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RESUMO

A pigmentagcdo dental intrinseca verde pode ser causada por diversas doencas,
sobretudo, doencas hepaticas da infancia que geram hiperbilirrubinemia. Existe
evidéncia clinica de hipoplasia de esmalte e da susceptibilidade aumentada a carie
em pacientes diagnosticados com hiperbilirrubinemia na infancia. Esta pesquisa
testou a hipotese de que a hiperbilirrubinemia é capaz de gerar alteragbes na
microestrutura da dentina. Para isto, investigou o perfil clinico de 8 pacientes com
historico de hiperbilirrubinemia que desenvolveram pigmentacdo dental verde. Foi
realizada uma analise macroscopica e radiografica em 22 dentes provenientes desta
amostra de pacientes. Posteriormente, a micromorfologia da dentina foi avaliada em
dentes por meio da microscopia eletrénica de varredura (MEV). Realizou-se a
analise da densidade média e do diametro médio dos tubulos dentinarios por meio
da MEV. A média de idade dos pacientes foi de 10 anos, sem predilecdo por género.
Dentre as doencas que afetaram o0s pacientes da amostra, 4 (50%) foram atresia
das vias biliares, 1 (12,5%) cirrose biliar priméaria, 1 (12,5%) hipoplasia das vias
biliares intra-hepaticas, 1 (12,5%) colestase familiar e 1 (12,5%) cirrose hepéatica. A
pigmentacao verde afetou os 22 (100%) espécimes, enquanto a analise radiografica
identificou alargamento da camara pulpar e do canal radicular em 14 (63,63%)
espécimes. Foram identificadas alteracdes dos componentes micromorfolégicos da
dentina, incluindo a diminuicdo da densidade média dos tubulos dentinarios
(p<0,01). Em conclusédo, a hiperbilirrubina foi capaz de gerar pigmentacdo dental
verde em dentina, alargamento da camara pulpar/canais radiculares, alteracbes na

micromorfologia da dentina humana e na densidade dos tubulos dentinéarios.

Palavras-chave: hiperbilirrubinemia, esmalte, dentina, infancia.

Vil



ABSTRACT

Dental intrinsic green pigmentation can be caused by several diseases especially
liver diseases of childhood, which generate hyperbilirubinemia. There is clinical
evidence of enamel hypoplasia and increased susceptibility to caries in patients
diagnosed with childhood hyperbilirubinemia. This research tested the hypothesis
that hyperbilirubinemia is able to generate changes in the microstructure of the
dentin. For this, investigated the clinical profile of 8 patients with previous history of
hyperbilirubinemia who developed green dental pigmentation. Was performed a
macroscopic and radiographic analysis of 22 teeth obtained from this patient’'s
sample. Posteriorly, the micromorphology of dentin was evaluated in teeth by
scanning electron microscopy (SEM). The analysis of the mean density and diameter
of the dentinal tubules were analyzed by SEM. The mean age of patients was 10
years, without gender predilection. Among the diseases that affected the patients
enrolled in this sample, 4 (50%) were biliary atresia, 1 (12.5%) primary biliary
cirrhosis, 1 (12.5%) hypoplasia of intrahepatic biliary tract, 1 (12.5%) familial
cholestasis and 1 (12.5%) liver cirrhosis. The green pigmentation affected 22 (100%)
specimens whereas radiographic analysis identified 14 (63.63%) specimens with
enlarged pulp chamber and root canal. Changes were identified in micromorphologic
components of dentin, including the decrease in average density of the dentinal
tubules (p<0,01). In conclusion, hyperbilirubinemia was able to produce green tooth
pigmentation in dentin, enlargement of pulp chamber/root canals, changes in the

micromorphology of the human dentin and in the dentin tubules density.

Keywords: hyperbilirubinemia, enamel, dentin, childhood.
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1 INTRODUCAO

A hiperbilirrubinemia é caracterizada por elevados niveis séricos de bilirrubina, um
produto da degradacao da hemoglobina (Sommer et al., 2010). Diversas doencgas da
infancia podem gerar hiperbilirrubinemia, fazendo com que a bilirrubina se acumule
em tecidos como 0ssos, dentes, pele e mucosas, alterando sua cor natural para
intensidades variaveis da cor verde. A pigmentacao verde de dentes é considerada
importante indicativo de hiperbilirrubinemia; outras manifestacbes bucais da
hiperbilirrubinemia na infancia sdo a hipoplasia do esmalte, maior suscetibilidade a
carie e falha do desenvolvimento dos dentes (Hartley et al., 2009; Sommer et al.,
2010; Fernandes et al., 2011). Diante disto, esta pesquisa objetivou descrever as
caracteristicas clinicas de um grupo de pacientes que apresentaram
hiperbilirrubinemia na infancia, analisar as caracteristicas macroscopicas e a
micromorfologia da dentina dos dentes destes pacientes que apresentaram
pigmentacdo verde. Foram analisadas a densidade e o didmetro dos tubulos
dentinarios, comparando os resultados com grupo controle. Esta amostra foi
investigada para testar a hipétese da existéncia de alteragcdes na micromorfologia da
dentina de “dentes verdes”. A expectativa € que o conhecimento gerado por esta
pesquisa possa contribuir para o tratamento odontolégico de pacientes que
desenvolveram “dentes verdes” em decorréncia de doengas hepaticas crbnicas e,
consequentemente, melhorar a qualidade de vida desta populacéo. E possivel que o
aprimoramento do conhecimento a respeito da micromorfologia da dentina dos
dentes verdes auxilie no estabelecimento de protocolos especificos para o manejo

