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SANTOS, C.A.O. Avaliagdo da polpa dentéria de ratos ap6s pulpotomia e selamento pulpar
com uma pasta a base de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan e com a pasta antibiotica
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RESUMO

Diferentes materiais sdo indicados para selamento pulpar apds pulpotomia de dentes
deciduos, entretanto, ndo ha evidéncia cientifica que suporte a superioridade de uma
medicacdo sobre a outra, e que atenda a todos os requisitos do material ideal. Nessa
perspectiva, pesquisas para o desenvolvimento de produtos biocompativeis e bioindutores,
obtidos a partir de fontes naturais, sdo estimuladas. Objetivou-se com este estudo avaliar a
resposta da polpa dentéria de ratos, ap6s pulpotomia e protecdo do tecido pulpar
remanescente com uma pasta a base de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan e com a
pasta antibiotica CTZ, tendo como controle o hidroxido de calcio pré-analise. Um total de
18 dentes, de 7 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), foram distribuidos em trés grupos:
1) extrato da casca de A. colubrina + dxido de zinco (1:1) + polietilenoglicol 400, 2)
hidroxido de calcio P.A + polietilenoglicol 400, 3) pasta CTZ: tetraciclina, cloranfenicol,
oxido de zinco (1:1:2) + eugenol. Quatro primeiros molares de um animal, sem intervencao,
foram utilizados como padrdo histologico. Apos 72 horas e 15 dias da pulpotomia, 0s
animais foram eutanasiados, as maxilas e mandibulas foram dissecadas e processadas para
as analises histologicas. Oscortes histoldgicos foram corados com hematoxilina e eosina
(HE) e avaliados morfologicamente, considerando o grau de infiltrado inflamatério,
desorganizacdo pulpar e formacdo de conteddo mineralizado. As analises morfoldgicas
revelaram que a pasta a base de A. colubrina propiciou intenso infiltrado inflamatorio e
necrose nas primeiras 72 horas, com sinais de remisséo e tendéncia para deposicéo de tecido
mineralizado no periodo de 15 dias. As amostras tratadas com a pasta CTZ mostraram
intenso infiltrado inflamatdrio, areas de necrose e nenhuma evidéncia de deposicédo de tecido
mineralizado, nos dois tempos de avaliacdo. Nos espécimes tratados com a pasta de
hidréxido de calcio observaram-se discreto infiltrado inflamatorio, areas de necrose, com
tecido pulpar subjacente normal, no periodo de 72 horas; e deposicdo intensa de tecido
mineralizado na area da exposi¢cdo pulpar no periodo de 15 dias. Nenhuma das pastas
testadas apresentou resultados iguais ou melhores do que aqueles obtidos com a pasta de

hidroxido de calcio. A pasta CTZ, produziu efeitos indesejaveis ao tecido pulpar em todas



as amostras analisadas. Os resultados com a pasta a base de A. colubrina sinalizaram um
possivel potencial terapéutico como agente de protecdo pulpar, entretanto, novos estudos

devem ser realizados utilizando formula¢des com concentragdes e proporgdes padronizadas.

Palavras-chave: Pulpotomia. Dente deciduo. Fitoterapia. Odontopediatria. Materiais

dentarios.



ABSTRACT

Different materials are indicated for pulp sealing after the pulpotomy of primary teeth,
however, there is no scientific evidence to support the superiority of one medication over the
other, and that meets all the requirements of the ideal material. In this perspective, research
for the development of biocompatible and bioinductive products, to be harnessed from
natural sources, is encouraged. The objective of this study was to evaluate the responses of
rats’ dental pulp, after the pulpotomy and protection of the remaining pulp tissue through a
paste based on Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan and through the antibiotic paste
CTZ, having calcium hydroxide as control for analysis. A total of 18 teeth, from 7 Wistar
rats (Rattus norvegicus albinus), were divided into three groups: 1) A. colubrina bark extract
+ zinc oxide (1: 1) + polyethylene glycol 400, 2) PA calcium hydroxide + polyethylene
glycol 400, 3) CTZ paste: tetracycline, chloramphenicol, zinc oxide (1: 1: 2) + eugenol. In
addition, the four first molars from an extra animal were used, without intervention, as a
histological pattern. 72 hours after pulpotomy, half of the animals were euthanized, their
jaws and mandibles were dissected in blocks and processed for histological analysis. The
same procedure was also done 15 days after pulpotomy with the remained animals. All
histological sections were stained with hematoxylin and eosin (HE) and were
morphologically evaluated, considering the degree of inflammatory infiltrate, pulp
disorganization and formation of mineralized content. The morphological analysis revealed
that the paste based on A. colubrina provided an intense inflammatory infiltrate and necrosis
in the first 72 hours, with signs of remission and a tendency to deposit mineralized tissue in
the period of 15 days. The samples treated with the CTZ paste showed intense inflammatory
infiltrate, areas of necrosis and no evidence of deposition of mineralized tissue, in both
evaluation periods. In the specimens treated with the calcium hydroxide paste, there was a
slight inflammatory infiltrate, areas of necrosis, with underlying normal pulp tissue, within
72 hours; and intense deposition of mineralized tissue in the pulp exposure area within 15
days. None of the tested pastes showed the same or better results than those with calcium
hydroxide paste, especially CTZ paste, which produced undesirable effects on pulp tissue in
all analyzed samples. The results with the paste based on A. colubrina signaled a possible
therapeutic potential as a pulp protection agent, however, further studies should be

performed using standardized formulations.

Keywords: Pulpotomy. Primary tooth. Phytotherapy. Pediatric Dentistry. Dental materials.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de traumatismo dentario com exposicdo da polpa dentaria € comum em
criancas e adolescentes (ABUELNIEL et al., 2020), situacéo clinica que exige cuidados que
estimulem eventos celulares capazes de reparar o dano pulpar (TAYLOR et al., 2019). Outra
condicdo responsavel pela exposicao pulpar é a cérie dentaria, que constitui a doenca bucal
mais comum nesses grupos etarios (BJORNDAL et al., 2019; BRITO et al., 2020). Apesar da
recomendacéo atual da remocéo seletiva do tecido cariado, em lesdes extensas e profundas,
ter minimizado os riscos de exposicdo pulpar (BANIHANI et al., 2018; DUNCAN et al.,
2019), a pulpotomia nesses casos ainda € uma realidade (TAYLOR et al., 2019). Nesse
contexto, o capeamento pulpar direto, a curetagem pulpar e a pulpotomia sdo as alternativas
terapéuticas mais indicadas, a depender do estagio inflamatorio e do tipo de exposicao pulpar
(AGUILAR; LINSUWANONT et al., 2011; CASSOL et al., 2019; RAO et al., 2020;
SADAF, 2020).

Diversos materiais sdo usados em pulpotomia em dentes deciduos, como o hidroxido
de célcio (LI etal., 2019), formocresol (OLIADARANI et al., 2018; EL MELIGY et al., 2019;
MESLMANI et al., 2020), a pasta antibidtica CTZ (TAKUSHIGE et al., 2009;
NAKORNCHAI et al., 2010) e o agregado de triéxido mineral (MTA) (AWAWNDEH et al,
2018; GHONIEM et al., 2018; GAWAD et al., 2020). Apesar do sucesso clinico e
radiografico comprovado ao longo dos anos, a eficacia dos varios agentes sugeridos para
protecdo pulpar vem sendo bastante discutida, inclusive o hidréxido de célcio, que
corresponde o material mais utilizado (MUSALE et al., 2018; RAO et al., 2020).

O material ideal para proteger a polpa dentaria remanescente deve ter boas
propriedades fisicas e bioldgicas, como selar a polpa residual, ser biocompativel e bioindutor,
apresentar atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria, alem de baixo custo (STRINGHINI-
JUNIOR et al., 2015; LI et al., 2019; PAULA et al., 2020; BOSSU et al., 2020). Porém,
nenhum material apresenta todos esses requisitos. Ha relatos de inconvenientes ou limitacGes
relacionadas a toxicidade, reacdo de hipersensibilidade, baixa adesdo, reabsorcdo dentéria,
manchamento coronario e necrose pulpar, 0 que vem justificando os investimentos para
investigagBes nesta area (SMAIL-FAUGERON et al. 2018; GOPALAKRISHNA etal., 2019;
MARCONYAK et al.,, 2016; ABUELNIEL et al., 2020; JUNQUEIRA et al. 2018;
BANIHANI et al., 2019).

Na tentativa de manter o dente deciduo até a sua esfoliacdo, muitos dentistas lancam

méao de técnicas ou materiais, especialmente nos servigos publicos assistenciais, que nédo
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apresentam evidéncias cientificas concretas, como é o caso da utilizacdo da pasta antibiotica
CTZ em pulpotomias (OLIVEIRA et al., 2006). O veiculo desta pasta € o eugenol,
considerado um agente citotoxico (LEE et al., 2017; JUNG et al., 2018; LOPES et al., 2019).

Nessa perspectiva, a utilizagdo de derivados de produtos naturais em associa¢do ou
ndo com produtos sintéticos tem atraido o interesse da comunidade cientifica, para formulagao
de novos medicamentos com potencial regenerativo da polpa dentéaria, especialmente com
derivados naturais (LIMA et al., 2011; MACEDO-COSTA et al., 2019; SAIKIRAN et al.,
2019). Dentre os produtos naturais utilizados em pulpotomia, a propolis (KUSUM et al., 2015;
ALOLOFetal., 2016; LIKITPONGPIPAT et al.,2018), o tomilho (LIN et al., 2014; ALOLOF
etal., 2016), Aloe vera (KALRA et al., 2017), o alho (Allium sativum oil) (MOHAMMAD et
al., 2015), o oleo resinoso de copaiba (Copaifera langsdorffii) (LIMA et al., 2011) e a
curcumina (Curcuma longa) (PRABHAKAR et al.,, 2019) tém apresentado resultados
comparaveis aos obtidos com MTA e hidroxido de célcio, embora as evidéncias cientificas
para o uso dessas substancias em dentes deciduos sejam limitadas.

