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= ABSTRACT

The pulpotomy technique consists in the extirpation of the coronary pulp and
in the placement, in the entrance of the root canals, of a material that protects
and preserves the vitality of the remaining pulp in the root. With that purpose,
many pulp capping materials have been proposed, as the formocresol, glutar-
aldehyde, calcium hydroxide and more recently, the morphogenetic proteins.
The aim of this work was the study of the action and use of those proteins, ca-
pable to induce the dentin formation, while capping agents of pulpar stumps
in the pulpotomy.

= RESumMO

A técnica de pulpotomia consiste na extirpag¢ao da polpa coronaria e na colo-
cacdo, na entrada dos canais, de um material que proteja e preserve a vitali-
dade da polpa radicular remanescente. Com essa finalidade, muitos materiais
de recobrimento pulpar tém sido propostos, como o formocresol, glutaraldei-
do, hidroxido de célcio e, mais recentemente, as proteinas dentinogénicas. O
objectivo deste trabalho foi o estudo da ac¢ao e utilizagdo dessas proteinas,
capazes de induzir a formagao de dentina, enquanto agentes de recobrimento
de cotos pulpares na pulpotomia.

1. INTRODUCAO

A pulpotomia ¢ um procedimento clinico relativamente comum na pratica
Odontopediatrica. E o tratamento de escolha para dentes deciduos vitais que
apresentam lesdo cariosa extensa e profunda, com tecido pulpar exposto ou
cuja exposi¢do ocorre no momento da remog¢ado do tecido cariado.

A técnica da pulpotomia tem por objectivo manter a polpa radicular vital,
em condicdes de saude e de regeneracao para que o ciclo bioldgico do dente
deciduo seja concluido naturalmente. Para isso, muitos materiais com dife-
rentes composic¢des tém sido sugeridos.

O uso do formocresol foi preconizado por Buckley?, em 1904. Desde entdo,
¢ o mais utilizado nas pulpotomias de dentes deciduos. No entanto, embora
esteja comprovado o sucesso clinico obtido com a utilizagdo deste material
na pulpotomia de dentes deciduos, muitos estudos apontam reac¢des adver-
sas ao formaldeido, ndo apenas para a polpa, mas também para os tecidos
periapicais e foliculo dentario do dente sucessor. Na tentativa de superar esta
situagdo, alguns estudos foram feitos com o uso do formocresol diluido de
sua formula original. Porém, alguns autores questionam os beneficios desta
dilui¢do, e duvidas permanecem quanto a toxicidade, mutagenicidade e car-
cinogenicidade do formaldeido, que ndo deveriam ser desconsideradas.



Outros medicamentos como o glutaraldeido e o sulfato férrico tém sido
avaliados como alternativas para a técnica da pulpotomia, mas nenhum tem
mostrado tdo boa performance quanto o formocresol.

O tratamento por meio da pulpotomia, deveria manter a polpa radicular vital
e saudavel, mas também completamente isolada da camara pulpar por uma
camada de dentina e odontoblastos. Para tal, seria necessario utilizar medi-
camentos que promovessem a regeneracao pulpar e estimulassem a forma-
¢do de dentina. Estes materiais sao o hidroxido de calcio, o Agregado de
Trioxido Mineral e mais recentemente, as proteinas dentinogénicas.

O Agregado de Tridoxido Mineral ( ou MTA ) e o hidroxido de célcio esti-
mulam a formacao de tecido duro pela deposi¢ao de granulacdes de calcita.
Em 1996, Abedi' ¢ colaboradores avaliaram as pulpotomias realizadas com
MTA e hidréxido de calcio em dentes de caes e evidenciaram a formacao
de uma ponte calcificada maior e menor inflamacao no grupo com MTA em
comparagdo com o grupo do hidroxido de calcio. A reabsor¢do interna foi
eleita como o principal sinal de insucesso das pulpotomias com hidréxido de
calcio em dentes decicuos.