odontoldgico destes pacientes.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALTERACOES DE COR E PIGMENTACAO DENTAL

A aparéncia dos dentes depende das propriedades de absor¢cdo ou de
reflexdo de luz, sendo influenciada por todas as estruturas que compdem o dente.
Qualquer alteracdo nestas estruturas durante a odontogénese (que geralmente
ocorre dos 3 meses de vida intrauterina aos 20 anos de idade) pode causar
mudanca nas propriedades de transmissdo de luz e, portanto, refletir em alteracao
da cor dentéria (Watts & Addy, 2001; Sulieman, 2005).

A pigmentagdo dentaria é a alteracdo da coloracdo natural dos dentes e,
conforme a localizacdo e origem, essa pigmentacao € classificada como intrinseca
ou extrinseca. Na pigmentacao extrinseca, 0s cromogenos externos aderem-se a
superficie do dente (esmalte) ou formam uma pelicula que altera a cor do dente,
enquanto que na pigmentacdo intrinseca os cromégenos estdo aderidos as
estruturas internas dos dentes, geralmente na dentina, e muitas vezes estes
pigmentos sédo de origem enddgena (Sulieman, 2005).

Véarias doencas metabdlicas, fatores sistémicos, medicamentos e fatores
locais sé&o conhecidos por afetar a cor dos dentes em desenvolvimento, entre elas, a
alcaptondria, porfiria eritropoiética congénita, hiperbilirrubinemia congénita ou
neonatal, amelogénese imperfeita, dentinogénese imperfeita, pigmentacdo por
tetraciclina, fluorose, hipoplasia do esmalte, hemorragia pulpar, reabsorcao radicular
e 0 envelhecimento, entre outras (Watts & Addy, 2001).

A cor da pigmentacéo dental de origem intrinseca varia conforme a causa. Na
alcaptonuria, por exemplo, a pigmentacdo é marrom e na porfiria eritropoiética
congénita € vermelha/roxo-amarronzada. Enquanto que na hiperbilirrubinemia a
pigmentacdo tem cor verde. A alteracdo de cor dental de origem intrinseca pode
ainda ser amarela ou amarelo-amarronzada na hipoplasia do esmalte e, na
dentinogénese imperfeita, € de cor ambar; ao passo que os dentes afetados pelo
uso de tetraciclina tendem a apresentar pigmentacdo amarela ou marrom-
acinzentada. Quando existe necrose pulpar ou reabsorcdo radicular apés trauma

dental, frequentemente, a alteracdo de cor apresentada € rosa (Sulieman, 2005).



Durante a hiperbilirrubinemia, a bilirrubina pode ser depositada em todos o0s
tecidos humanos e gerar pigmentacdo clinicamente detectivel verde ou amarela na
pele e na conjuntiva ocular dos pacientes acometidos, este fenébmeno é conhecido
como ictericia e geralmente é o primeiro sinal que leva ao diagndstico da
hiperbilirrubinemia. A bilirrubina costuma se acumular na pele e na mucosa apenas
temporariamente, devido a rapida renovacdo celular destes tecidos moles que
eliminam a pigmentacdo verde. Entretanto, a deposicdo da bilirrubina em tecidos
mineralizados (principalmente nos 0ssos e dentes), que ocorre durante a formacao
dos tecidos (osteogénese e odontogénese), mantém-se incorporada a sua estrutura
permanentemente (Shibata et al., 1996; Sommer et al.,, 2010, Fernandes et al.,
2011).

A pigmentacéo verde causada pela hiperbilirrubinemia é considerada rara e a
maioria dos casos publicados estéa relacionada com a denticdo decidua (Guimaraes
& Silva, 2003; Alto et al., 2004; Guadagni et al., 2005; Ten & Houwen, 2007). Porém,
existe uma pequena quantidade de publicacdes que relatam pigmentacédo verde na
denticdo permanente e sua presenca € um indicavo de hiperbilirrubinemia congénita
ou neonatal (Stewart, 1967; Morisaki et al., 1990; Zaia et al., 1993). Sado necessarias
investigacdes adicionais que esclarecam a natureza exata da pigmentacdo dental
verde associada a hiperbilirrubinemia, pois existem trabalhos que sugerem que esta
pigmentacdo seria oriunda do acumulo de bilirrubina nos dentes, enquanto outros
sugerem gue é a biliverdina o pigmento responsavel por pigmentar os dentes destes
pacientes (Shibata et al., 1996; Watanabe et al., 1999).