Considerando as propriedades bioldgicas das plantas medicinais e os requisitos de um
material protetor da polpa dentaria, como por exemplo, ter acdo antimicrobiana e anti-
inflamatoria, destaca-se a planta medicinal Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
popularmente conhecida como angico, frequentemente encontrada no bioma caatinga do
semiarido paraibano. Ja foram evidenciados seus efeitos anti-inflamatorio (CARSOSO-
JUNIOR et al., 2020), cicatrizante (PESSOA et al., 2015), antimicrobiano (ROCHA et al.,
2013; LIMA et al., 2014; NUNES et al. 2015; ROCHA et al., 2017), antibiofilme (SILVA et
al., 2019), anti-lipoxigenase, imunomodulador e antinociceptivo (GUARNIERI et al., 2019),
antioxidante (LIMA et al., 2014) e baixa toxicidade (LIMA et al., 2014; SILVA et al., 2019).
Os efeitos medicinais desse vegetal sdo atribuidos, especialmente, a sua complexa composicdo
quimica, constituida por taninos, flavonoides e proantocianidinas (PESSOA et al., 2015).

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo analisar a resposta do tecido pulpar
dentério de ratos, apds pulpotomia e protecdo com uma pasta a base de Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan e com a pasta antibiotica CTZ, tendo como controle o hidréxido de
calcio pro-analise (P.A.), com a perspectiva de apontar o extrato de A. colubrina como fonte
de compostos bioativos para uma possivel medicacdo de selamento pulpar. Assim como,
investigar o efeito bioldgico da pasta antibidtica CTZ sobre a polpa dentéria, cuja aplicacéo

na Odontopediatria é assegurada pelo seu sucesso clinicorradiografico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O texto a seguir versara sobre os principais topicos relacionados a terapia pulpar
conservadora em dentes deciduos, considerando os respectivos materiais de selamento pulpar

e a resposta da polpa frente a diferentes injdrias.

2.1 Terapia pulpar conservadora

A terapia pulpar em dentes deciduos representa uma das areas mais debatidas e
controversas da Odontopediatria (HUGAR et al., 2017), principalmente pela escassez de
pesquisas que estabelecam a superioridade de um dos tipos de medicacdo em relagcdo a inducao
de uma resposta pulpar favoravel (LIMA et al., 2011; SUNITHA et al., 2017; LUENGO-
FEREIRA et al., 2019; BOSSU et al., 2020).

Dentre as modalidades de terapia pulpar indicadas em Odontopediatria destacam-se
a pulpotomia e o capeamento pulpar direto (RAO et al., 2020), sendo fortemente preconizadas
pela Academia Americana de Odontopediatria (AAPD) como principais alternativas
terapéuticas para o tratamento de dentes deciduos e permanentes com inflamagdo pulpar
reversivel (TAYLOR et al., 2019).

A pulpotomia esta alicercada no fato de que, apds a amputacao cirargica da polpa
coronéria afetada, o tecido pulpar radicular permanece em um estado saudavel, favorecendo
a existéncia de um ambiente propicio para o desenvolvimento normal do dente permanente
(LOURENCO NETO et al., 2013; EL MELIGY etal., 2019; YANG et al., 2020). Além disso,
permite a manutencao da vitalidade dentéria e viabiliza o desenvolvimento de dentes imaturos,
incluindo o fechamento do apice radicular (LI et al. 2019; PAULA et al., 2020).

Existe um debate cientifico acerca do sucesso clinico da aplicacdo de técnicas
pulpares conservadoras em dentes permanentes. Diante dessa afirmacao, a revisao sistematica
e metanalises realizadas por TAYLOR et al., (2019) incluiram uma sintese completa e
quantitativa sobre a realizacdo de pulpotomias em molares permanentes de criancas.
Evidenciaram que este procedimento é preconizado para tratamento de primeiros molares
permanentes destruidos por cérie e enfatizam a limitacdo existente em procedimentos pulpares
mais radicais (pulpectomia) em pacientes infantis.

Normalmente, o progndstico das terapias conservadoras em casos de exposicao
pulpar por carie € menos favoravel em comparacdo com exposi¢oes por fraturas (TAYLOR
et al., 2019; ABUELNIEL et al., 2020), possivelmente, em funcdo do nivel de
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comprometimento pulpar e da presenca do componente microbioldgico. Dessa forma, destaca-
se a importancia de indicar um material de selamento pulpar, que apresente propriedades anti-
inflamatoria, cicatrizante e antimicrobiana. O sucesso da pulpotomia depende ndo apenas do
diagnéstico da polpa dentéria inflamada, mas também da selecdo de um medicamento efetivo
e biocompativel (OLIADARANI et al., 2018; GAWAD et al., 2020).

A presenga de agentes infecciosos ou subprodutos téxicos advindos do microbioma
cariogénico ou meio externo no ato da exposi¢édo pulpar é decisivo no sucesso do tratamento
(RICKETTS et al., 2013; ABUELNIEL et al., 2020). Quando toxinas como as produzidas por
bactérias atingem a dentina, a inflamac&o pulpar geralmente ocorre. Se a lesdo de cérie ndo é
removida ou os dentes traumatizados ndo séo devidamente tratados, este processo inflamatorio
avanca (LOPES; SIQUEIRA-JUNIOR, 2015).

No estudo de coorte de Banihani et al. (2019), avaliou-se o custo efetividade de
técnicas convencionais e seletivas de remocéo de tecido cariado. Observou-se que mais da
metade dos casos de insucesso clinico culminaram na realizacdo de pulpotomia, como
procedimento reparador. Dos dentes tratados pela técnica convencional (ndo seletiva) de
remocdo do tecido cariado realizou-se a pulpotomia secundariamente em 75,7% dos casos, ao
passo que apenas 24,3% dos casos tratados pela remocao seletiva da leséo cariosa findaram
em pulpotomia como procedimento reparador. Nota-se que, em ambos os casos de insucesso,
com remocao seletiva ou ndo, a pulpotomia ainda foi o procedimento reparador de escolha.

Dentre as principais vantagens da pulpotomia na clinica de Odontopediatria,
destacam-se a eficacia e facilidade terapéutica e rapidez no procedimento, sobretudo em
criancas com dificil comportamento, além de ser uma técnica menos dispendiosa,
apresentando um valor social indiscutivel (MUSALE et al., 2018; JUNQUEIRA et al., 2018).

Em uma revisdo publicada por DUNCAN et al. (2019), em nome da Sociedade
Europeia de Endodontia, em um importante periddico da area, foi relatado que existem
questdes criticas sobre a superioridade das técnicas (seletiva e ndo seletiva) para remog¢do do
tecido cariado e qual o melhor biomaterial indicado para tratamentos pulpares conservadores,
em funcdo da fraca evidencia cientifica, suportada apenas em alguns relatos de casos, series
de casos e estudos de coorte com pequenos grupos amostrais.

Os requisitos essenciais para um material de capeamento da polpa incluem boas
propriedades fisicas e biolégicas, como selar a polpa residual, promover a cicatrizacdo do
tecido remanescente, ndo ser reabsorvivel, ser biocompativel e apresentar atividade

antimicrobiana e bioindutora. Considerar esses elementos, durante a escolha de um agente de
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selamento pulpar, é importante para garantir o sucesso do tratamento e evitar a difusdo de
processos inflamatorios ao longo da raiz (ROYER et al., 2018; LUENGO-FEREIRA et al.,
2019).

2.2 Materiais de selamento pulpar

Diversos materiais ou intervencfes podem ser usados na pulpotomia em dentes
deciduos e permanentes. Alguns dos tratamentos promovem a desvitalizacdo, como a
eletrocirurgia (GOPALAKRISHNAN et al., 2018; GAWAD et al., 2020) e o formocresol
(OLIADARANI et al., 2018; EL MELIGY et al., 2019; MESLMANI et al., 2020), embora
este Gltimo ndo tenha mais indicacdo para essa finalidade, em funcdo dos efeitos citotoxicos
e mutagénicos (JAMALLI et al., 2018). Salienta-se que em um passado ndo muito distante o
formocresol foi considerado como a medicacdo Gold Standard para selamento pulpar em
dentes deciduos, principalmente por apresentar alto sucesso clinico, baixo custo e facil
aplicacdo (GAWAD et al., 2020).

O estudo clinico realizado por Erdem et al. (2011) avaliou o formocresol, o sulfato
férrico, o 0xido de zinco e eugenol (OZE) e 0 MTA como agentes de selamento pulpar, apos
pulpotomia em dentes deciduos cariados. O sucesso clinico e radiogréafico foi satisfatorio para
a maioria dos materiais, com excec¢do do OZE, que apresentou resultado significativamente
inferior quando comparado ao MTA.

Outros biomateriais induzem a regeneracdo, a exemplo do hidréxido de célcio,
proteinas osteogénicas, MTA, biodentine (EL MELIGY et al., 2019; CASSOL et al., 2019),
e 0 3Mixtatin (associacdo antibidtica — metronidazol, minociclina e ciprofloxacina) (JAMALI
et al., 2018).Apesar do sucesso clinico, nenhum material, seja ele de origem sintética ou
natural, preenche todos os requisitos esperados (AL-DLAIGAN et al., 2015). Ha relatos de
feitos indesejaveis relacionados a toxicidade e reagdo de hipersensibilidade (3Mixtatin e
CTZ), reabsor¢do dentaria (hidroxido de célcio) e manchamento corondrio (MTA)
(MARCONYAK et al., 2016; ABUELNIEL et al., 2020), o que fortalece a necessidade de
estudos nesta area.

