ENDODONTIA

Tissue Engineering in Dentistry

Engenharia de Tecido em Odontologia

Pulpotomia com Proteina Morfogenética do Osso (rhBMP-2) em Dente Deciduo Humano

INTRODUCAO

Para melhor compreensdo da importancia da utilizag@o dos biomateriais na clini-
ca ¢ interessante comentar sobre uma nova modalidade de terapia desenvolvida re-
centemente, a bioterapia, e que esta sendo motivo de inimeras investigagdes nos
diferentes centros de pesquisas que utilizam a biotecnologia. Foi criado na década
passada o termo “Tissue Engineering’s” que traduzindo textualmente significa “Enge-
nharia de Tecido” que é a confecgdo de tecidos e/ou orgdos em laboratérios. Como
realmente ocorre a modelagem, condugio, indug&o, enfim a construgdo ou criagdo
destes elementos, a expressdo “engenharia de tecido™ parece ser bem apropriada. A
engenharia de tecido expressa na sua esséncia a reposi¢do de tecidos ou 6rgdos
danificados por outros verdadeiramente biologicos e funcionais. A engenharia ou
regeneragdo de um novo tecido formado a partir de um pré-existente ¢ uma conduta
que exige conhecimentos e atitudes multidisciplinares, principalmente na area biolégi-
ca (biologia celular, biologia molecular e bioquimica), que de acordo KAIGLER,
MOONEY?® (2001) existem trés distintas estratégias que sdo a condugdo, a indugdo e
os implantes de células, para alcangar o mesmo objetivo, ou seja, a da formagdo de
tecido naturalmente saudavel.

O método de condugdo utiliza um biomaterial de maneira passiva, para facilitar o
crescimento ou a capacidade de regenerag@o de um tecido ja existente. Um exemplo
tipico em nosso meio estd na especialidade da periodontia, com o uso de membrana
(biomaterial) como guia de regeneragdo, onde ela cria condigdes propicias para o
crescimento das células do suporte periodontal e impede a proliferagdo de tecido
gengival e migragdo de células responsaveis por reabsor¢do, para o interior-da lesdo
periodontal (Figura 1).

O método de indugdo envolve a ativago de células proxima ao sitio de defeito
com sinalizadores biolégicos especificos, a origem deste mecanismo tem sua raiz no
descobrimento das proteinas morfogenéticas do osso (BMPs) que sdo capazes de
induzir a diferenciagdo de células do tipo fibroblastos em osteoblastos que sdo res-
ponsaveis pela neoformagio 6ssea (Figura 2).

O método de transplante de células reflete a verdadeira natureza multidisciplinar
da engenharia de tecido, onde sdo acionados os conhecimentos e destreza do clinico,
o trabalho laboratorial minucioso do biologista celular e a habilidade do bioengenheiro.
O clinico remove uma pequena parte do tecido que contem as células de interesse.
Principios de biologia celular sdo necessdrios para a multiplicagdo das células em
laboratério, enquanto o bioengenheiro distribui as células em um arcabougo ou con-
fecciona o tecido em um bioretator, que depois sdo implantadas pelo clinico no local de
deficiéncia (Figuras3 e 4).

Arcabougo

Um aspecto comum para os trés métodos da engenharia de tecido é que eles
sempre estdo associados a um arcabougo (matriz, carreador, mensageiro, veiculo) de
materiais poliméricos (colageno, acido polilactico e/ou poliglicolitico). No método de
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- zrczbouco normalmente € uma membrana que im-
2 nva de células especificas no processo
~=eemez w0 o metodo de indugdo emprega o arcabougo para
tentagdo das proteinas indutivas. E no método
ie células o veiculo ndo sé transporta as células
serve de guia para o crescimento de novo teci-

Proteina morfogenética do osso

Em 1965 URIST? desenvolveu experiéncia muito interes-
precursora de muitas outras com resultados importantes,
le [mplantnu em tecido muscular da perna coelho, matriz
© desmineralizado e observou que apos trés semanas
avia formagdo de tecido 6sseo ectopico. Concluiu que a matriz
30 0sso continha algum elemento capaz de auto-indug@o, a qual
denominou proteina morfogenética do osso [Bone
Morphogenetic Protein (BMP)]. Desde esta época varios pes-
quisadores tém trabalhado no isolamento e clonagem deste fa-
tor, que na realidade sdo vérios fatores indutivos, isto €, varias
proteinas morfogenéticas do 0sso.