2.2 HIPERBILIRRUBINEMIA E DOENCAS HEPATICAS CONGENITAS OU
NEONATAIS

A hiperbilirrubinemia é caracterizada pela elevacdo dos niveis seéricos de
bilirrubina, um produto da degradacdo da hemoglobina (Sommer et al., 2010; Brasil,
2011).

Dentre as diversas doencas hepaticas cronicas da infancia que podem gerar
hiperbilirrubinemia e pigmentacgéo verde em tecidos moles e duros da boca, destaca-

se a atresia das vias biliar (AVB) que é uma doenca obliterante destrutiva de ductos



biliares de recém-nascidos que afeta diferentes partes dos ductos biliares intra e
extra-hepaticos. Ela é uma das principais doencgas que pode estar associada com a
pigmentacdo verde nas denticbes decidua e permanente (Belanger et al., 1982,
Hartley et al., 2009).

A hipoplasia das vias biliares intra-hepéaticas (HVBIH) é uma alteragéo
completa da anatomia dos ductos biliares intra-hepaticos, podendo causar
anormalidade da secrecdo biliar. O diagnéstico da HVBIH deve ser sempre
considerado em criancas que apresentam quadro clinico de colestase cronica
(Alagille, 1985; Tommaso et al., 2004). Geralmente, a HVBIH gera uma colestase
crénica, pouco fibrinogénica, que mesmo depois de varios anos de evolucdo nédo é
suficiente para causar cirrose ou hipertensdo portal secundaria. (Hadchouel et al.,
1978; Alagille, 1985).

As colestases familiares (CF) constituem um grupo heterogéneo de doencas
cronicas que se manifestam, na grande maioria das vezes, no periodo neonatal e
gue tém caracteristicas clinicas semelhantes. Fazem parte da familia das CF a
sindrome de Alagille, a colestase intra-hepatica familiar progressiva tipos 1, 2 e 3, 0s
erros inatos da sintese dos sais biliares, a deficiéncia de 3B-hidroxi-c27-esteroide
oxirredutase e a deficiéncia de D4-3-oxosteroide 5B-redutase (Balistreri et al., 2005;
Sociedade Brasileira de hepatologia - SBH, 2010).

A cirrose biliar priméaria (CBP) € uma doenca hepatica colestatica crénica de
origem nao definida, caracterizada por destruicdo inflamatéria dos ductos biliares e
fibrose, que pode progredir para cirrose e, subsequentemente, para insuficiéncia
hepatica (Bogdanos et al.,, 2003; Smyk et al., 2011). Essa doenca possui uma
origem possivelmente auto-imune com base na presenca de anticorpos anti-
mitocondriais (AMAS) no soro e células T auto-reativas. Agentes infecciosos tém sido
propostos como agentes desencadeadores em individuos susceptiveis (Haydon &
Neuberger, 2000; Bogdanos et al., 2003; Ishibashi et al., 2003).

A cirrose hepatica (CH) é a etapa final de danos cronicos ao figado que é
caracterizada por fibrose hepatica progressiva, perda da arquitetura hepatica e
formacdo de nodulos regenerativos, sendo relativamente incomum na faixa etaria
pediatrica. As causas mais comuns da cirrose hepatica na infancia incluem

intoxicac@es, obstrucao biliar, cirrose biliar, hepatite crénica B ou C, hemocromatose,

4



doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica e erros inatos do metabolismo
(Malekzadeh et al., 2004; Heidelbaugh & Bruderly, 2006; Dehghani et al., 2013). As
complicacBes da cirrose hepatica na infancia incluem ictericia, ascite, hemorragia
digestiva e encefalopatia hepéatica. Até 0 momento, o transplante de figado continua
a ser a Unica opcao curativa para os pacientes afetados (Schuppan & Afdhal, 2008;
Lefton et al., 2009; Dehghani et al., 2013).

