entre reacdo inflamatéria e
imunoexpresséao de IL-6 (FONSECA et al., 2016; SILVA et al, 2015). Neste estudo,
foi possivel observar que houve uma maior expressao da IL-6 nos tercos radiculares
do tecido pulpar remanescente apoOs pulpotomia com MTA branco, durante o0s
periodos experimentais. Niveis elevados dessa citocina podem estar
correlacionados a extensdo da inflamacéo e edema do tecido pulpar e ao seu papel
como um mediador da resposta do hospedeiro em funcdo da injaria tecidual e
infeccdo (ELSALHY; AZIZIEH; RAGHUPATHY 2013).

No presente trabalho, observou-se uma maior expressédo da IL-6 no terco
cervical das amostras de ambos o0s grupos ao longo do tempo experimental, sendo
essa expressao de leva a moderada, o que sugere sua participacdo no processo
inflamatorio decorrente da utilizacdo de ambos os materiais capeadores empregados
neste estudo. Porém, ndo foram encontrados trabalhos na literatura sobre andlise
imuno-histoquimica para esses materiais, evidenciando a necessidade de mais

estudos com essa metodologia.
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7 CONCLUSAO

N&o houve diferenca entre o grau de inflamacdo e densidade vascular entre
os dentes tratados com MTA branco e SF 15,5%, porém os dentes tratados com
MTA apresentaram melhores caracteristicas histologicas. A inflamacg&o inicial
ocorreu principalmente no terco cervical radicular para ambos os materiais, podendo
observar que as células inflamatdrias ficaram aglomeradas no tecido adjacente ao
MTA, enquanto que estas células distribuiram-se mais difusamente no tecido
proximo ao SF. Além disso, a IL-6 teve uma participacdo de leve a moderadora na
resposta inflamatéria inicial em ambos os grupos com maior expressdo em dentes

tratados com o material MTA.



64

REFERENCIAS

AEINEHCHI, M. et al. Randomized controlled trial of mineral trioxide aggregate and
formocresol for pulpotomy in primary molar teeth. Int. Endod. J., v. 40, n. 4, p. 261-
267, 2007.

AGAMY, H.A. et al. Comparison of mineral trioxide aggregate and formocresol as
pulp-capping agents in pulpotomized primary teeth. Pediatr. Dent., v. 26, n. 4, p.302-
309, 2004.

ALBUQUERQUE, D. S.; GOMINHO, L. F.; SANTOS, R. A. Histologic evaluation of
pulpotomy performed with ethyl-cyanoacrylate and calcium hydroxide. Braz. Oral
Res., v. 20, n. 3, p. 226-230, 2006.

AL-DLAIGAN, Y. H. Pulpotomy Medicaments used in Deciduous Dentition: An
Update. J Contemp Dent Pract., v. 16 n. 6, p. 486-503, 2015.

AL-HAJ ALI, S. N.; AL-JUNDI, S. H.; DITTO, D. J. In vitro toxicity of formocresol,
ferric sulphate, and grey MTA on human periodontal ligament fibroblasts. Eur. Arch.
Paediatr. Dent., v. 16, n. 1, p. 51-55, 2015.

ALSUBAIT, A.; AL-HAIDAR, S.; AL-SHARYAN, N. A Comparison of the Discoloration
Potential for EndoSequence Bioceramic Root Repair Material Fast Set Putty and
ProRoot MTA in Human Teeth: An In Vitro Study. J. Esthet Restor Dent., v. 29, n. 1,
p. 59-67, 2016.

American Academy of Pediatric Dentistry, AAPD, Reference Manual 2016-2017.
Guideline on Pulp Therapy for Primary and Immature Permanent Teeth. Pediatr.
Dent., v. 38, n. 6, p. 280-288, 2017.

ANDERSON, J. M.; RODRIGUEZ, A.; CHANG, D. T. Foreign body reaction to
biomaterials. Semin Immunol., v. 20, n. 2, p. 86-100, 2008.

ANSARI, G.; RANJPOUR, M. Mineral trioxide aggregate and formocresol pulpotomy
of primary teeth: a 2-year follow-up. International Endodontic Journal, v. 43, n. 5,
p. 413-418, 2010.

ASGARY, S.; SHIRVANI, A.; FAZLYAB, M. MTA and Ferric Sulfate in Pulpotomy
Outcomes of Primary Molars: A Systematic Review and Meta-Analysis. J. Clin.
Pediatr. Dent., v. 39, n. 1, p. 1-8, 2014.