A pasta antibidtica CTZ (cloranfenicol, tetraciclina, 6xido de zinco e eugenol)
corresponde a outro material utilizado em pulpotomias de dentes deciduos, considerado um
agente de selamento com altas taxas de sucesso clinico e radiografico (TAKUSHIGE et al.,
2009; NAKORNCHAI et al., 2010; MOURA et al., 2018). Essa formulacdo foi desenvolvida
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como um metodo alternativo para tratamento de dentes deciduos com polpa necréticas ou
inflamadas que apresentassem ou ndo a presenca de abcesso ou fistulas. Entretanto, pouco se
sabe sobre os efeitos da aplicacdo da pasta antibidtica CTZ sobre polpa viva (BRUNO et al.,
2006).

Os componentes da pasta CTZ sdo associados a efeitos citotdxicos. Por exemplo, o
cloranfenicol é considerado um medicamento hepatotdxico e hematotoxico; a tetraciclina é
associada a efeitos hepatotoxicos, além de ocasionar manchamento dentario (OLIVEIRA et
al., 2006; LUENGO-FEREIRA et al., 2019), e o eugenol, um agente citotoxico (LEE et al.,
2017; JUNG et al., 2018; LOPES et al., 2019).

Estudos ja relataram baixo desempenho clinico e alguns inconvenientes da pasta CTZ,
tais como, a pigmentacdo da coroa do dente tratado (TRAIRATVORAKUL et al., 2012;
MARIZ et al., 2014; DAHER et al., 2015), além de produzir reacédo de hipersensibilidade, em
funcéo dos seus componentes (OLIVEIRA; COSTA, 2006; SOUSA et al., 2014; BARROS;
NERES, 2017). Luengo—Fereira et al. (2019) ao comparar a pasta CTZ com o formocresol em
um estudo, com 2 anos de acompanhamento clinico e radiografico, ndo observaram
superioridade estatistica significativa que justifique a aplicagdo clinica do CTZ em dentes
vitais e sugeriu novas investigacoes.

O hidrdxido de célcio corresponde ao material de protecéo pulpar mais utilizado na
Odontologia, provavelmente, por ser um material que apresenta acdo antibacteriana,
biocompatibilidade, capacidade de formacao de barreira mineralizada, selamento da polpa,
custo relativamente baixo (FREIRES; CAVALCANTI, 2011; MASS; ZILBERMAN, 2011,
ROYER, 2018) e altas taxas de sucesso clinico (AKCAY et al., 2014; YILDIZ; TOSUN,
2014; CARUSO et al., 2018; Ll et al., 2019). Em contraposic¢ao, quando comparado ao MTA,
Liu et al. (2011) verificaram baixos indices de sucesso, além de falhas, como o
desenvolvimento de reabsorcéo interna.

As metanalises realizadas por Stringhini-Junior et al. (2015), o hidroxido de célcio
foi a medicagdo que mais apresentou falhas. Apesar do hidroxido de calcio ser considerado
um material regenerador da polpa, a falha clinica com seu uso é consideravel, sobretudo
porque a matriz mineralizada neoformada apresenta-se ténue e porosa, 0 que permite um
maior acumulo de agentes infeciosos, comprometendo o seu sucesso (GANDOLFI et al.,
2015). Outra causa provavel de insucesso da pulpotomia com hidréxido de célcio seria a
presenca de um coagulo sanguineo entre a superficie da polpa e a camada de hidréxido de

calcio, impedindo o contato direto do material com o tecido pulpar (ATASEVER et al., 2019).
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Os estudos de Oliveira et al. (2013) e Grewal et al. (2016) revelaram falhas clinicas e
radiograficas, ao longo do periodo de estudo, no grupo do hidroxido de célcio, com observacéo
frequente de areas necroticas nos canais radiculares e reabsorcdo interna.

Costa e Silva et al. (2019) realizaram um estudo clinico randomizado com o objetivo
de comparar o MTA ao hidroxido de célcio manipulado com solu¢do salina e com
polietilenoglicol (PEG), em pulpotomia de dentes deciduos. O hidréxido de calcio manipulado
com PEG apresentou melhor desempenho clinico quando comparado com aquele manipulado
com solucdo salina (67% de reabsorcdes internas), nos periodos de 3 a 12 meses de
acompanhamento. No entanto, ambas as combinacfes apresentaram resultados clinico e
radiografico inferiores as pulpotomias realizadas com MTA.

Acredita-se que veiculos viscosos, como o PEG, funcionem como um sistema de
liberacdo gradual do hidrdxido de calcio, o que nédo ocorre quando o hidroxido de calcio €
manipulado com &gua ou solucdo salina. Além disso, a agua disponivel no material
manipulado é absorvida pelo conteudo pulpar, produzindo espacgos vazios (infiltragdes) entre
0 material restaurador e o tecido pulpar remanescente, além de favorecer o acumulo de
microrganismos e a reabsorcdo dentaria (COSTA E SILVA et al., 2019).

O MTA também ¢é indicado para pulpotomia em dentes deciduos e apresenta altas
taxas de sucesso clinicorradiografico (AWAWDEH et al, 2018; GHONIEM et al., 2018;
JUNQUEIRA et al., 2018; SMAIL-FAUGERON et al., 2018; GAWAD et al., 2020). No
entanto, seu custo relativamente alto pode ser um fator limitante, principalmente em paises
em desenvolvimento. Segundo BANIHANI et al. (2019), o custo de pulpotomias com MTA
como medicacdo é seis vezes maior quando comparado com outros materiais, a exemplo do
sulfato de ferro (JUNQUEIRA et al., 2018; PRATIMA et al., 2018; RAO et al., 2020). O
custo total do tratamento com MTA é incompativel com os precos estabelecidos pelos
sistemas de assisténcia a salde em muitos paises, de modo que pesquisas devem ser
encorajadas na descoberta de novas medica¢Ges com taxas de sucesso clinico equiparavel ao
MTA, mas que apresentem, dentre outras caracteristicas, baixo custo e menor tempo de presa
(SMAIL-FAUGERON et al., 2018). Outra desvantagem atribuida ao uso do MTA como
medicacdo em pulpotomias é a sua capacidade de ocasionar manchamento dentario
(JUNQUEIRA et al., 2018), mesmo quando € utilizado o MTA branco (ABUELNIEL et al.,
2020), além de reabsorcdo interna ou de furca (CARDOSO-SILVA et al., 2014)

O biodentine foi introduzido no mercado com o objetivo de superar algumas falhas

do MTA. Trata-se de um biomaterial a base de silicato de calcio, considerado pelos fabricantes
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um “‘substituto da dentina” (ABUELNIEL et al. 2020). Seus achados clinicos e radiograficos
sdo equiparaveis ao MTA em termos de biocompatibilidade e inducdo de uma barreira
mineralizada, e sdo superiores aos do hidroxido de calcio (GREWAL et al. 2016; CARUSO
etal., 2018).

Algumas melhorias adicionais relacionadas a manipulagdo, tempo de presa e
radiopacidade foram observadas, além de ndo produzir descoloragao dentéria. Provavelmente,
devido a substituicdo do 6xido de bismuto pelo 6xido de zircénio. Previsivelmente, essa
melhoria das propriedades fisico-quimicas do biodentine em relacdo ao MTA vem
acompanhada de um alto custo, dificultando a sua aplicacdo em servicos publicos e
filantrdpicos de satde (CARUSO et al., 2018; ABUELNIEL et al. 2020).

Outro material bastante investigado é o Bio-C Pulpo®, um cimento bioceramico,
cujo principal composto ativo € o silicato de célcio, que atua juntamente com o fluoreto de
calcio, o calcio aluminato e hidroxido de calcio no processo de mineralizagdo. O cloreto de
calcio foi adicionado a composi¢cdo do biocerdmico para reduzir o tempo de presa e
manipulacdo do material, sendo considerado um forte atraente para o atendimento
odontopediétrico, entretanto, apresenta custo elevado (COSME-SILVA et al., 2018). Um
experimento realizado por Cosme-Silva et al. (2018) avaliou a reposta do tecido subcutaneo
de ratos frente ao MTA, que induziu uma inflamagdo mais exacerbada nos periodos iniciais,
quando comparado ao seu grupo teste (BIO-C Pulpo®). Outrossim, uma céapsula fibrosa

formou-se ao redor de ambos os materiais apos uma avaliacdo de 7 e 15 dias.

2.3 Produtos naturais na terapia pulpar

Em funcdo das propriedades biologicas e do potencial terapéutico dos compostos
bioativos oriundos dos vegetais sobre células humanas, diversos estudos vém sendo
desenvolvidos na tentativa de introduzir na pratica clinica endodéntica, medica¢fes de
natureza vegetal eficazes na reparacdo da polpa dentéria. Essas pesquisas sao realizadas com
compostos vegetais, substancias vegetais isoladas ou em associacdo com algum veiculo ja
existente no mercado, com o intuito de minimizar os efeitos indesejaveis dos materiais
disponiveis e desenvolver um novo biomaterial, capaz de gerar respostas pulpares favoraveis
a reparacdo (ALAGL et al., 2017; CARUSO, 2018).

Nesse sentido, buscam-se medicamentos alternativos para protecdo da polpa dentéria

apos pulpotomia, que sejam clinicamente e biologicamente aceitaveis (EMERALDO et al.,
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2013). E reforcada a importancia de mais estudos nessa éarea, sobretudo diante das
comprovadas e indesejadas respostas biologicas aos produtos disponiveis (KALRA et al.,
2017; MACEDO-COSTA; SANTOS, 2019).