Apesar de todo avango e o conhecimento da capacidade
de determinadas células serem induzidas a se diferenciarem em
osteoblastos, ainda falta muito para esclarecer os mecanismos
celulares e moleculares que regem o potencial regenerativo do
0sso. As bases moleculares tém sido atribuidas as proteinas
morfogenéticas do osso que na grande maioria pertencem a
uma superfamilia do Fator de Transformagdo do Crescimento b
(TGF- b). Este grupo de proteinas ¢ composto atualmente em
torno de doze diferentes moléculas indutoras, cada qual com
sua fungo e as vezes interagindo para uma determinada e espe-
cifica atuagdo. Sdo as BMP-1; -2; -3 (osteogenina); -4; -5; -6; -7
(proteina osteogénica-] = OP-1); -8 (OP-2) e as BMP-9 a -12
(RUTHERFORD etal.?'; NAKASHIMA", 1994; RIPAMONT et
al.'”: MATIN etal.”” 2001; SIX et al.** 2002).

Até pouco tempo parecia mais uma visdo futuristica a
utilizagio de biomateriais indutores, entretanto, o seu uso hoje
¢ uma realidade. Na medicina especialmente na ortopedia
(GERHART etal.21993; TRIFFITT*, 2002) e na odontologia prin-
cipalmente na implantodontia e periodontia, com tendéncia pro-
missora na area da traumatologia e endodontia.

Na implantodontia, a reabsorgao residual da crista 6ssea
comeca logo apos a extragdo ou perda do dente e € continua
provocando a redugdo do volume de osso alveolar criando um
problema para a indicagdo do implante dentario. MATIN et al."”

2001); HUNT etal.?(2001); MURUKAWA et al.'" (2001) traba-
lhando com BMP-2 recombinante humana, os primeiros implan-
taram a proteina em alvéolos dentarios de ratos e 0s outros na

€ 0s

:l G O

seio maxilar para aumentar a area 0ssea para
McALLISTER etal.” 1998) e a utilizagdo de
5 ou logo apés a colocagdo do implante den-
ilidade e dim mm o tempo requerido para
Netal* 1997).

s preconizada atualmente ¢
zicas para a autocondugdo,

s animadores na forma-

¢do de tecido 6sseo e fixagdo periodontal com os efeitos
indutivos das proteinas morfogenéticas do osso (RIPAMONTI
etal.””, 1996, KUBOKI etal.’, 1998).

Na endodontia, alguns trabalhos experimentais em ani-
mais tem mostrado a capacidade indutora das BMPs na forma-
¢do de osteodentina ou até mesmo de dentina como protegédo
bioldgica do tecido pulpar (RUTHERFORD et al.?!, 1993;
NAKASHIMA,"™ 1994; RUTHERFORD, GU,? 2000;
MARUKAWA etal.",2001; SIX etal.**, 2002). Novos materiais
e principalmente os bio-ativos para capeamento de tecido pulpar
devem e precisam ser desenvolvidos. Agentes que possam au-
mentar o potencial cicatrizador do tecido conjuntivo pulpar com
indugdo de grande quantidade de dentina ou osteodentina so-
bre a polpa exposta isolando-a e protegendo-a de
microinfitragdes e futuras e possiveis infecgdes.

Nesta dire¢3o nos propomos inicialmente observar “in
vivo™ as reagdes algicas, sinais de alteragdes patologicas e a
possibilidade de detectar radiograficamente os efeitos indutivos
de dentina reparativa com o uso da BMP-2 recombinante huma-
no em arcabougo de 4cido polilactico/poliglicolitico e de colageno
desenvolvidos pela KUNZEL BIOMATERALS sobre a polpa
de dentes deciduos humanos.