AUGSBURGUER, R. A.; PETERS, D. D. In vitro effects of ice, skin refrigerant, and
CO2 snow on intrapulpal temperature. J. Endod., v.7, n.3, p.110-116, 1981.

BARBOSA SILVA, M. J.; VIEIRA, L. Q.; SOBRINHO, A. P. The effects of mineral
trioxide aggregates on cytokine production by mouse pulp tissue. Oral Surg. Oral
Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Endod., v.105, n.5, p. 70-76, 2008.

BARKHORDAR, R.A. et al., M.Z.; Interleukin-13 activity and collagen synt hesis in


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Dlaigan%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26323453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26323453

65

human dental pulp fibroblasts. J Endod., v. 28, n. 3, p. 157-159, 2002.

BODEM, O. et al. Direct pulp capping with mineral trioxide aggregate in a primary
molar: a case report. Int. J. Paediatr. Dent., v. 14, n. 5, p. 376-379, 2004.

BJZRNDAL, L.; MJOR, I. A. Pulp-dentin biology in restorative dentistry. Part 4:
Dental caries--characteristics of lesions and pulpal reactions. Quintessence Int., v.
32,n.9, p. 717-736, 2001.

CAICEDO, R. et al. Clinical, radiographic and histological analysis of the effects of
mineral trioxide aggregate used in direct pulp capping and pulpotomies of primary
teeth. Aust. Dent. J., v. 51, n. 4, p. 297-305, 2006.

CAMILLERI, J. et al. The constitution of mineral trioxide aggregate. Dent. Mater., v.
21, n. 4, p. 297-303, 2005.

CANNON, M. et al. Early response of mechanically exposed dental pulps of swine to
antibacterial-hemostatic agents or diode laser irradiation. J. Clin. Pediatr. Dent., v. 35,
n. 3, p. 271-276, 2011.

CARDOSO - SILVA, C. et al. Clinical study of Mineral Trioxide Aggregate in primary
molars. Comparison between Grey and White MTA- a long term follow-up (84
months). J. Dent., v. 39, n. 2, p. 187-193, 2011.

CASAS, M. J. et al. Do we still need formocresol in pediatric dentistry? J. Can. Dent.
Assoc., v. 71, n. 10, p. 749-751, 2005.

CASTRO, A. Current concepts in vital pulpotomies in primary teeth. J. Mich. Dent.
Assoc., v. 87,n. 1, p. 26-28, 2005.

CENGIZ, S. B. et al. Histological comparison of alendronate, calcium hydroxide and
formocresol in amputated rat molar. Dent. Traumatol., v. 21, n. 5, p. 281-288, 2005.

CHACKO, V.; KURIKOSE, S. Human pulpal response to mineral trioxide aggregate
(MTA): a histologic study. J. Clin. Pediatr. Dent., v. 30, n. 3, p. 203-209, 2006.

CLEATON-JONES, P. et al. Ferric sulphate and formocresol pulpotomies in baboon
primary molars: histological responses. Euro J Paediatr Dent; v. 3, n.3, p. 121-125,
2002.

CONTI, T. R. et al. Pulpotomies with Portland cement in human primary molars. J
Appl. Oral Sci., v. 17, n. 1, p. 66-69, 2009.

COOPER, P. R. et al. Inflammation—-regeneration interplay in the dentine—pulp
complex. J. Dent., v. 38, n. 9, p. 687-697, 2010.

COTRAN, R. S.; KUMAR, V.; COLLINS, T. Robbins: Patologia estrutural e
Funcional. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000.



66

DEAN, J. A. Comparison of eletrosurgical and formocresol pulpotomy procedures in
children. Int. J. Paed. Dent., v. 12, n. 3, p. 177-182, 2002.

DALTOE, M. O. et al. Expression of Mineralization Markers during Pulp Response
to Biodentine and Mineral Trioxide Aggregate. J Endod., v. 42, n. 4, p. 596-603,
2016.

DALPIAN, D. M. et al. Clinical and radiographic outcomes of partial caries removal
restorations performed in primary teeth. Am J Dent. V. 27, n. 2, p. 68-72, 2014.

DAMMASCHKE, T. Rat molar teeth as a study model for direct pulp capping research in
dentistry. Lab. Anim., v. 44, n. 1, p.1-6, Oct. 2009.

DEERY, C. Formocresol and ferric sulfate have similar success rates in primary
molar pulpotomy. In carious primary molars does a pulpotomy performed with ferric
sulphate, compared with formocresol, result in greater clinical/radiographic success.
Evid. Based Dent., v. 6, n. 3, p. 70, 2005.