Recentemente, avangos no campo da biotecnologia abriram novos horizon-
tes para a terapia pulpar, por meio da indugdo de dentina reparadora, com o
uso de proteinas dentinogénicas similares as nativas do organismo. Desde
entdo, com o intuito de originar um agente de recobrimento verdadeira-
mente biologico, varias destas proteinas tém sido clonadas, e as suas activi-
dades celulares caracterizadas tanto in vitro como in vivo.

Este trabalho tem como objectivo realizar um estudo sobre a accao e utili-
zagdo dessas proteinas, capazes de induzir a formagao de dentina, enquanto
agentes de recobrimento de cotos pulpares na técnica de pulpotomia.

A DESCOBERTA, A ACCAO E A FUNCAO DAS PROTEINAS
DENTINOGENICAS

Na tentativa de tratar lesdes Osseas perenes, Marshal Urist'> em 1965, fez
uma descoberta pioneira. O autor implantou amostras de ossos animal e hu-
mano, removidas em condigdes assépticas e descalcificadas em solucao de
acido cloridrico, em tecido muscular de animais de laboratério. Apos qua-
tro semanas, observou os primeiros depositos 0sseos. A neoformagao nos
implantes de matriz 6ssea descalcificada ocorreu por meio da proliferagao
celular do hospedeiro, concluindo-se que a matriz 6ssea contém um factor
capaz de auto-indugdo. Esse factor foi denominado de proteina 6ssea mor-
fogenética (bone morphogenetic protein — BMP).

A designagdo BMP, implica um tinico produto genético, responsavel apenas
pela formagdo de osso. No entanto, a BMP esta relacionada com produtos
genéticos multifuncionais, expressos pelo desenvolvimento embrioldgico.
Existe, assim, uma familia de proteinas que apresenta esta propriedade
indutora e que ¢ denominada por este termo genérico. Todas provocam a



formacao de osso ou dentina (proteinas dentinogénicas), dependendo ape-
nas do local onde sdo implantadas, mas cada uma, provavelmente, apre-
senta uma fun¢do especifica durante a embriogénese (Nakashima, 1990;
Rutherford,1993; Nakashima,1994).

As proteinas com maior capacidade de estimular a formacao de dentina repa-
radora, sdo: a BMP-2, BMP-4, e BMP-7. As BMPs estimulam a actividade
da fosfatase alcalina, que ¢ uma enzima hidrolitica que promove a libertacao
de fosfato inorganico a partir de ésteres fosforicos. Os 1des fosfato libertados
reagem com os 10es calcio, na forma de hidroxiapatite, sobre a matriz organi-
ca, caracterizando assim o processo de mineralizagdo. Outros estudos, indi-
cam que a BMP induz a expressao de osteocalcina, um marcardor especifico
para a diferenciagdo de odontoblastos, assim como também pode favorecer
a formagdo de dentina, estimulando a diferenciagcdo de células pulpares em
odontoblastos, através da activagdo da sintese desta glicoproteina.

As BMPs ndo sao apenas um factor de indugdo de calcificagdo ectopica;
apresentam também grande participacdo na diferenciacio de muitos or-
gios e tecidos. Sem as BMPs, os animais experimentais nascem com pro-
blemas de formagdo do coragdo, pulmdes e figado, e parecem ainda estar
implicadas na patologia da osteoporose.

As fungdes das BMPs podem ser genericamente resumidas da seguinte forma:

BMP-2 Osteoindutiva, apoptose,diferenciacao de osteoblastos;
BMP-3 (osteogenina) Inibe osteogénese;

BMP-4 Osteoindutiva, desenvolvimento do pulmao e sistema ocular;
BMP-5 Condrogénese;

BMP-6 Condrogénese,diferenciacdo de osteoblastos;

BMP-7 Osteoindutiva, desenvolvimento do figado;

BMP-8 Osteoindutiva;

BMP-9 Hepatogénese, Sistema nervoso;

BMP-10 Desenvolvimento cardiaco

BMP-11 Morfogénese do sistema nervoso, orgaos de origem mesodérmica;
BMP-12 Desenvolvimento de tendoes e iliacos;

BMP-13 Desenvolvimento de tenddes e ligamentos;

BMP-14 Condrogénese;

BMP-15 Modifica actividade da hormona foliculo estimulante.