MATERIAIS E METODOS

O protocolo da pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Metropolitana de Santos
(UNIMES) através do Parecer 01/02. Foram selecionadas crian-
¢as saudaveis na faixa etédria de oito a dez anos de idade inscri-
tas na Clinica de Graduagdo da Disciplina de Odontopediatria
da Faculdade de Odontologia da Universidade Metropolitana
de Santos/SP, de ambos os géneros, cujos responséveis autori-
zaram por escrito. Para o estudo foram utilizados dez molares
deciduos, com indicagdo de pulpotomia confirmada apos avali-
acdo clinica e radiografica. Sendo que em cinco foi utilizada a
Proteina Morfogenética do Osso-2 recombinante de humano
(rhBMP-2) com o arcabougo de 4cido polilactico/poliglicolitico
e cinco com arcabougo de coldgeno seguindo a conduta descri-
ta abaixo:

Técnica

Como o arcabougo e a rhBMP-2 ndo sdo e ndo contém
medicamentos ou substdncias antimicrobianas, podemos con-
siderar teoricamente que € um meio de facil contaminagdo e para
que a rhBMP-2 ndo sofresse influéncia do material restaurador
seguimos o seguinte protocolo:

Radiografia, anestesia e isolamento absoluto: Apés to-
mada radiogréfica periapical de diagndstico com posicionador
de pelicula (para padronizagdo de angulagdo) e aplicagdo da
anestesia indicada foi feito isolamento absoluto e antissepsia
com digluconato de cloroxedina a 1% condig@o para a manuten-
¢do do campo livre de contaminagdo (Figuras'S e 6).

Abertura da cdmara pulpar: Quando presente, a carie era
removida totalmente evitando deixar restos de tecidos cariado
nas paredes dentinarias. A abertura era feita através da remo-
¢do do teto da camara pulpar, com brocas gsterelizadas esféri-
cas ou cones invertidas introduzidas no orificio de comunica-
¢do da cdmara e 0 meio externo, e com movimentos de tragdo, o
teto da cdmara era removido totalmente (Figura 7).

Amputagdo da polpa corondria e hemostasia: Com cureta
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Fig. 1 - Observar a membra-
na biolégica promovendo o
impedimento de células que
pudesse perturbar a regene-
ragéao tecidual. Exemplo de
condugdo com O UsoO mem-
brana na periodontia (qua-
dros menores)

=

Fig. 5 - Radiografia inicial evi-
denciando salide do tecido
ésseo de sustentagdo, o te-
cido cariado coronario e a nao
exposi¢gido do tecido pulpar.

Fig. 2 - Os sinalizadores bio-
l6gicos (proteinas) induzindo
a diferenciagdo celular e a
formagdo de um novo tecido
restabelecendo o defeito.

Fig. 6 - Apds anestesia, iso-
lamento e a antissepsia com
penso de algoddo embebido
com digluconato de clore-
xidina a 1%.

Fig. 3 - Células ou tecidos
desenvolvidos fora do sitio
de lesdo e adaptagao do mes-
mo na recuperagao do defei-
to, caracterizando o trans-
plante.

Fig. 7 - Remogdo do teto da
cdmara pulpar, cor e san-
gramento dentro de padrdes
de normalidade.

Fig. 4 - Esquema da remogdo
celular pelo clinico, cultura
das células pelo biologista
celular e a confecgdo de teci-
do para o transplante pelo
bioengenheiro e a colocagédo
do tecido pelo clinico
(envolvimento multidis-
ciplinar).

Fig. 8 - Limpeza da cidmara
com digluconato de clore-
xidina a 1%, hemostasia e o
tecido pulpar em condicdes
de receber a rhBMP-2.

afiada e esterelizada, suficiente para se estender através-da en-
trada do canal, promovia-se a amputagao total da polpa coronéria
deixando a vista somente os cotos pulpares. A cdmara pulpar
coronaria era desinfetada com algoddo embebido com
digluconato de cloroxedina a 1% e pensos de algodao esteriliza-
dos eram colocados sobre a entrada dos canais com leve pres-
sdo para promog¢do da hemostasia (Figura 8).

Colocagdo da rhBMP-2: Apos a hemostasia, na cdmara e
sobre os cotos pulpares era acomodada a rhBMP-2 com
arcabougo de acido polilactico/poliglicolitico em um grupo de
cinco dente e com o arcabougo de colageno (Fig. 9) nos outros
cinco molares, sobre a rhBMP-2 era adaptada uma base de guta
percha, para isolar dos possiveis efeitos do material restaura-
dor. Apds a colocagdo da guta percha a cavidade era condicio-
nada com acido por 10 segundos, feito lavagem e secagem,
aplicagdo do adesivo dentinario, restauragdo com resina com-
posta e radiografia final (Figuras 10 a 16).