DOMINGUEZ, M. S. Histological and scanning electron microscopy assessment of
various vital pulp — therapy materials. J. Endod., v. 29, n. 5, p. 324-333, 2003.

DUANGTHIP, D. et al. Non-surgical treatment of dentin caries in preschool children —
systematic review. BMC Oral Health. v. 15, n. 44, p. 1-10, 2015.

EIDELMAN, E.; HOLAN G.; FUKS A. Mineral trioxide aggregate vs formocresol in
pulpotomized primary molars: a preliminary report. Pediat Dent., v. 23, n. 1, p. 15-18,
2001.

ELSALHY, M.; AZIZIEH, F.; RAGHUPATHY, R. Cytokines as diagnostic markers of
pulpal inflammation. Int Endod J., v. 46, n. 6, p. 573-580, 2013.

EL MELIGY, O. A.; ALLAZZAM, S.; ALAMOUDI, N. M. Comparison between
biodentine and formocresol for pulpotomy of primary teeth: A randomized clinical
trial. Quintessence Int., v. 47, n. 7, p. 571-580. 2016.

EMING, S. A.; KRIEG, T.; DAVIDSON, J. M. Inflammation in wound repair: molecular
and cellular mechanisms. J. Invest. Dermatol., v. 127, n. 3, p. 514-525, 2007.

ERDEM, A. P. et al. Success rates of mineral trioxide aggregate, ferric sulfate, and
formocresol pulpotomies: a 24-month study. Pediatr. Dent., v. 33, n. 2, p. 165-170,
2011.

FARSI, N. et al. Success of mineral trioxide aggregate in pulpotomized primary
molars. J. Clin. Pediatr. Dent., v. 29, n. 4, p. 307-311, 2005.

FEI, A. L.; UDIN, R. D.; JOHNSON, R. A clinical study of ferric sulfate as a pulpotomy
agent in primary teeth. Pediatr. Dent., v. 13, n. 6, p. 327-332,1991.

FELMAN, D.; PARASHOS, P. Coronal tooth discoloration and white mineral trioxide
aggregate. J. Endod., v. 39, n. 4, p. 484-487. 2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dalto%C3%A9%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26925520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26925520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27175451

67

FERRACANE, J. L.; COOPER, P. R.; SMITH, A. J. Can interaction of materials with
the dentin-pulp complex contribute to dentin regeneration? Odontology., v. 98, n. 1,
p. 2-14, Feb. 2010.

FONSECA, T. S. et al. In vivo evaluation of the inflammatory response and IL-6
immunoexpression promoted by Biodentine and MTA Angelus. Int Endod J., v. 49,
n. 2, p. 145-153, 2016.

FORMOSA, L. M. et al. The microstructure and surface morphology of radiopaque
tricalcium silicate cement exposed to different curing conditions. Dent Mater.,v. 28, n.
5, p. 584-595. 2012.

FRANZ, S. et al. Immune responses to implants — a review of the implications for the
design of immunomodulatory biomaterials. Biomaterials., v. 32 n. 28, p. 6692 -709,
2011.

FRENKEL, G.; KAUFMAN, A.; ASHKENAZI, M. Clinical and radiographic outcomes
of pulpotomized primary molars treated with white or gray mineral trioxide aggregate
and ferric sulfate--long-term follow-up. J. Clin. Pediatr. Dent., v. 37, n. 2, p. 137-141,
2012.

FUKS, A. B. et al. Ferric sulfate versus dilute formocresol in pulpotomized primary
molars: long-term follow-up. Pediatr. Dent., v. 19, n. 5, p. 327-330, 1997.

FUKS, A. B. Current concepts in vital primary pulp therapy. Eur. J. Paediatr. Dent.,
v. 3, n. 3, p. 115-120, 2002.

FUKS, A. B.; PAPAGIANNOULIS, L. Pulpotomy in primary teeth: review of the
literature according to standardized criteria. Eur. Arch. Paediatr. Dent., v. 7, n. 2, p.
64-71, 2006.

FUKS, A. B. Vital pulp therapy with new materials for primary teeth: new directions
and treatment perspectives. Pediatr. Dent., v. 30, n. 3, p. 211-219, 2008.

FUNTEAS, U. R.; WALLACE, J. A,; FOCHTMAN, E. W. A comparative analysis of
mineral trioxide aggregate and Portland cement. Aust Endod J., v. 29, n. 1, p. 43-
44, 2003.