A PRODUCAO INDUSTRIAL DAS PROTEINAS OSSEAS MOR-
FOGENETICAS (BMPS)

O conjunto de proteinas BMP pode ser extraido de tecido 6sseo maduro.
Ap6s a remogao de gordura, células e fibras obtém-se um sobrenadante, o
qual € posteriormente filtrado e purificado, usando uma série de procedimen-
tos de cromatografia. O extracto purificado possui componentes das BMPs,
formando uma solu¢@o de proteinas, que pode, eventualmente, conter ele-
mentos inibidores da actividade das BMPs.



Embora este método tenha sido utilizado com algum sucesso experimental,
ndo ¢ utilizado para a produg¢ao industrial, por ndo ser possivel uma consis-
téncia da composi¢ao relativa dos diversos componentes.

Outro método utilizado é o da recombina¢fo, que consiste na inser¢ao de
fragmentos de DNA, responsaveis pela sequéncia genética das BMPs, den-
tro do nucleo de bactérias ou células. As BMPs assim produzidas, sao de-
nominadas de thBMPs (“recombinant human bone morfogenetic proteins”).
A BMP-2 ¢ a BMP-7, sdo normalmente produzidas assim, € passam a ser
denominadas de rhBMP-2 e thBMP-7.

As sequéncias especificas, sdo introduzidas num vector apropriado que con-
tém potencializadores e marcadores especificos para esta sequéncia. Este
vector, ¢ entdo transferido para a célula hospedeira, normalmente células
CHO (“Chinese Hamster Ovaria’) ou bactéria Escherichia coli. Actualmente,
a producao de BMPs ¢ feita em bactérias, por uma questao de produtividade.
Como a reproducao de Escherichia Coli ¢ muito mais rapida que as células
CHO, hé influéncia directa no preco final de produgao.

A sequéncia de BMP ¢ entao amplificada, até que muitas copias desta se-
quéncia residam num cromossoma destes hospedeiros. Apos testes de fide-
lidade de expressdo, esta linhagem ¢ conservada num banco de células. As
células sdo ai fermentadas em tanques e os extractos sao purificados a partir
do meio de cultura. As moléculas assim obtidas, sdo dimerizadas, processa-
das (ou seja, com remocao do propeptidio) e glicosiladas.

As vantagens deste processo, sao a obten¢do de moléculas com actividade
homogénea, livre de contaminacdes ¢ de maneira totalmente reproduti-
vel.

Os produtos presentes no mercado internacional, usam apenas proteinas re-
combinantes, nomeadamente a BMP-2 e BMP-7. Destacam-se, de seguida,
0s mais importantes:

Bonefill BMP - Produzido pela Kunzel Brasil, ¢ uma matriz de osso bo-
vino inorganico aglutinado com acido polilatico-poliglicolico e colagéneo.
Contém rhBMP-2 produzida em E. coli. Destina-se ao tratamento de areas
intra-orais e cirurgicas, prévias a colocagao de implantes.

Colagéneo BMP - Produzido pela Kunzel Brasil, ¢ uma esponja de colagé-
neo com thBMP-2 produzida em E. coli. Tem aplicagdes relacionadas com
o tratamento periodontal.

Inductos - Produzido pela Wyeth, ¢ um veiculo de colagéneo com thBMP-2
a 1.5 mg/ml. E utilizado sobretudo no tratamento de fracturas da tibia.

OP- 1 - Produzido pela Stryker, ¢ um p6 de colagéneo com rhBMP-7.
Destina-se a acelerar o tratamento de fracturas que ndo seguiram o curso
normal de cicatrizagao.