2.3.1 Anadenanthera colubrina

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan foi selecionada para este estudo em funcao
dos achados prévios em relacdo as suas propriedades bioldgicas. Verificamos que o extrato da
casca da A. colubrina apresenta propriedades antioxidante (LIMA et al., 2014), anti-
inflamatoria (PESSOA et al., 2015; MAIA — dados néo publicados), antiproliferativa (LIMA
et al., 2014) antimicrobiana (NUNES, 2011; ROCHA, 2014), além de baixa toxicidade
(SILVA et al. 2019; LIMA et al., 2018) todas consideradas importantes para um material de
selamento pulpar.

Além desses estudos, sdo encontrados na literatura outros que demonstram a
atividade anti-inflamatdria e antimicrobiana desta planta. Santos et al. (2013) observaram
atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva do extrato da A. colubrina. Barreto et al. (2016)
avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos do caule da A. colubrina contra bactérias
resistentes a varias drogas. O extrato apresentou-se como uma fonte de compostos bioativos,
capazes de potencializar a atividade dos aminoglicosideos contra o Staphylococcus aureus.

No Brasil, as espécies do género Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, sdo
conhecidas popularmente como angico ou angico branco. Pertence a subfamilia Mimosoideae
(Leguminosae), com ocorréncia frequente no bioma Caatinga. A. colubrina é uma das plantas
mais usadas na medicina popular, como anti-inflamatorio, antinoceptiva, solucao adstringente
e para tratar problemas respiratérios, como bronquite (COSTA, et al., 2013; LIMA, et al.,
2014; MOTA, 2016; MOTA et al., 2017).

A caracterizacdo fitoquimica do extrato da casca de A. colubrina realizada por Lima
et al. (2018) revela uma complexa composic¢do quimica do vegetal, com destaque para o alto
teor de polifendis (53,18% do equivalente em acido galico). O teor de tanino foi 8,77%
equivalente as catequinas e o teor de flavondides foi 0,28% equivalente a quercetina (LIMA
et al., 2014). O quadro 1 mostra os fitoquimicos encontrados no extrato de A. colubrina
utilizado neste estudo, por cromatografia gasosa com espectrometro de massa (GC-MS)
(LIMA, 2018).


https://www-ncbi-nlm-nih.ez121.periodicos.capes.gov.br/pubmed/?term=Kalra%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28566860

Quadro 1 - Compostos fitoquimicos identificados no extrato da A. colubrina, por GC-MS.

COMPOSTOS TR IR AREA (%)
Acido 2-piperidinocarboxilico, 17TMS 8,404 1267 0,06
Acido butanodidico, 2TMS 9,079 1319 0,02
Acido glicerico, 3TMS 9,380 1343 0.01
Isoeugenol, 1TMS 11,065 1482 0.03
Acido malico, 3TMS 11,248 1498 0.15
Eritritol, 4TMS 11,422 1513 0.01
Acido eritronico, 4TMS 12,151 1574 0.02
Acido 4-hidroxibenzdico, 2TMS 12,918 1636 0.02
D-ribose, 2,3,4,5-tetraquis-O- 13,285 1664 0.01

(trimetilsilil) -, O-metiloxima
Xilitol, 5TMS 14,295 1740 0.90
Xilitol, 5TMS 14,370 1745 0.1

B-D-xilopiranose, 4TMS 14,510 1755 0.02
D - (+) - Galactopiranose, 5TMS 16,390 1884 0.02
D-glucopiranose, 5TMS 16,930 1920 1.37
D-glucopiranose, 5TMS 17,100 1930 0.04
D-manitol, 6TMS 17,560 1960 0.18
Acido galico, 4TMS 17,800 1975 0.02
Acido palmitico, 1TMS 18,965 2047 0.07
Mio-inositol, 6TMS 20,220 2125 0.27
Acido estearico, 1TMS 22,210 2246 0.02
Sacarose, 8TMS 29,378 2705 48.08
Catequina, 5 TMS 32,458 2920 0.52

Fonte: LIMA et al. (2018). TR — Tempo de retencéo; IR — Indice de retencéo.
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Observa-se que a composicdo fitoquimica do extrato da casca da A. colubrina é
caracterizada, especialmente, pela presenca de flavonoides, taninos e procianidinas. Esses
compostos sao conhecidos por facilitar a reparacao e cicatrizacdo de feridas (PESSOA et al.,
2015). Segundo Souza et al. (2018), a acdo antisséptica dos taninos é atribuida a sua
capacidade de precipitacdo de proteinas no tecido lesionado, onde forma-se uma pelicula
protetora, dificultando a penetragdo microbiana. Os flavonoides tém acgdo antioxidante, inibem
a acdo das lipoxigenases, enzimas primordiais nos processos inflamatérios. As procianidinas
apresentam atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antibacteriana, além de promover a
biomodificacdo do colageno dentinério, aumentando a resisténcia desta molécula a
degradacdo enzimatica, principalmente pelas metaloproteinases da matriz (MMP).

Na dentina estdo presentes as MMP -2, -8, -9, 13 e -20, de forma inativa. Quanto
ocorre eventos inflamatorios e infecciosos, os odontoblastos também séo capazes de sintetizar
e secretar MMP. Desta forma, segundo Seogullari-Dirihan et al. (2015), a aplicacdo das
procianidinas sobre o substrato dentinario poderia promover uma inibi¢cdo da degradagédo
enzimatica da matriz dentinaria e inibir o estresse oxidativo e a sintese de MMP pelos
odontoblastos subjacentes ao tecido dentinario, protegendo o complexo dentino-pulpar.

Uma importante enzima no processo de mineraliza¢do da pré-dentina e consequente
formacdo de barreira mineralizada séo as sialofostoproteinas dentinarias (DSPP), expressas
nos odontoblastos e, em menos frequéncia, nos ameloblastos. Essa proteina é clivada em
sialoproteina dentinaria e fosfoproteina dentinéria, pela acdo de enzimas como a BPM1, TLR1
e as MMP’s (SUZUKI et al., 2009; RITCHIE, 2018). Apesar do efeito das procianidinas,
fitoconstituinte presente na A. colubrina, sobre as MMP’s, ainda ndo se sabe se elas
influenciam positivamente ou negativamente na clivagem das sialofosfoproteinas.

Pessoa et al. (2015) avaliaram o efeito do extrato de A. colubrina no processo de
cicatrizacdo do tecido epitelial de ratos e observaram que o nimero de fibroblastos e o
percentual de coldgeno, nos 7° e 14° dias de avaliacdo, foram mais elevados no grupo tratado
com o extrato de A. colubrina, quando comparado ao grupo controle. Embora os efeitos
bioldgicos in vitro e in vivo desse vegetal sejam promissores, antes de indica-lo como fonte
de bioativos na reparacdo do tecido pulpar, sd@o necessarios mais estudos, sobretudo,

diretamente em tecidos dentarios.
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2.4 Polpa dentéria e inflamacao pulpar

A polpa dentaria é um tecido conjuntivo frouxo rico em vasos sanguineos, fibras
nervosas, matriz extracelular e células mesenquimais indiferenciadas (LUO et al., 2018). Esse
tecido apresenta caracteristicas proprias, onde na sua regiao periférica, estdo os odontoblastos,
seguidos de uma zona acelular basal e da zona rica em células. Na porc¢éo central do contetido
pulpar observa-se numeroros vasos sanguineos, fibras nervosas e células imunes e ndo imunes
distribuidas na matriz extracelular, que ¢é de natureza fibrilar e fundamental (HUI et al., 2017,
LOPES, 2018; GIRAUD et al., 2019).

O processo cicatricial € comum a todas as feridas, independentemente do agente que
a causou, € sistémico e dinamico e esta diretamente relacionado as condi¢bes gerais do
organismo. O reparo tecidual pode ser dividido em trés fases: (1) fase inflamatoria, presente
do inicio da lesdo até o 6° dia, (2) fase de formacéo de tecido de granulacdo com deposicao de
matriz extracelular, entre 0 4° e 14° dia, e (3) fase de remodelacéo, que ocorre do 7° ao 17° dia
(CLARK, 2005). Contudo, esses eventos celulares e moleculares ndo devem ser vistos
isoladamente, uma vez que as fases do processo inflamatdrio sdo sobrepostas temporalmente
e modifica-se de acordo com o estado patoldgico do tecido (CAMPOS et al., 2007). Por outro
lado, a polpa dentaria é cercada em toda sua extens@o por um rigido tecido dentinario o que a
diferencia dos demais tecidos do corpo. Essa exclusiva caracteristica dificulta a sua expansao
durante um processo inflamatorio, resultante de agressées ao complexo dentino-pulpar (JANG
etal., 2015).

Diversas situacdes clinicas podem ocasionar agressées ao complexo dentino-pulpar.
Didaticamente, a origem dessas injdrias classifica-se em mecanicas/fisicas, quimicas e
bioldgicas (GIRAUD et al., 2019). As injurias bioldgicas sdo provocadas por microrganismos
e seus produtos, sendo considerados os principais causadores e perpetuadores das alteracGes
pulpares e perirradiculares, desencadeando respostas inflamatdrias e imunologicas variadas.
Essas agressdes microbioldgicas sobre o conteudo pulpar ocasionam, apds 32 horas, um
acumulo consideravel de infiltrado neutrofilico nas areas abaixo dos tdbulos dentinarios
expostos, formando microabscessos pulpares. Com 10 dias de exposicdo as agressdes
bioldgicas, observa-se a predominancia de células mononucleares e, em média de 30 dias da
agressdo inicial, observa-se auséncia de infiltrado inflamatério e deposicdo de matriz
mineralizada (JANG et al., 2015).
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Procedimentos odontoldgicos invasivos e que gerem aquecimento, materiais
capeadores e restauradores, traumatismos dentarios e lesdes cariosas sdo exemplo de situacbes
clinicas que podem ocasionar lesdes e exposicdes pulpares, resultando em respostas imunes e
inflamatorias, mediadas por eventos moleculares e celulares (HUI et al., 2017; GIRAUD et
al., 2019).