GEMMELL, E.; SEYMOUR, G. J. Interleukin 1, interleukin 6 and transforming growth
factor-production by human gingival mononuclear cells following stimulation with
Prphyromonas gingivalis and Fusobacterium nucleatum. J Periodontal Res., v. 28,
n. 2, p.122-129, 1993.

GODHI, B.; SOOD, P. B.; SHARMA, A. Effects of mineral trioxide aggregate and
formocresol on vital pulp after pulpotomy of primary molars: An in vivo study.
Comtemp. Clin. Dent., v. 2, n. 4, p. 296-301,2011.

GOLDBERG, M. et al. Inflammatory and immunological aspects of dental pulp repair.
Pharmacol Res., v. 58; n. 2; p. 137 - 147, 2008.



68

GOMES-FILHO, J. E. et al. Evaluation of the effects of endodontic materials on
fibroblast viability and cytokine production. J. Endod., v. 35, n. 11, p. 1577-1579,
20009.

GOYAL, P. et al. CLINICAL EFFICACY OF VARIOUS MEDICAMENTS USED FOR
PULPOTOMY IN PRIMARY MOLARS — A COMPARATIVE STUDY. Int J Res Dev
Pharm L Sci; v. 5, n. 3, p. 2107-2116, 2016.

GRECH, L.; MALLIA, B.; CAMILLERI, J. Characterization of set intermediate
restorative material, Biodentine, Bioaggregate and a prototype calcium silicate
cement for use as root-end filling materials. Int Endod J., v. 46, n. 7, p. 632-641,
2013.

HANNAS, A. R. et al. The role of matrix metalloproteinases in the oral environment.
Acta. Odontol., v. 65, n. 1, p. 1-13, 2007.

HAGHGOO, R.; AHMADVAND, M. Evaluation of pulpal response of deciduous teeth
after direct pulp capping with bioactive glass and mineral trioxide aggregate.
Contemp. Clin. Dent., v. 7, n. 3, p. 332-335, 2016.

HRABAK, A.; BAJOR, T.; CSUKA, I. The effect of various inflammatory agents on the
phagocytosis and cytokine profile of mouse and rat macrophages. Inflamm Res., v.
57,n. 2, p. 75-83, 2008.

HAVALE, R. et al. Clinical and radiographic evaluation of pulpotomies in primary
molars with formocresol, glutaraldehyde and ferric sulphate. Oral Health Dent
Manag., v. 12, n. 1, p. 24-31, 2013.

HELLE, M. et al. Interleukin 6 is involved in interleukin 1-induced activities. Eur. J.
Immunol., v. 18, n. 6, p. 957-959, 1988.

HOLAN, G.; EIDELMAN, E.; FUKS, A. B. Long-term evaluation of pulpotomy in
primary molars using mineral trioxide aggregate or formocresol. Pediatr. Dent., v. 27,
n. 2, p. 129-135, 2005.

HOLAN, G.; FUKS, A. B.; KELTZ, N. Success rate of formocresol pulpotomy in
primary molars restored with stainless steel crow vs amalgam. Pediatr. Dent., v. 24,
n. 3, p. 212-216, 2002.

HOLLAND, R. et al. Reaction of rat connective tissue to implanted dentin tubes filled
with mineral trioxide aggregate or calcium hydroxide. Journal of Endodontics, v. 25,
n. 3, p. 161-166, 1999.

HUI, T. et al.Epigenetic regulation in dental pulp inflammation. Oral Dis., v. 23, n. 1,
p. 22-28, 2017.

IBRICEVIC, H.; AL-JAME, Q. Ferric sulphate and formocresol in pulpotomy of
primary molars: long term follow-up study. Eur. J. Paediatr. Dent., v. 4, n. 1, p. 28-
32, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haghgoo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27630497
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmadvand%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27630497
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26901577

69

[ZUMI, T. et al. Immunohistochemical study on the immunocompetent cells of the
pulp in human non-carious and carious teeth. Arch. Oral Biol., v. 40, n. 7, p. 609-
614, 1995.

JUNQUEIRA, M. A. Estudo da Resposta Pulpar Ap6és o Uso de Diferentes
MateriaisCapeadores em Pulpotomias. 2015. 98f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia - Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, 2015.

KARABUCAK, B. et al. Vital pulp therapy with mineral trioxide aggregate. Dent.
Traumatol., v. 21, n. 4, p. 240-243, 2005.

KIM, J. et al. Evaluation of reparative dentin formation of ProRoot MTA, Biodentine
and BioAggregate using micro-CT and immunohistochemistry. Restor Dent Endod.,
v.41,n. 1, p. 29-36, 2016.