Infuse - produzido pela Sofamore-Danek, ¢ uma esponja de colagéneo que
contém rhBMP-2. Utiliza-se para o tratamento da coluna vertebral.

CONTRIBUTO DOS ESTUDOS IN VIVO E IN VITRO

Em 1990, Nakashima’, utilizou as BMPs no tratamento conservador da pol-
pa. Os seus estudos in vivo, indicam que estas proteinas podem ter efeitos
mitogénicos nas células mesenquimais da polpa, além de estimularem a for-
macao de osteodentindcitos. A osteodentina resultante, pode ter um papel
na diferenciac¢do dos odontoblastos. /n vitro, ndo foram capazes de induzir a
proliferacdo de células mesenquimais da polpa, porém, estimularam a dife-
renciacdo de células pulpares em odontoblastos. Existem receptores celula-
res na polpa, que interagem com sinais especificos das proteinas, induzindo
a formagao de tecido dentinério.

Bessho? e seus colaboradores em 1991, extrairam e purificaram BMPs de ma-
triz humana de dentes vitais, colectados logo ap6s exodontia. As BMPs foram
implantadas em tecido muscular de ratos, e a actividade dssea morfogenética
foi detectada histolégicamente. Os autores concluiram que a BMP produziu
a diferenciagdo de células mesenquimatosas imaturas em cartilagem, ¢ que a
BMP derivada da matriz dentinaria € muito similar 8 BMP derivada da matriz
6ssea, uma vez que ambas produzem a mesma acgao in vivo.

O tempo necessario para as BMPs promoverem a formacao de uma adequa-
da ponte de dentina, ¢ ainda desconhecido. Nakashima’, em 1990, recobriu
polpas de caes e pode verificar formagao de ponte de dentina entre a quarta e
oitava semana apos o procedimento. Em 1993, Rutherford'® e seus colabora-
dores, em estudos efectuados em macacos, observou a formacao de ponte de
dentina apos seis semanas. No mesmo ano, Lianjia, Yuhao e White®, pude-
ram observar a formagao desta ponte apos trés semanas. Estudos em animais
tém demonstrado a formacgao de ponte de dentina até quatro semanas apds
aplicacdo topica das BMPs, todos com a manuten¢do da vitalidade e sem
provocarem necrose no tecido pulpar.

Da analise comparativa entre as BMPs e o hidréxido de célcio, concluiu-se
que a formagao de ponte de dentina resultante das BMPs, foi obtida mais ra-
pidamente. Lianjia, Yuhao ¢ White®, em polpas de caes com a mesma quan-
tidade de BMP e hidréxido de célcio em grupos diferentes, evidenciaram
ponte de dentina com utilizagdo das BMPs apos trés semanas; enquanto que,
com hidréxido de célcio, a ponte ainda ndo tinha sido observada em quatro
semanas.

Nakashima®, em 1994, em polpas amputadas de dentes de caes, utilizando
BMP em diferentes concentragdes, evidenciou a dependéncia da dose, como
factor decisivo na formagao da ponte de dentina.

Apesar de ser considerada um agente de recobrimento biolégico, a BMP
parece induzir um trauma no tecido pulpar nos estagios iniciais. Lianjia® e
colaboradoes, em 1993, concluiram que, ap6s uma semana, todas as polpas



recobertas com BMP apresentavam sinais de inflamagdo, e diversos frag-
mentos desta proteina ainda podiam ser observados. Ap6s duas semanas, a
BMP havia sido totalmente reabsorvida; o tecido pulpar apresentava au-
séncia de inflamacéo e dois tipos de dentina reparadora podiam ser obser-
vados: osteodentina (com células ovoides) e dentina regular (com tibulos
dentinarios). Em 1997, Jenpsen®, também evidenciou a presenga de infiltra-
do inflamatorio durante o processo de formacao de tecido dentinario indu-
zido pela BMP. Na auséncia de infec¢do, a polpa restabelece-se e fica em
condig¢des apropriadas para iniciar o processo de reparagao.