Diante de uma agressdo pulpar, seja ela fisica, quimica ou bioldgica, inicia-se um
gradiente quimiotatico com recrutamento de células imunocompetentes por citocinas pro-
inflamatdrias. Em primeira linha, os odontoblastos e fibroblastos, células mais numerosas da
polpa, apresentam Receptores Reconhecedores de Patdgenos (RRP), como os receptores do
tipo Toll-like (JANG et al., 2015; GIRAUD et al., 2019). Os RRP sdo os principais fatores
que iniciam a inflamagdo via reconhecimento de “padrdes moleculares associados a danos”
(DAMP’s) e “padrbes moleculares associados a patogenos” (PAMP) nas células imunes ¢ ndo
imunes (GIRAUD et al., 2019).

Depois de reconhecer o patégeno por RRP, os odontoblastos regulam uma de suas
funcBes caracteristicas, que é a sintese da matriz dentinaria e, concomitantemente, secretam
quimiocinas para recrutar celulas dendriticas imaturas (CHEN et al., 2019; JANG et al., 2015;
COELHO et al., 2019). Além das citocinas, outro componente importante no processo
inflamatorio é o sistema complemento, que pode ser ativado por células imunes e ndo imunes,
a exemplo dos fibroblastos. A cascata proteolitica pode ser iniciada pela via classica, via
alternativa ou ligadora de manose (GIRAUD et al., 2019). As células imunoldgicas presentes
na polpa dentaria produzem proteases, como MMPs, espécies reativas de oxigénio (ERO) e
varias enzimas capazes de combater patdgenos invasores. Por outro lado, essas moléculas
secretadas podem ocasionar danos pulpares irreversiveis (JANG et al., 2015; COELHO et al.,
2019).

Os linfocitos T, linfocitos B, macrofagos e seus mediadores quimicos séo componentes
celulares que estéo presentes no tecido pulpar normal e, portanto, fazem parte do processo
inflamatorio inicial, desempenhando importante papel quimiotatico.. Os linfécitos T, por
exemplo, sdo as células da imunidade celular mais numerosas (SILVA et al.,, 2009;
ALMEIDA et al., 2014). Essas células normalmente localizam-se na periferia dos vasos
sanguineos, atuam na producdo de citocinas e interagem com outras células
imunocompetentes. Por sua vez, os linfocitos B e plasmacitos, que participam da sintese e
secrecdo de anticorpos, respectivamente, ndo sdo frequentes em polpa sadia
(ALMEIDA,2014).
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Nos momentos iniciais da agressao pulpar, ocorre um aumento da permeabilidade
vascular e migracdo de leucocitos dos vasos sanguineos devido a presenca de substancias pro-
inflamatorias ou citocinas, a exemplo da IL-1p e da IL-6, que exercem um papel fundamental
no processo inflamatdrio (SILVA et al., 2009; ALMEIDA, 2014). A IL-1pB ¢ uma das mais
importantes interleucinas encontradas na polpa, sendo responsavel por uma variedade de
acOes de mediacdo das respostas inflamatdrias do hospedeiro e é produzida por diferentes
células. A IL-6 apresenta atividade pleiotrépica, atuando sobre diferentes células e
desempenhando um papel importante como mediadora de reacles pro-inflamatorias
(ALMEIDA, 2014).

Embora o processo inflamatdrio seja pré-requisito para o reparo tecidual e eliminacéo
de patodgeno, segundo Zanini et al. (2017), a inflamacao pulpar intensa ou prolongada pode
impedir a regeneracdo tecidual. Desta forma, existe a necessidade de controlar esse processo
para garantir o sucesso da terapia pulpar. Assim, um dos grandes desafios inerentes ao sucesso
da terapia pulpar, corresponde ao controle do processo inflamatério no tecido pulpar,
utilizando terapias pulpares conservadoras, com vistas a sua reparacao tecidual, mantendo a

vitalidade do dente e aumentando a sua longevidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar histologicamente a resposta da polpa dentaria de ratos apds pulpotomia e

protecdo pulpar com uma pasta a base de A. colubrina e a pasta antibiotica CTZ.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a resposta inflamatdria da polpa dentéria de ratos apos pulpotomia e selamento
pulpar com uma pasta a base de A. colubrina e a pasta antibidtica CTZ;

e Auvaliar a ocorréncia da desorganizacdo da polpa dentéria de ratos apos pulpotomia e
selamento pulpar com uma pasta a base de A. colubrina e a pasta antibiotica CTZ;

e Avaliar a formacao de barreira mineralizada (dentina reparadora) em dentes de ratos,
apos pulpotomia e protecdo do tecido pulpar com uma pasta a base de A. colubrina e
a pasta antibiética CTZ;

e Comparar as caracteristicas histologicas do tecido pulpar de ratos, quando tratado com
a pasta a base de A. colubrina, a pasta antibidtica CTZ e a pasta de hidréxido de célcio.
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia proposta baseou-se no delineamento experimental do estudo de
Esmeraldo et al. (2013), que avaliaram a resposta inicial da polpa dental em ratos, apds
pulpotomia e protecdo da polpa dentaria com propolis verde, pasta iodoformada e hidréxido
de calcio; como também, nos trabalhos de Lima et al. (2011) e Prabhakar et al. (2019), os

quais utilizaram um modelo experimental semelhante, diferenciando os materiais.

4.1 Caracterizacéo do estudo

Essa pesquisa é caracterizada como estudo experimental in vivo, com analises
morfoldgicas do tecido pulpar de ratos, frente a utilizacdo de uma pasta a base de A. colubrina

e da pasta antibidtica CTZ, como materiais de protecdo pulpar, apos pulpotomia.

4.2 Consideracdes Eticas

O delineamento dessa pesquisa atendeu aos principios éticos publicados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi provado pela Comissédo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario Facisa (UNIFACISA), em
Campina Grande, Paraiba (ANEXO 1). Todo procedimento foi supervisionado por uma
Médica Veterinaria responsavel pelo biotério, assegurando que ndo houve sofrimento ou
angustia animal durante os procedimentos que foram executados. Para controle da dor,
assegura-se que os animais foram devidamente anestesiados, bem como a eutanasia pés-
experimento ocorreu por métodos indolores, conforme descrito na secéo 4.7 deste trabalho.

Os pesquisadores envolvidos nessa pesquisa assumem integralmente a
responsabilidade ética e moral durante os experimentos, reconhecendo ser primordial manter
posturas de respeito ao animal, como ser vivo e pela contribuicdo cientifica que ele
proporciona (Principios éticos para o uso de animais revisados pela CIOMS/ICLAS, 2012).

Em respeito a Lei da Biodiversidade 13.123/2015 e por se tratar de uma pesquisa que
se apropriou de um material vegetal originario da biodiversidade brasileira, realizou-se
previamente o cadastro de acesso na plataforma SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimdnio Genético), sob o n°® ASB1E8AS.
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4.3 Coleta do material vegetal

O material vegetal (casca) da A. colubrina (FIGURA 1) foi coletado no més de
setembro no ano de 2011, na cidade de Queimadas, localizada geograficamente no Planalto
da Borborema, Paraiba, regido Nordeste do Brasil (7° 22 '25” S, 35° 59' 32 W), que faz parte
do bioma caatinga. Um espécime representativo foi depositado no Herbario Manuel de Arruda
Cémara, da Universidade Estadual da Paraiba, sob o nUmero 1936/ACAM.

Figura 1 — llustracdo da remogao da casca do caule da Anadenanthera colubrina (Vell) Brenan.

4.4 Preparacao do extrato de A. colubrina

Apos a coleta do material vegetal, a casca foi desidratada, macerada, umedecida e
imersa em etanol a 80% (100g/250 mL) por 48h em temperatura ambiente. Posteriormente, 0
material foi filtrado e os residuos foram imersos em 80% de alcool etilico. As trés fases finais
de extracdo foram concentradas a vacuo, em evaporador rotativo, liofilizadas e armazenadas
a-20°C.

4.5 Modelo animal e ambiente de experimentacédo
Foram utilizados 07 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus albinus), pesando entre

250 e 400g, livres de cérie e devidamente saudaveis, provenientes do biotério do Centro

Universitario Facisa (UNIFACISA), localizado na cidade de Campina Grande, Paraiba. Os
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experimentos ocorreram mediante a aprovacdo da referida instituicdo. Os animais
permaneceram em gaiolas plasticas de polipropileno, forradas com maravalha autoclavada,
em ambiente controlado com temperatura de aproximadamente 22°C, umidade em torno de

60%, ciclo de luz 12 horas claro/escuro, recebendo &gua e ragao sem restricao.

4.6 Grupos de animais e preparacao dos materiais

Os animais foram alocados em grupos de acordo com o material utilizado para proteger
o tecido pulpar remanescente apds a pulpotomia e periodo de avaliagcdo. Foram considerados
dois tempos de avaliagdo, com nove animais para cada tempo. Um animal foi alocado para o
grupo sem intervencdo, a fim de estabelecer o padrdo histolégico. Um total de 18 primeiros
molares (superiores e inferiores) foram pulpotomizados e protegidos com um dos trés
materiais do estudo, sendo 03 dentes para cada medicagédo, conforme descrito no Quadro 2.

O extrato liofilizado de A. colubrina foi manipulado com éxido de zinco em uma
concentracdo de 50% (QUADRO 2). Considerando que a area da cavidade realizada nos
primeiros molares dos ratos comporta aproximadamente 1 mg da manipulacdo, tem-se um

volume de 0,5 mg de extrato em contato com o tecido pulpar dos ratos.

Quadro 2 — Distribuicdo dos grupos de acordo com o material utilizado e o tempo de avalia¢do.