KOH, E. T. et al. Mineral trioxide aggregate stimulates a biological response in
human osteoblasts. J. Biomed. Mater Res., v. 37, n. 3, p. 432-439, 1997.

KOMABAYASHI, T.; SPANGBERG, L. S. Comparative analysis of the particle size
and shape of commercially available mineral trioxide aggregates and Portland
cement: a study with a flow particle image analyzer. J Endod., v. 34, n. 1, p. 94-98,
2008.

KRAMER, P. R. et al. Capping a pulpotomy with calcium aluminosilicate cement:
comparison to mineral trioxide aggregates. J. Endod., v. 40, n. 9, p. 1429-1434, Sep.
2014.

LAURENT, P.; CAMPS, J.; ABOUT, |. Biodentine(TM) induces TGF-31 release from
human pulp cells and early dental pulp mineralization. Int. Endod. J., v. 45, n. 5, p.
438-448, 2012.

LEE, H. e.t al. Comparative Study of Pulpal Responses to Pulpotomy with ProRoot
MTA, RetroMTA, and TheraCal in Dogs' Teeth. J Endod., v. 41, n. 8, p. 1317-1324.
2015.

LEMON, R. R.; STEELE, P. J.; JEANSONNE, B. G. Ferric sulfate hemostasis: effect
on osseous wound healing. Left in situ for maximum exposure. J. Endod., v. 19, n. 4,
p. 170-173, 1993.

LIMA, R. V. et al. Pulp repair after pulpotomy using different pulp capping agents: a
comparative histologic analysis. Pediatr. Dent., v. 33, n. 1, p. 14-18, 2011.

LIN, P. Y. et al. Primary molar pulpotomy: a systematic review and network meta-
analysis. J. Dent., v. 42, n. 9, p. 1060-1077, 2014.

MALEKAFZALLI, B.; SHEKARCHI, F.; ASGARY, S. Treatment outcomes of pulpotomy
in primary molars using two endodontic biomaterials. A 2-year randomised clinical
trial. Eur. J. Paediatr. Dent., v. 12, n. 3, p. 189-193, 2011.

MARCIANO, M. A.; DUARTE, M. A.; CAMILLERI, J. Dental discoloration caused by
bismuth oxide in MTA in the presence of sodium hypochlorite. Clin Oral Investig., v.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26015158

70

19,n. 9, p. 2201-2209, 2015.

MARKOVIC, D.; ZIVOJINOVIC, V.; VUCETIC, M. Evaluation of three pulpotomy
medicaments in primary teeth. Eur. J. Paediatr. Dent., v. 6, n. 3, p. 133-138, 2005.

MAROTO, M. et al. Dentin bridge formation after mineral trioxide aggregate (MTA)
pulpotomies in primary teeth. Am. J. Dent., v. 18, n. 3, p. 151-154, 2005.

MASSI, S. et al. pH, calcium ion release and setting time of an experimental MTA-
based root canal sealer. Journal of Endodontics. v. 37, n. 6, p. 844-846, 2011.

MELKER, H. E. et al. Antimicrobial efficacy of medicated root canal filling materials. J
Endod. v. 32, n. 2, p. 148-151, 2006.

MENEZES, R. et al. Histologic evaluation of pulpotomies in dog using two types of
mineral trioxide aggregate and white portland cements as wound dressings. Oral
Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Endod., v. 98, n. 3, p. 376-379, 2004.

MORETTI, A. B. S. et al. The effectiveness of MTA, calcium hydroxide and
formocresol for pulpotomies in primary teeth. Int. Endod. J., v. 41, n. 7, p. 547-555,
2008.

MURRAY, P. E.; GARCIA GODOY, C.; GARCIA GODOY, F. How is the
biocompatibilty of dental biomaterials evaluated? Med. Oral Patol. Oral Cir. Bucal,
v. 12, n. 3, p. 258-266, 2007.

NEAMATOLLAHI, H.; TAJIK, A. Comparison of clinical and radiographic success
rates of pulpotomy in primary molars using Formocresol, Ferric Sulfate and Mineral
Trioxide Aggregate (MTA). J. Dentistry, v. 3, n. 1, p. 6-14, 2006.

LOURENCO-NETO, N. et. al. Immunolocalization of dentin matrix protein-1 in human
primary teeth treated with different pulp capping materials. J Biomed Mater Res B
Appl Biomater., v. 104, n. 1, p. 165-169. 2016.

NIBALI, L. et al. Interleukin-6 in oral diseases: a review. Oral Dis., v. 18, n. 3, p. 236-
246, 2012.