Estes pacientes estdo sendo acompanhados periodica-
mente clinica e radiograficamente, até a época de esfoliagdo do
dente, quando serdo trabalhados e executados os exames
histolégicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar dos grandes esforgos na area de prevengéo e edu-
cagdo odontoldgica para controlar as doengas bucais e favore-
cer um correto desenvolvimento estomatognatico da crianga, a
incidéncia de traumatismos dentarios e especialmente da doen-
ca carie dentdria, ¢ muito grande. Desta forma, torna-se expres-

- sivo os problemas de ordem pulpar dos dentes deciduos. Para
administrar este quadro, a odontologia curativa esta presente,
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evoluindo e aprimorando seus conceitos histo-fisio-patolégi-
cos e em especial os genéticos.

O tratamento eleito para dentes deciduos onde houve
exposigdo pulpar com o minimo de contaminagdo € a pulpotomia
e utilizagdo de substdncias quimicas, pastas medicamentosas
ou atualmente biomateriais, para a manuten¢do do remanescen-
te radicular livre de processos patologicos. RANLY ' (1994) fez
classifica¢do baseada na agdo dos materiais utilizados sobre os
cotos pulpares, adaptando a esta classificagdo podemos des-
crever didaticamente em trés grandes grupos: o primeiro
desvitalizagdo com efeito bastante agressivo ao tecido pulpar
(formocresol, tricresolformalina, eletrocauterizagdo, etc) (LOOS,
HAN,' 1971); o segundo grupo o de preservagdo (condugdo),
que mantém a vitalidade do tecido pulpar radicular(6xido de
zinco e eugenol, glutaraldeido, sulfato férrico, etc) (OLIVEIRA,
SANDER,'” 1985) e o terceiro e mais favoravel grupo é o de
regeneragdo, que propde além de manter o tecido radicular com
vitalidade, promove estimulo ou indug&o para formagdo de teci-
do osteoide, osteodentina e/ou dentina [hidréxido de calcio,
pasta Guedes-Pinto, hidroxiapatita, fosfato de tetracélcio, Ca-
BGP (Glicerofosfato-b-cédlcio), MTA (agregado trioxido mine-
ral), e um biomaterial BMP (proteina morfogenética do osso),
etc] (BENGTSON et al.', 1992; IMAI et al.”, 1993;
NAKASHIMA,'® 1990; YOSHIMINE, MAEDA,*" 1995; GUEDES-
PINTO,’ 1997, HAYASHI et al.%, 1999; HOLLAND et al.’ 2001).

Estudos recentes em pulpotomia e capeamento pulpar
direto com as proteinas morfogenéticas do osso (BMP), especi-
almente as BMP-2; -4 e -7 (OP-1), tém sido desenvolvidos em
dentes de ratos, cdes e primatas, com perspectivas promisso-
ras, as quais evidenciam sua participagdo no mecanismo de
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Fig. @ - As rhBMP-2 com
arcabougo de colageno e de
oolimeros (scafold), obser-
var gue a conservagao deve
ser feita em temperatura a
baixo de zero.

Fig. 10 - rhBMP-2 em arca-
bougo de polimero de acido
polilactico e poliglicolitico
sendo removido do recipien-
te.

Fig. 11 - Observar a consis-
téncia semelhante a isopor
da rhBMP-2 em arcabougo de
polimero e a retirada de um
fragmento com uma lamina
de bisturi.

Fig. 12 - O fragmento de
rhBMP-2 sendo levado com
uma pinga para ser colocado
na camara pulpar.

Fig. 13 - A rhBMP-2 em
arcabougo adaptada dentro
da cdmara sobre os cotos

pulpares, observar 0
embebimento com sangue

Fig. 14 - A adaptagdo da guta
percha para protegao da
rhBMP-2 do condicionamen-
to acido e dos possiveis efei-
tos do material restaurador.

Fig. 15 - O primeiro molar res-
taurado com resina compos-
ta e a rhBMP-2 em arcabougo
de colageno sendo colocado
no segundo molar.