Outros estudos in vitro, t€m demonstrado a existéncia de receptores celula-
res na polpa. Estes receptores, interagem com sinais especificos da BMP,
transmitindo-os para que as células reajam a estes sinais, induzindo a forma-
¢do de tecido dentinario. A formagao de uma ponte de dentina, apos a reali-
zacao da pulpotomia, isola o tecido pulpar remanescente dos efeitos toxicos
oriundos dos materiais restauradores.

Jenpsen® e colaboradores, em 1997, observaram grandes quantidades de teci-
do duro com osteodentina e dentina tubular, com completo selamento dos de-
feitos. Com hidroxido de célcio, foi observada menor quantidade de dentina.

Em estudos mais recentes, realizados em 2002, em molares de roedores, Six,
Lasfargues e Goldberg'?, afirmaram que a mistura colagéneo - BMP ¢ capaz
de preservar a vitalidade pulpar e induzir a formacao de dentina reparado-
ra, sendo util na terap€utica pulpar de dentes vitais. O material ndo deixa
residuos, ¢ reabsorvido, e completamente substituido pelo tecido formado.
Supde-se entdo, que as BMPs promovem um bom selamento evitando a
contaminagdo através de infiltracdo marginal da restauragdo.

CONCLUSAO

A possibilidade de utilizar um factor capaz de induzir a formacdo Ossea,
significa um grande avango nos tratamentos cirargicos ortopédicos e perio-
dontais.

Na medicina dentaria, as aplicagdes para a terapéutica pulpar sdo considera-
veis. A Proteina Ossea Morfogenética, ¢ um material com excelente biocom-
patibilidade, induz a formagao de uma ponte dentinaria sem defeitos, nao
deixa residuos e apresenta bons resultados quando utilizada em animais.

Apesar de outros materiais, como o hidréxido de célcio, terem sido usados
em estudos clinicos e laboratoriais, poucos sdo tao eficientes na inducao de
formacio de uma ponte de dentina como a Proteina Ossea Morfogenética. A
maioria deles, pode até apresentar efeitos citotoxicos e induzir reabsor¢des
internas.

Além disso, os autores que avaliaram os efeitos das BMPs sobre polpa ex-
posta de dentes de animais, observaram que a formagao de dentina ocorreu



logo por baixo da area que recebeu o material. Nao foi observada indugado
de formagdo de dentina na polpa radicular. Esta propriedade ¢ muito im-
portante, uma vez que uma das preocupagdes decorrentes da estimulacio
da formagdo dentinaria, ¢ a possivel mineralizacdo da polpa radicular, com
consequente oblitera¢do dos canais radiculares. Isso pode dificultar, ou mes-
mo impossibilitar, um futuro tratamento endodontico radical caso venha a
Ser necessario.

Para além desta, uma das maiores vantagens que podem ser atribuidas a es-
tas proteinas, ¢ a resposta celular ser dose-dependente. Diversas pesquisas,
comprovaram que a quantidade em espessura, de dentina formada, variou de
acordo com a quantidade de medicamento utilizado. Esta ¢ uma propriedade
nunca antes atribuida a um agente de recobrimento pulpar.

Intmeros autores consideram que as proteinas dentinogénicas apresentam
vantagens sobre os outros materiais e que, brevemente, irdo substitui-los nos
procedimentos de recobrimento pulpar directo e nas pulpotomias. E neces-
sario, porém, um maior conhecimento das suas propriedades biologicas e
resultados em experiéncias humanas.

Pesquisas clinicas em humanos continuam a ser desenvolvidas, embora
os seus resultados ainda nao tenham sido publicados. Novos estudos que
avaliem a resposta do tecido pulpar humano, decorrente da utilizagao des-
tas proteinas, tanto laboratoriais como clinicos, seguramente, irdo fornecer
maior informagao para a sua utilizagado clinica.
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