NIRANJANI, K. et al. Clinical evaluation of success of primary teeth pulpotomy using
mineral trioxide aggregate(®), laser and biodentine(TM)- an in vivo study. J. Clin.
Diagn. Res., v. 9, n. 4, p. 35-37, 2015.

NOSRAT, A.; PEIMANI, A.; ASGARY, S. A preliminary report on histological outcome
of pulpotomy with endodontic biomaterials vs calcium hydroxide. Restor. Dent.
Endod., v. 38, n. 4, p. 227-233, 2013.

ODABAS, M. E. et al. A new haemostatic agent's effect on the success of calcium
hydroxide pulpotomy in primary molars. Pediatr. Dent., v. 33, n. 7, p. 529-534, 2011.

ODABAS, M. E. et al. Clinical and radiographic success rates of mineral trioxide
aggregate and ferric sulphate pulpotomies performed by dental students. Eur. J.



71

Paediatr. Dent., v. 13, n. 2, p. 118-122, 2012.

OLATOSI, O. O.; SOTE, E. O.; ORENUGA O. O. Effect of mineral trioxide aggregate
and formocresol pulpotomy on vital primary teeth: a clinical and radiographic study.
Niger J Clin Pract., v. 18. n. 2, p. 292-296. 2015.

OLGART, L.; EDWAL, L.; GRAZELIUS, B. Involvement of afferent nerves in pulpal
blood-flow reactions in response to clinical and experimental procedures in the cat.
Arhc. Oral Biol., v. 6, n. 8, p. 575-581,1991.

OLIVEIRA, T. M. et al. Clinical, radiographic and histologic analysis of the effects of
pulp capping materials used in pulpotomies of human primary teeth. Eur. Arch.
Paediatr. Dent., v. 14, n. 2, p. 65-71, 2013.

OLIVEIRA, P. A. et al.,Cimetidine reduces interleukin-6, matrix metalloproteinases-1
and -9 immunoexpression in the gingival mucosa of rat molars with induced
periodontaldisease. J Periodontol.; v. 88, n. 1, p. 100-111, 2017.

PAPAGIANNOQULIS, L. Clinical studies on ferric sulphate as a pulpotomy
medicament in primary teeth. Eur. J. Paediatr. Dent., v. 3, n. 3, p. 126-132, 2002.

PARANJPE, A. et al. Direct contact with mineral trioxide aggregate activates and
differentiates human dental pulp cells. J. Endod., v. 37, n. 12, p. 1691-1695, 2011.

PARIROKH, M.; TORABINEJAD M. Mineral trioxide aggregate: a comprehensive
literature review--Part I: chemical, physical, and antibacterialproperties. J. Endod., v.
36,n. 1, p. 16-27, 2010.

PARIROKH, M.; TORABINEJAD, M. Mineral trioxide aggregate: a comprehensive
literature review--Part IlI: Clinical applications, drawbacks, and mechanism of action.
J. Endod., v. 36, v. 3, p. 400-413. 2010.

PARISAY, |., GHODDUSI, J., FORGHANI, M. A Review on Vital Pulp Therapy in
Primary Teeth. Iran Endod J., v. 10, n. 1, p. 6-15. 2015.

PARK, S. H. et al. Inflammation of the Dental Pulp. Mediat Inflam. v. 2015, p. 1-2,
2015.

PENG, L. et al. Evaluation of formocresol versus ferric sulphate primary molar
pulpotomy: a systematic review and meta-analysis. Int. Endod. J., v. 40, n. 10, p.
751-757, 2007.

PRATI, C.; GANDOLFI, M. G. Calcium silicate bioactive cements: Biological
perspectives and clinical applications. Dent Mater., v. 31, n. 4, p. 351-370,2015.

RANLY, D. M. Pulpotomy therapy in primary teeth: new modalities for old rationales.
Pediatr Dent; v. 16, n. 6, p. 403-9, 1994.

RANLY, D. M.; GARCIA-GODOQY, F. Current and potential pulp therapies for primary
and young permanent teeth. J Dent., v. 28, n. 3, 153-161, 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olatosi%20OO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25666010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sote%20EO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25666010
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orenuga%20OO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25666010
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torabinejad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20171353
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4293574/

72

REYES-CARMONA, J. F. et al. Host-mineral trioxide aggregate inflammatory molecular
signaling and biomineralization ability. J. Endod., v. 36, n. 8, p. 1347-1353, 2010.

RINCON M. Interleukin-6: from an inflammatory marker to a target for inflammatory
diseases. Trends Immunol., v. 33, n. 11, p. 571-577, 2012.