Fig. 16 - Radiografia final evi-
denciando dentro da cédmara
imagem radiollicida conten-
do as rhBMPs-2 em
arcabougo e o vedamento

contendo alguns tipos de
células que provavelmerite
serdo diferenciadas.

indugdo e produgdo biologica de dentina (NAKASHIMA, '
1990; RUTHERFORD et al.”’, 1993; NAKASHIMA,'* 1994;
NAKASHIMA,' 1994; RUTHERFORD, GU,*? 2000;
MARUKAWA etal.",2001; HUNT etal ® 2001 ;ROCHA etal.®,
2002; SIX etal.®,2002).

A confirmagdo de formagdo de osteodentina e até mesmo
de dentina abriu novas perspectivas para o tratamento racional
do tecido conjuntivo pulpar. Apés dez meses, nos dentes
deciduos humanos que realizamos pulpotomias e aplicamos so-
bre os cotos pulpares'proteina morfogenética de o0sso-2
recombinante humana (rhBMP-2), pode-se considerar até pre-
sente momento, como sucesso clinico e radiografico, porque
apenas um dos dentes pulpotomizados apresentou leve
sintomatologia dolorosa no primeiro dia ap6s o tratamento que
logo houve a remissdo do sintoma. Quanto aos tecidos moles
de suporte apresentavam colorag@o normal e auséncia de edemia,
abscesso, fistula ou qualquer outro sinal de alteragéo patologi-
ca.

Quanto ao exame radiogratico de controle, também ndo
fo1 observada qualquer alteragdo do tecido 6sseo de suporte
¢ demonstrasse condigdo anormal, como rarefagdo Ossea,
reas radiopacas ou radiolucidas. Com muita acuidade pode-se
1izer gue ha em alguns dentes formagdo de ténue camada de
cido duro dentro da cdmara o que sO podera ser confirmado
os estudos histolégicos.

RESUMO E CONSLUSAO

ias atuacdes da biotecnologia contemporénea € na
'z ¢= Tecido™, uma atividade multidisciplinar que tem

das margens com a resina
composta.

como proposta a formagao biolégica de tecido funcional. A matriz
do osso contém proteinas capazes de auto-indugdo através da
diferenciacdo celular, denominadas proteinas morfogenéticas
do osso (BMPs). A indugdo e producdo bioldgica de
osteodentina e/ou dentina pela agdo das BMPs tem sido de-
monstrado no tecido pulpar de animais que sofreram
pulpotomias. A proposta inicial deste relato é de observar “in
vivo” as reagdes algicas, sinais de alteragdes patologicas e a
possibilidade de detectar radiograficamente os efeitos indutivos
de dentina reparativa com o uso da BMP-2 recombinante huma-
no em arcabougo de 4cido polilactico/poliglicolitico e de colageno
desenvolvidos pela KUNZEL BIOMATERALS sobre a polpa
de dentes deciduos humanos. Apés dez meses de acompanha-
mento ndo foi observado sintomatologia ou qualquer sinal
clinico/radiografico de patologia.

DESCRITORES: Pulpotomia dente deciduo. Proteina
morfogenética do osso-2 (rhBMP-2).
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ABSTRACT

“Tissue engineering’s” is a multidisciplinary activity
within contemporaneous biotechnology that has the aim of
biologically forming new functional tissue. The bone matrix
contains proteins capable of autoinduction by means of cell
differentiation that are denominated bone morphogenetic

RGO, 52 (5): nov/dez, 2004




proteins (BMPs). The biological induction and production of
osteodentin and or dentin through the action of BMPs has been
demonstrated in the pulp tissue of animals that were submitted
1o pulpotomy. The aim of this report was to make “in vivo”
observations of painful reactions, signs of pathological
alterations and the possibility of radiographically detecting the
inductive effects of reparative dentin, with the use of human
recombinant BMP-2 in a framework of polylactic/polyglycolic
acid and collagen developed by Kiinzel Biomaterials, on the
pulp from human deciduous teeth. After a six-month follow-up,
no symptomatology or any clinical or radiographic sign of
disease was observed.

DESCRIPTORS: Pulpotomy deciducus teeth. Bone
morphogenetic protein-2 (rhBMP-2)
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