Pastas 72 horas 15 dias
Extrato A. colubrina + éxido de zinco (1:1) 03 dentes 03 dentes
+ polietilenoglicol 400
Hidroxido de calcio P.A. + 03 dentes 03 dentes
polietilenoglicol 400
Pasta CTZ a base de cloranfenicol 500 mg 03 dentes 03 dentes

+ tetraciclina 500 mg + 6xido de zinco
(1:1:2) + eugenol
Sem intervencdo — Padrdo histoldgico 04 dentes -

NUmero de animais 04 03

4.7 Procedimentos anestésicos e operatorios

Inicialmente os animais receberam inje¢éo intraperitoneal de cloridrato de xilazina 2%
(6mg/kg) e cloridrato de cetamina 10% (10/30mg/kg) (Cetamin/Xilazin - Rhobibarme

Industria Farmacéutica Ltda, Hortolandia, SP, Brazil).
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Os animais foram imobilizados em mesa cirtrgica adequada, em decubito dorsal, para
acesso aos molares superiores e inferiores. O acesso cirurgico a camara pulpar foi realizado
na superficie oclusal com haste carbide de formato piriforme FG 330 (KG Sorensen, Séo
Paulo, Brasil), em contra angulo de baixa rotacdo. Todo procedimento foi realizado sob
refrigeracdo com solucao fisioldgica estéril 0,9%. A irrigacdo da cavidade foi realizada com
cloreto de sdédio 0,9 % e secagem com cone de papel absorvente estéril (Dentsply - Industria
e Comércio Ltda, Petropolis, RJ, Brazil).

Apb6s a manipulacdo imediata, aproximadamente 1mg das pastas especificadas no
quadro 2 foram aplicadas na camara pulpar, sobre a polpa exposta, com auxilio de um
aplicador de hidroxido de calcio infantil e um cone de papel absorvente estéril. As cavidades
foram seladas com cimento de Oxido de zinco e eugenol (IRM, Dentsplay - Industria e
Comércio Ltda, Petropdlis, RJ, Brazil).

Os animais foram mantidos em gaiolas sob condiges ambientais adequadas, com livre
acesso de racdo e agua durante todo o experimento, até o dia da eutanésia. Apos o periodo de
experimentacao, os animais foram eutanasiados por meio da inalagdo do anestésico inalavel
Isoflurano ImL/mL (Isoforine — Cristalia produtos quimicos farmacéuticos Ltda, Itapira, Sao
Paulo, Brasil), e a confirmacao da eutanasia foi realizada pela verificacdo da auséncia de sinais

vitais.

Figura 2 — Sequéncia dos procedimentos operatorios com o animal sedado. (A) Abertura coronaria e exposicao
pulpar; (B) irrigagdo com solucéo fisiologica 0,9% e aspiracéo; (C) selamento da cavidade com cimento de 6xido

de zinco e eugenol.
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4.8 Analises macroscépica dos espécimes

As maxilas e mandibulas dissecadas foram analisadas, por inspec¢do visual e tatil,
quanto a integridade da restauracdo provisoria apés o tempo de experimentacdo. Os dentes
com auséncia da restauracdo proviséria ou com fraturas coronarias que pudessem

comprometer as analises microscépicas nao foram incluidos no estudo e foram descartados.

4.9 Preparacao dos especimes e andlise histomorfoldgica

O processamento histologico e analises microscépicas foram realizadas no Laboratorio
de Histopatologia Oral do Departamento de Odontologia da Universidade Estadual da Paraiba.

Os espécimes foram fixados em solucdo de formalina a 10% por aproximadamente 96
horas, seguida de desmineralizacdo em solucdo de acido etilenodiamino tetra-cético (EDTA),
tamponado com fosfato e pH ajustado em 7,34, o qual foi trocado a cada 7 dias até o prazo
méaximo de desmineraliza¢do em 14 e 21 dias para maxilas e mandibulas, respectivamente. A
desmineralizacdo foi considerada satisfatdria quando a peca ndo oferecia resisténcia a
perfuracdo com agulha de insulina. Posteriormente a desmineralizacdo, o material foi clivado
e enviado para processamento histoldgico, considerando a seguinte metodologia: lavagem em
agua corrente por 40 min, desidratacdo em alcool 70°GL e alcool 80°GL por 40 min, imerso
em solucdo de alcool etilico absoluto e butilico (1:1) por 30 min, imerso em alcool butilico
por 30 min, duas imersdes em xilol por 10 min, trés banhos em parafina por 30 min e incluséo
em parafina.

Posteriormente, cortes de 5 um foram obtidos em um micrétomo (Leica RM 2125 RTS
- Leica Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzalar, DE), estendidos em laminas de vidro e
corados com hematoxilina e eosina (HE). Sob microscopia de luz (Leica DM 500 — Leica
Microsystems Vertrieb GmbH, Wetzalar, DE), um examinador previamente treinado realizou
as analises das ldminas histolégicas. Com base em adapta¢Ges dos parametros descritos no
manual da Organizacéo Internacional de Padronizacdo (1SO) N° 10993/7405 e no trabalho de
LIU et al. (2017), conforme apresentado nos quadros 3, 4 e 5, foram analisados 0s seguintes
aspectos: infiltrado inflamatdrio, desorganizacdo do tecido pulpar e formacdo de dentina

reparadora

Quadro 3 — Escores e caracterizagdo do infiltrado inflamatorio presente no tecido pulpar.



Escores

2
3

Infiltrado inflamatorio

Nenhuma ou poucas células inflamatdrias dispersas na regido pulpar

Infiltrado inflamatdrio celular discreto com leucocitos polimorfonucleares e
mononucleares

Infiltrado inflamat6rio celular moderado

Infiltrado inflamat6rio celular intenso ou com caracteristicas de abscesso

Fonte: I1SO 10993/7405; LIU et al. (2017).

Quadro 4 — Escores e caracteriza¢do da desorganizacdo do tecido pulpar.

Escores
0
1
2
3

Desorganizacao do tecido pulpar
Tecido normal
Desorganizacao da camada odontoblastica, mas tecido pulpar central normal
Desorganizacao total da morfologia do tecido pulpar

Necrose pulpar

Fonte: I1SO 10993/7405; LIU et al. (2017).

Quadro 5 — Escores e caracterizagdo da formacdo de dentina reparadora.

Escores

0

Dentina reparadora

Ausente
Deposicéo discreta de tecido duro imediatamente abaixo da regido exposta
Deposi¢do moderada de tecido duro imediatamente abaixo da regido exposta

Deposicao intensa de tecido duro imediatamente abaixo da regido exposta,
caracteristica de uma ponte de dentina completa

Fonte: 1SO 10993/7405; LIU et al. (2017).

36
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5 RESULTADOS

A amostra foi composta por 18 primeiros molares, superiores e inferiores, de ratos,
randomizados igualitariamente em 3 grupos, de acordo com o material e dois tempos de
avaliacdo (Quadro 2). As analises morfométricas do tecido pulpar incluiram a intensidade do
infiltrado inflamatorio (Grafico 1), a desorganizacédo do tecido pulpar (Gréfico 2) e a formacéo
de conteudo mineralizado (Grafico 3).

No tempo de 72 horas, a maioria das amostras dos grupos da pasta da A. colubrina e
da pasta CTZ apresentaram intenso infiltrado inflamatério com células polimorfonucleares e
mononucleares. J& nas amostras tratadas com hidréxido de célcio prevaleceu um infiltrado
inflamatorio discreto. No tempo de 15 dias, as amostras tratadas com a pasta a base de A.
colubrina e com a pasta de hidroxido de célcio apresentaram reducdo da intensidade do
infiltrado inflamatério. Por outro lado, as amostras tratadas com a pasta CTZ nao revelaram
nenhum sinal de remissdo do processo inflamatorio, com areas indicativas de abscesso
(GRAFICOL1).

Gréfico 1 — Representacdo grafica dos resultados da intensidade do infiltrado inflamatdrio,
distribuidos de acordo com as pastas testadas, escores e tempos de avaliagéo.

INFILTRADO INFLAMATORIO
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Escore 2
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1
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0

A.colubrina  CTZ Ca(OH)2 A.colubrina CTZ Ca(OH)2
72 horas 15 dias

NUmero de dentes

A desorganizacdo do conteudo pulpar foi observada em todas as amostras € em
ambos os tempos de avaliacdo, com areas de necrose em pelo menos um campo do tecido
pulpar avaliado (escore 3). As amostras tratadas com a pasta a base de A. colubrina
apresentaram menos casos de necrose pulpar, na avaliacdo de 72 horas. No 15° dia de
avaliacdo, apenas nas amostras tratadas com a pasta a base de A. colubrina (n=1) e com
a pasta de hidroxido de célcio (n=2) observou-se a manuten¢@o da normalidade da por¢éo
central do tecido pulpar, apesar da desorganizacdo da camada odontobléstica. As amostras
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tratadas com a pasta CTZ revelaram extensas areas de necrose, nos dois tempos de
avaliacdo (GRAFICO?2).

Grafico 2 — representacédo grafica dos resultados da desorganizacao da polpa distribuidos de
acordo com as formulac6es testadas, escores e tempos de avaliacao.
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Em relacéo a deposicdo de tecido mineralizado, formando uma barreira na area da
exposicdo pulpar, nenhuma pasta testada foi capaz de induzir a formacdo de tecido
mineralizado, no periodo de 72 horas. Em relacdo a variavel formacédo de dentina reparadora,
apenas as amostras tratadas com a pasta a base de A. colubrina e a pasta de hidroxido de
calcio foram capazes de induzir a formacéo de tecido mineralizado (FIGURA 3), no 15° dia,
em pelo menos um dos condutos radiculares avaliados, com diferentes intensidades de
deposicdo (GRAFICO 3).