RUBY, J. D. et al. A randomized study of sodium hypochlorite versus formocresol
pulpotomy in primary molar teeth. Int. J. Paediatr. Dent., v. 23, n. 2, p. 145-152,
2013.

RUIFROK, A. C.; JOHNSTON, D. A. Quantification of histochemical staining by color
deconvolution. Anal Quant Cytol Histol., v. 23, n. 4, p. 291-299, 2001.

SAKAI, V. T. et al. Pulpotomy of human primary molars with MTA and Portland
cement: a randomised controlled trial. Brit. Dent. J., v. 207, n. 3, p. 128-129, 2009.

SALAKO, N. et al. Comparison of bioactive glass, mineral trioxide aggregate, ferric
sulfate and formocresol as pulpotomy agents in rat molars. Dent. Traumatol., v. 19,
n. 6, p. 314-320, 2003.

SARAIVA, J. A. et al. Reduced interleukin-6 immunoexpression and birefringent
collagen formation indicate that MTA Plus and MTA Fillapex are biocompatible.
Biomed Mater. 2017.

SARKAR, N. K. et al. Physicochemical basis of the biologic properties of mineral
trioxide aggregate. J. Endod., v. 31, n. 2, p. 97-100, 2005.

SCARPARO, R. K. et al. Response to intracanal medication in immature teeth with
pulp necrosis: an experimental model in rat molars. J Endod; v. 37, n. 8, p. 1069-73,
2011.

SCHELLER, J. et al. The pro- and anti-inflammatory properties of the cytokine
interleukin-6. Biochim Biophys Acta., v. 813, n. 5, p. 878-888, 2011.

SHAHI, S. et al. Effect of mineral trioxide aggregates and Portland cements on
inflammatory cells. J. Endod., v. 36, n. 5, p. 899-903, 2010.

SHAYEGAN, A.; PETEIN, M., ABBEELE, A. V. Beta-tricalcium phosphate, white
mineral trioxide aggregate, white Portland cement, ferric sulfate, and formocresol
used as pulpotomy agents in primary pig teeth. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol.
Oral Radiol. Endod., v. 105, n. 4, p. 536-542, 2008.

SILVA, A. C. O. et al. Interleukin-1 beta and interleukin-8 in healthy and inflamed
dental pulps. J. Appl. Oral Sci., v.17, n.5, p.527-532, 2009.

SILVA, G. F. et al. Microparticulated and nanoparticulated zirconium oxide added to
calcium silicate cement: evaluation of physicochemical and biological properties. J
Biomed Mater Res A., v. 102, n. 12, p. 4336-4345, 2015.

SIMON, S. R. et al. Dentin-pulp complex regeneration: from lab to clinic. Adv. Dent.



73

Res., v. 23, n. 3, p. 340-345, 2011.

SITARU, A.; HANTOIU, T.; MONEA, M. Tissue reactions induced by dental pulp
capping materials. European Scientific Journal. v. 10, v. 9. p. 95-104, 2014.

SMITH, N. L.; SEALE, N. S.; NUNN, M. E. Ferric sulfate pulpotomy in primary
molars: a retrospective study. Peadiatr. Dent., v. 22, n. 3, p. 192-199, 2000.

SONI, H. K.Biodentine Pulpotomy in Mature Permanent Molar: A Case Report. J Clin
Diagn Res.,v. 10, n. 7, p. 9-11. 2016.

SONMEZ, D.; SARI, S.; CETINBAS, T. A Comparison of four pulpotomy techniques
in primary molars: a long-term follow-up. J. Endod., v. 34, n. 8, p. 950-955, 2008.

SRINIVASAN, V.; PATCHETT, C. L., WATERHOUSE, P. J. Is there life after
Buckley's formocresol? Part | — a narrative review of alternative interventions and
materials. Int. J. Paediatr. Dent., v. 16, n. 2, p. 117-127, 2006.

SRINIVASAN, D.; JAYANTHI, M. Comparative evaluation of formocresol and mineral
trioxide aggregate as pulpotomy agents in deciduous teeth. Indian. J. Dent. Res., v.
22, n. 3; p. 385-390, 2011.

STERIN-BORDA, L. et al. Differential signalling pathways involved in cholinoceptor-
dependent stimulation of nitric oxide isoforms in dental pulp. Int. Endod. J., v. 40, n.
7, p. 544-552, 2007.

STRANGE, D. M. et al. Outcome of formocresol/ZOE sub- base pulpotomies utilizing
alternative radiographic success criteria. Pediatr. Dent., v. 23, n. 4, p. 331-336,
2001.