Grafico 3 — Representacdo gréfica dos resultados da formacgdo de dentina reparadora
distribuidos de acordo com as formulagdes testadas, escores e tempos de avaliacéo.
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Figura 3 — Fotomicrografias representativas do tecido pulpar de dentes molares de ratos,
apos pulpotomia e protecdo pulpar com as pastas a base de A. colubrina, CTZ e hidréxido
de calcio, nos periodos experimentais de 72 horas e 15 dias de avaliacdo, além do corte
histolégico de um dente molar de rato sem intervencao (padrédo histolégico).
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FIGURA A - Observa-se a presenga de um intenso infiltrado inflamatdrio neutrofilico proximo a area de
amputacdo da polpa (HE, 200x). FIGURA B - Deposi¢do de contetido mineralizado obliterando a entrada
de um dos condutos, associado a hiperemia e extravasamento hemorragico (HE, 200x). FIGURA C -
desorganizacdo do conteudo pulpar com &reas de tecido necrético abaixo da regido de exposicdo e na porgéo
cervical de um dos condutos (HE, 200x). FIGURA D - Presenca de dentina reparadora e de vasos
sanguineos abaixo da &rea do tecido neoformado (HE, 200x). FIGURA E - Infiltrado inflamatério celular
intenso justaposto a area de necrose pulpar préximo a regido de exposicao (HE, 200x). FIGURA F -
Infiltrado inflamatorio neutrofilico com caracteristicas de abcesso e desorganizacao da morfologia do tecido
pulpar préximo a regido exposta (HE, 200x). FIGURA G - Fotomicrografia do controle histolégico
evidenciando a morfologia do complexo dentino-pulpar sem alteraces (HE, 40x).
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6 DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido considerando o debate sobre as diferentes propostas
terapéuticas para pulpotomia em dentes deciduos (ESMERALDO et al., 2013; ALAGL et al.,
2017; SAIKIRAN et al., 2019; GAWAD et al., 2020; RAO et al., 2020), as respectivas
limitacbes dos materiais disponiveis (TAYLOR et al., 2019; YANG et al., 2020;
ABUELNIEL et al. 2020) e a necessidade de esclarecer os fendmenos teciduais da polpa
dentaria, em resposta a parte dos materiais ja utilizados na clinica para a protecao pulpar apds
pulpotomia. Objetivou-se analisar a resposta do tecido pulpar de ratos apds pulpotomia e
protecdo pulpar com uma pasta a base de A. colubrina e a pasta CTZ, utilizando como
controle, a pasta de hidréxido de célcio.

A escolha do extrato da A. colubrina para compor uma das pastas baseou-se em estudos
prévios, que caracterizaram os seus potenciais anti-inflamatério, antioxidante, antimicrobiano,
e conferiram baixa toxicidade (LIMA et al., 2014; NUNES, 2011; ROCHA, 2014; PESSOA
et al., 2015; SILVA et al. 2019; MAIA — dados ndo publicados ). A pasta CTZ apesar de ser
bastante utilizada na Odontopediatria, em pulpotomias de dentes deciduos (LOCATIVA et
al., 2012; LUENGO-FEREIRA et al., 2019), ndo foi encontrado Nenhum estudo na literatura,
que demonstre a resposta do tecido pulpar frente a esta pasta, nos periodos iniciais do processo
inflamatorio.

A pasta a base de A. colubrina e a pasta CTZ induziram intenso infiltrado inflamatério
celular, com sinais de abscesso no periodo de 72 horas. Com o decorrer do tempo (15 dias),
observou-se nas amostras tratadas com a pasta a base de A. colubrina reducédo da intensidade
do infiltrado inflamatdrio, com sinais de deposicdo de tecido mineralizado, compativel com
dentina reparadora. Por outro lado, nas amostras tratadas com o CTZ nédo foi observada
nenhuma remissdo do processo inflamatério. Pelo contrério, a intensidade do infiltrado
inflamatorio foi maior, sem nenhuma evidéncia de reparo tecidual.

A remissdo do processo inflamatdrio no grupo tratado com a pasta a base de A.
colubrina pode ser do seu efeito modulador sobre a resposta inflamatéria do hospedeiro
através da infra-regulacédo da expressao génica de IL-8 e da supra-regulacdo do gene IL-10.
Além de reduzir, significativamente a nivel celular (fibroblastos humanos gengivais), a
expressdo de IL-6 e IL-8, sugerindo uma possivel modulacdo na secrecdo de enzimas pro-
inflamatorias pelo hospedeiro (MAIA - dados ndo publicados).

Essa interacdo do extrato de A. colubrina com mediadores inflamatorios foi observada

no estudo realizado por Cardoso-Junior et al. (2020), onde observou-se uma reducdo na
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producdo de IL-12 e, adicionalmente, o extrato aumentou a producdo de IL-10, reduziu o
edema em pata de ratos e leucocitose. Os autores atribuiram esses achados aos
fitoconstituintes presentes no vegetal, nomeadamente, os flavonoides.

A organizacdo do tecido pulpar, no periodo de 72 horas, nos dentes tratados com a
pasta & base de A. colubrina pode ter sido superior aos demais grupos (Grafico 2) em
decorréncia dos seus compostos bioativos, como as proantocianidinas. Esses compostos
apresentam acdo sobre enzimas proteoliticas zinco dependentes, como as MMPs e,
consequentemente, promovem a biomodificacdo do coldgeno dentinério, aumentando a
resisténcia desta molécula a degradacdo enziméatica (SOUZA et al., 2018).

As MMPs sdo proteases que participam, dentre outras funcbes, do processo de
clivagem das sialofosfoproteinas dentinarias em fosfoproteinas e sialoproteinas dentinarias,
que possuem um importante papel na formacao e mineralizagdo da pré-dentina (SUZUKI et
al., 2009; RITHCIE et al., 2018). No entanto, outros estudos sdo necessarios para verificar se
0s compostos bioativos presentes no extrato da casca da A. Colubrina podem regular
negativamente ou positivamente essas proteases e influenciar direta ou indiretamente na
deposicédo de contetdo mineralizado.

O potencial terapéutico do extrato de A. colubrina é atribuido a sua complexa
composi¢do quimica, constituida por diversos subprodutos derivados do seu metabolismo
secundario, especialmente, os flavonoides, taninos e procianidinas. Esses compostos sdo
conhecidos por facilitar a reparacéo e cicatrizacéo de feridas (LIMA et al., 2014; PESSOA et
al., 2015; SILVA et al., 2019; CARDOSO-JUNIOR et al., 2020). Rocha et al., (2014)
avaliaram o perfil fitoquimico do extrato da casca de A. Colubrina utilizado neste estudo, onde
foram identificados teores elevados de compostos fendlicos e flavonoides e, em menor
proporcao, os taninos. Em seguida, a caracterizacdo fitoquimica realizada por LIMA et al.
(2014) revelou diferentes compostos quimicos, com alto teor de polifendis (53,18%), e taninos
(8,77%).

N&o ha registros na literatura de estudos que avaliaram a resposta do tecido pulpar
frente ao extrato de A. colubrina. Contudo, Pessoa et al. (2015) avaliaram a reparacdo de
tecido epitelial de ratos apos tratamento com o extrato de A. colubrina. Morfologicamente,
observou-se a presenca de fibroblastos maiores e maior concentragdo de fibras coldgenas, com
aumento quantitativo e qualitativo no 7° e 14° dias, quando comparado ao grupo controle

proservagao.
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A viabilidade celular frente ao extrato de A. colubrina foi comprovada por diferentes
estudos (GUARNIERE et al., 2019; CARDOSO-JUNIOR et al., 2020). Resultados do estudo
de MAIA (dados ndo publicados) apontam que concentracdes até 250 pg/mL do extrato de A.
colubrina mantém a viabilidade celular de fibroblastos gengivais humanos acima de 70%,
com determinacgdo da dose letal (DLso) em 432,3 pg/mL. A concentracdo do extrato de A.
colubrina presente na pasta inserida na camara pulpar correspondeu a aproximadamente 500
pug/mL, sendo, portanto, considerada uma dose segura, apesar das limitacGes em determinar a
concentracéo real inserida na cavidade.

Nesta pesquisa, a pasta antibiotica CTZ foi o material que obteve o pior desempenho
na avaliacdo de 72 horas e 15 dias do procedimento e nenhuma amostra avaliada apresentou
a formacéo de conteudo mineralizado. Este achado corrobora com o estudo de Bruno et al.
(2006), que também néo constatou a formacéo de barreira mineralizada, apos pulpotomia em
dentes de cées. Os resultados histologicos ndo sdo condizentes com as taxas de sucesso
clinicorradiografico (LUENGO-FEREIRA et al., 2019), onde uma degeneracdo pulpar
subclinica, sem diagnostico, pode estar em desenvolvimento. Apesar dos excelentes
resultados clinicos encontrados Luengo-Fereira et al. (2019) alertaram que a utilizagcdo do
CTZ sobre polpa vital ndo é totalmente elucidada e que os riscos de reacdes alérgicas devem
ser considerados.

Os indesejados achados histoldgicos encontrados nas amostras tratadas com a pasta
CTZ, provavelmente, sdo decorrentes da presenca do eugenol. O eugenol pode ser considerado
um agente citotoxico, quando em contato direto com o tecido pulpar (LEE et al., 2017; JUNG
et al., 2018). As moléculas de eugenol sdo pequenas e podem se difundir facilmente no tecido
pulpar, agindo como irritante e causando uma inflamacéo cronica (LOPES et al., 2019).