STRINGHINI JUNIOR, E.; VITCEL, M. E.; OLIVEIRA, L. B. Evidence of pulpotomy in
primary teeth comparing MTA, calcium hydroxide, ferric sulphate, and electrosurgery
with formocresol. Eur. Arch. Paediatr. Dent., v. 16, n. 4, p. 303-312, 2015.

TORABINEJAD, M., et al. Physical and chemical properties of a new root-end filling
material. J. Endod., v. 21, n. 7, p. 349-353, 1995.

TORABINEJAD, M.; CHIVIAN, N. Clinical applications of mineral trioxide aggregate.
J. Endod., v. 25, n. 3, p. 197-205, 1999.

TRAIRATVORAKUL, C.; KOOTHIRATRAKARN, A. Calcium hydroxide partial
pulpotomy is an alternative to formocresol pulpotomy based on a 3-year randomized
trial. Int. J. Paediatr. Dent., v. 22, n. 5, p. 382-389, 2012.

TRAN, X. V. et al. Effect of a calcium-silicate-based restorative cement on pulp
repair. J Dent Res; v. 91, n.12, p. 1166-71, 2012.

TROPE, M. Regenerative Potential of Dental Pulp. J Endod., v. 34, n. 7, p. S13 - 17,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soni%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27630966
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5020296/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5020296/

74

2008.

TROWBRIDGE, H. Histology of pulpal inflammation. In: Hargreaves K, Goodis H,
editors. Seltzer and Bender's Dental Pulp. Carol Stream: Quintessence, p. 227-245,
2002.

TZIAFAS, D.; SMITH, A. J.; LESOT, H. Designing new treatment strategies in vital
pulp therapy. J. Dent., v. 28, n. 2, p. 77-92, 2000.

WALKER, L. A. et al. Current Trends in Pulp Therapy: A Survey Analyzing Pulpotomy
Techniques Taught in Pediatric Dental Residency Programs. J. Dent. Child. (Chic.),
v. 80, n. 1, p. 31-35, 2013.

WATERHOUSE, P. J.; NUNN, J. H.; WHITWORTH, J. M. An investigation of the
relative efficacy of Buckley and calcium hydroxide in primary molar vital pulp therapy.
Brit. Dent. J., v. 188, n. 1, p. 32-36, 2000.

YASUDA, Y. et al. Cytotoxicity of one-step dentin-bonding agents toward dental pulp
and odontoblast-like cells. J. Oral Rehabil., v. 35, n. 12, p. 940-946, 2008.

YILDIRIM, C. et al. Clinical and Radiographic Evaluation of the Effectiveness of
Formocresol, Mineral Trioxide Aggregate, Portland Cement, and Enamel Matrix
Derivative in Primary Teeth Pulpotomies: A Two Year Follow-Up. J Clin Pediatr
Dent., v. 40. n. 1, p. 14-20. 2016.

YILDIZ, E.; TOSUN, G. Evaluation of formocresol, calcium hydroxide, ferric sulfate,
and MTA primary molar pulpotomies. Eur. J. Dent., v. 8, n. 2, p. 234-240, 2014.

ZANINI, M. et al. Biodentine induces immortalized murine pulp cell differentiation into
odontoblast-like cells and stimulates biomineralization. J. Endod., v. 38, n. 9, p.
1220-1226, Sep. 2012.

ZARZAR, P. A. Formocresol mutagenicity following primary tooth pulp therapy: an in
vivo study. J. Dent., v. 31, n. 7, p. 479-485, Sep. 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26696101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26696101

75

ANEXO A — Comité de Etica

MINISTERIO DA EDUCAGAO %
Universidade Federal de Afenas . UNIFAL-MG y
P Chsond Moo 0 00 TV AdsssaWO | CEP S 0000

Forn 0% 09510 Fux (35) X090 080 P -

Alfenas, 09 de junbo de 2014,

Prof® Vivien Thiemy Sakal

Prezada Professorn,

0 projelo sob sua coordenaclo, regisro 1 57012014, intitulado “Estudo hitologico ¢

{tunoistoquimico d resposta pulpar inicial apds o uso de diferentes materiais capeadores em
pulpotomias em molares de ratos Wistar” esth em conformidade com s principios éticos exigidos
14 experimentagio animal, tendo sido apreciado ¢ aprovado por essa Comissio

Por ser verdade, firmo o presente,

-

Prof Dr Carlos Giovani de Oliveirs Nascimento
Presidente da CEUA - Unifal-MG