No estudo realizado por Bruno et al. (2007), os efeitos da pasta CTZ foram analisados
sobre polpa viva de cdes, com analises histoldgicas apos 6, 8, 9 e 10 meses do procedimento.
Os resultados do estudo evidenciaram que mesmo ap6s 6 meses da realizacdo do
procedimento, foram observadas caracteristicas de progressdo da inflamacdo pulpar, com
evidéncia de vasos sanguineos congestos, areas hemorragicas e a presenca de células
linfocitoplasmaticas inflamatorias. No 8° e 9° més o processo inflamatorio foi parcialmente
reduzido, desaparecendo completamente no 10° més de avaliagcdo. Apesar de apresentar uma
resposta pulpar prolongada, os autores concluiram que os resultados das analises
histopatoldgicas realizadas em dentes de cdes ap0s pulpotomia com a pasta antibiédtica CTZ

eram promissores, indicando a sua utilizacdo em terapias pulpares.
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Até onde esgotaram-se as buscas por trabalhos cientificos para realizacdo desta obra,
nenhum estudo encontrado avaliou a reposta pulpar, apos pulpotomia e selamento com a pasta
antibiotica CTZ, nos periodos de avaliacdo de 72 horas e 15 dias. Zanini et al. (2017) e Lopes
et al. (2019) consideram importante realizar estudos que busquem compreender a reposta
inflamatéria da polpa apds aplicacdo de agentes de cobertura, uma vez que a resposta
inflamatdria inicial exacerbada pode causar necrose tecidual mais profunda.

Locativa et al. (2012) avaliaram a resposta inflamatéria da sinfise mandibular de
porquinhos da india apds a colocacdo de implantes intrabsseos com materiais indicados em
terapias pulpares em dentes deciduos. Os autores observaram que a pasta CTZ e pasta a base
de hidroxido de célcio induziram inflamacdo grave, com a presenga marcante de tecido
necrético, linfécitos, células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho e reabsorcao
Ossea. Neste estudo, caracteristicas semelhantes foram encontradas no tecido pulpar dos
dentes tratados com a pasta CTZ, conforme observado nos graficos 1 e 2, exceto a reabsorcao
0ssea e a presenca de células de corpo estranho.

Os achados histoldgicos deste estudo, nos dois tempos de avaliacdo, comprovam que
o hidréxido de calcio comporta-se como um matrerial biocompativel, capaz de induzir o
reparo do tecido pulpar, com deposicdo de tecido mineralizado, semelhante a dentina
reparadora, dentro de um periodo de 15 dias, em molares de ratos. O hidréxido de célcio foi
eleito como material padrdo ouro nesta pesquisa, justificado pelo seu sucesso clinico e
radiografico constatados ao longo de anos por meio de diversos estudos clinicos, revisdes
sistematicas e metanalises (AKCAY et al., 2014; YILDIZ; TOSUN, 2014; CARUSO et al.,
2018; Ll et al., 2019).

Oliveira et al. (2013) realizaram um estudo com acompanhamento clinico,
radiografico e histologico, cujo resultados revelaram falhas clinicas e radiograficas ao longo
do periodo de estudo no grupo tratado com hidroxido de calcio, com observacao frequente de
areas necroticas nos canais radiculares e reabsorcdo interna. O tecido dentinario neoformado
pelo hidréxido de célcio pode apresentar defeitos em tuneis e porosidades em funcéo da sua
alta solubilidade e baixa adesdo (GANDOFI et al., 2015; PAULA et al.,, 2020). Esses
diferentes defeitos na dentina reparadora podem funcionar como nichos para acimulo de
microrganismos (AKHLAGHI et al., 2015; GANDOFI et al., 2015). Por outro lado, sabe-se
que a presenca de matriz mineralizada é um forte indicativo de vitalidade pulpar e ratifica o
sucesso do biomaterial. Quando o tecido pulpar é exposto ao ambiente externo, a

dentinogénese reparadora pode ser induzida por capeamento pulpar, para manter a vitalidade
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e a funcéo do tecido pulpar (PAULA et al., 2020; BOSSU et al., 2020). Acredita-se que as
falhas associadas ao hidroxido de calcio podem estar relacionadas a polpa inflamada nao
diagnosticada e, ndo necessariamente, ocasionadas pelo material (PORDEUS et al., 2014;
STRINGHINI-JUNIOR et al., 2015).

No estudo de Esmeraldo et al. (2013) observou-se no tecido pulpar de molares de ratos,
apos pulpotomia e protecdo pulpar com hidroxido de calcio, intenso infiltrado inflamatorio,
no periodo de 72 horas, com declinico gradual no 7° dia de avaliacdo. Ja nos cortes
histoldgicos deste estudo, foi observada a presenca discreta de células inflamatorias proximas
a area de exposi¢do no periodo de 72 horas. Esta diferenca pode ser em funcdo do veiculo
utilizado para manipular a pasta de hidréxido de calcio. No estudo de Esmeraldo et al. (2013)
foi utilizado um veiculo aquoso, a solucdo salina, e neste estudo foi utilizado um veiculo
viscoso, 0 PEG 400. A liberacdo dos ions calcio e hidrdxila presentes nas formulacdes a base
de hidroxido de célcio é mais rapida e intensa, quando este material € manipulado com
veiculos aquosos, como a solugdo salina e outros liquidos bioldgicos. No entanto, quando
manipulado com veiculos viscosos, a exemplo do PEG, a liberacéo dos ions ocorre de maneira
gradual e significativa, refletindo diretamente na reposta tecidual (COSTA E SILVA et al.,
2019).

A necrose pulpar observada nas amostras tratadas com a pasta de hidroxido de calcio,
no periodo de 72 horas, provavelmente é decorrente da alcalinidade deste composto. Esta
alcalinidade tem um efeito benéfico ao tecido pulpar lesionado por ser responsavel pela acao
antimicrobiana desse material e por ocasionar uma irritacdo superficial e de curta duracao,
estimulando o tecido conjuntivo a defender-se dos agentes irritantes e reparar-se dos danos
causados (ESMERALDO et al., 2013). Qutrossim, a necrose superficial ocasionada pelo
hidroxido de célcio funciona como um importante agente quimiotatico, estimulando o
recrutamento e diferenciacdo de células imunocompetentes (SILVA et al., 2015; SARAIVA
etal., 2017).

Nenhum grupo avaliado nesse estudo apresentou formacao de matriz mineralizada na
avaliacdo de 72 horas, o que difere dos achados histoldgicos do trabalho de Liu et al. (2017),
onde a avaliacdo histomorfologica revelou a formacao de uma leve camada de dentina sobre
a polpa, nos dentes tratados com o hidréxido de calcio. Este achado é raro em um intervalo de
tempo tdo curto (MENDONCA et al., 2009; LOPES et al., 2019). Isso porque a fase de
coagulagdo geralmente ocorre em até 24 horas, dependendo da ferida gerada e do estado

patolégico do tecido, e a fase inflamatoria, marcada pela intensa producdo de mediadores
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inflamatorios e eventos celulares, normalmente perdura por até 6 dias do inicio da lesdo
(BALBINO et al., 2005; MENDONCA,2009). A reparacdo celular tem inicio apds o controle
do processo inflamatdrio, com a substituicdo da parte lesionada ou necrética por células
mesenquimais indiferenciadas, que apos diferenciacao ddo origem a um tecido semelhante ao
anterior.

Em relacéo a escolha do modelo animal para a realizagéo deste estudo, utilizou-se o
modelo com mamiferos roedores, uma vez que os molares de ratos apresentam semelhancas
com os molares humanos em termos de caracteristicas anatdmicas, histoldgicas e bioldgicas
(TRONGKI et al., 2018; CARUSO et al., 2018). Constatou-se que as rea¢des bioldgicas do
tecido pulpar de ratos, nos diferentes estagios do processo inflamatérios, sdo equiparaveis a
outros mamiferos (PAULA et al., 2020).

A extrema dificuldade para realizacéo de isolamento absoluto, a remogéo completa de
debris oriundos do desgaste dentério e a limitagéo na visualizagdo do campo operatdrio podem
ter influenciado indiretamente a resposta inflamatéria. Tais fatores devem ser considerados ao
avaliar o efeito das medicacGes sobre o tecido pulpar de ratos (LOPES et al., 2019). O uso
desse modelo animal reduz expressivamente a exposicao e eutanasia de animais de grande
porte, como mamiferos ndo roedores, alem das notdrias vantagens éticas e econdmicas
(LOPES et al., 2019).

Apesar de algumas limitacGes, como numero amostral reduzido e tempo de avaliacao
relativamente curto, os resultados encontrados nesta pesquisa contribuem expressivamente
para o conhecimento dos eventos celulares envolvidos no processo inflamatério ap6s
pulpotomia e protecdo pulpar, além de subsidiar o desenvolvimento de estudos futuros em
terapias pulpares vitais de dentes deciduos e, especialmente, com a utilizacdo de produtos
naturais como fonte de recursos terapéuticos em Odontologia.

Outra limitacdo refere-se a definicdo exata da concentracao do extrato da A. colubrina
inserida na pasta. Pretende-se desenvolver uma formulagdo, que padronize a concentragdo do
extrato, considerando as doses seguras em relacdo aos dados de citotoxicidade obtidos em
macréfagos (LIMA et al., 2018), fibroblastos gengivais humanos (MAIA-dados néo
publicados) e de toxicidade sistémica (SILVA et al., 2019), assim como, as concentragdes que
apresentam efeito modulador sobre a resposta inflamatéria do hospedeiro (MAIA-dados ndo

publicados).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Ao analisar integralmente as variaveis morfoldgicas investigadas nesse estudo, pode-
se afirmar que nenhuma pasta testada apresentou resultados iguais ou melhores do que aqueles
obtidos com a pasta a base de hidroxido de célcio, em relacéo a atividade anti-inflamatéria e
reparadora no tecido pulpar de molares de ratos.

Apesar do pioneirismo desse estudo em avaliar a acdo da uma pasta a base de A.
colubrina sobre o tecido pulpar, considera-se que os resultados encontrados sdo promissores,
entretanto, novas analises e estudos que avaliem os fendmenos inflamatorios e de reparo da
polpa dentaria frente a aplicacdo de formulagdes padronizadas a base desse vegetal séo

necessarias.
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