2.3 MICROMORFOLOGIA DA DENTINA E DA JUNCAO
AMELODENTINARIA HUMANA

O dente € uma estrutura altamente mineralizada do corpo humano que é
revestido em sua superficie externa por esmalte, notoriamente reconhecido por sua
estrutura acelular e resiliente, formada a partir de células epiteliais. O esmalte
protege outro componente dental conhecido como dentina, que é caraterizada por
ser um tecido conjuntivo denso menos mineralizado e mais resiliente que o esmalte.
A dentina possui habilidades de responder a estimulos externos, aumentando sua
espessura ao longo de toda vida com o objetivo de proteger a polpa dentaria, um
tecido conjuntivo frouxo ndo-mineralizado que € responsavel por nutrir a dentina por
meio de oxigénio oriundo de sua rica rede microvascular e proteger o dente por meio
de sua inervacao (Nanci, 2008). O esmalte, que é de origem ectodérmica, esta em
estreita unido com a dentina, de origem mesodérmica, e essa unido entre os dois
tecidos de diferente origem é realizada pela juncdo amelodentinaria (JAD), estrutura
morfolégica dental que suscita grande interesse cientifico no campo da odontologia
decorrente de suas propriedades biomecanicas (Lin et al., 1993).

A dentina, que é derivada do mesoderma, é composta por 70% de material
inorganico, 20% de material organico, e 10% de liquidos. Por isso, é menos
mineralizada do que o esmalte e atua como uma estrutura de suporte para o esmalte
(Xu et al., 2009; Ruschel et al., 2011). A dentina é formada pelos odontoblastos que
sintetizam e secretam os elementos da matriz organica (Katchburian & Arana, 2010).

A dentina primaria € aquela camada formada desde o inicio da odontogénese
até o fechamento do apice radicular, compreendendo a dentina do manto e a dentina

circumpulpar. A dentina circumpulpar, por sua vez, constitui a maior parte da
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espessura total da dentina. Estruturalmente, a dentina circumpulpar é constituida
pela dentina peritubular e pela dentina intertubular (Katchburian & Arana, 2010).

Uma importante caracteristica estrutural da dentina é a presenca de seu
padrdao tubular e de um sistema de anastomose abundante. Estimulos externos
podem levar a retracdo ou morte de odontoblastos que, por sua vez, gera tubulos
dentinarios vazios, sendo chamada de dentina com tratos mortos (Nanci, 2008;
Ruschel et al., 2011). Areas de dentina pouco mineralizadas s&o encontradas na
dentina de dentes deciduos e permanentes, sendo conhecidas como dentina
interglobular (Hals, 1976; Katchburian & Arana, 2010; Ruschel et al., 2011).

A dentina formada em torno da polpa dental em resposta a estimulos externos
fisiol6égicos ou patolégicos como carie ou procedimentos restauradores é chamada
de dentina terciaria. Histologicamente, a dentina terciaria pode apresentar tubulos
dentinarios em conexdo com a dentina adjacente, tubulos dentinarios irregulares e
dispersos, ou até mesmo ndo apresentar tubulos dentinarios (Klinge, 2001; Nanci,
2008; Ruschel et al., 2011), funcionando como mecanismo de protecdo para a
polpa. Na dentina proxima a polpa existe uma camada de aspecto granular chamada
de camada granulosa de Tomes (Katchburian & Arana, 2010).

A JAD é estabelecida quando o esmalte e a dentina se formam. Ela € uma
interface entre esses dois tecidos. Acredita-se que a JAD desempenhe um papel
importante na prevencao da propagacao de fissuras de esmalte a dentina, inibindo a
fratura do dente por trauma. A JAD é formada por trés estruturas, as festonacdes
que vaiam de 25-200 um com suas convexidades voltadas para a dentina e as
concavidades em direcdo ao esmalte, as microfestonacdes que vaiam de 2-5 um e
sdo partes da festonacéo e as estruturas com tamanho menor do que 2 um dentro
das microfestonagdes (Lin et al., 1993; Marshall et al., 2003).

Diversas doencas ou condi¢cdes sistémicas congénitas ou da infancia
possuem a capacidade de alterar as caracteristicas micromorfolégicas do esmalte,
da dentina e da JAD, sobretudo aquelas condi¢cdes que ocorrem simultaneamente as
fases da odontogénese. Dentre elas, destacam-se o raquitismo, a hipofosfatasia, a
sifilis a porfiria eritropoiética. Entretanto, pouco se conhece a respeito do impacto da
hiperbilirrubinemia congénita ou neonatal sobre a micromorfologia do esmalte, da
dentina e da JAD (Neville et al., 2004; Katchburian & Arana, 2010).



2.4 O IMPACTO DA HIPERBILIRRUBINEMIA NOS DENTES E MUCOSA
ORAL

As manifestacdes orais da hiperbilirrubinemia congénita ou neonatal incluem
diferentes graus no atraso do desenvolvimento dental e dos ossos da face,
hiperplasia gengival, maior suscetibilidade a carie e hipoplasia de esmalte (Shibata
et al., 1996; Sommer et al., 2010, Fernandes et al., 2011).

No que diz respeito as altera¢cdes na morfologia dos dentes verdes, Belanger
et al. (1982) avaliaram, por exame visual e radiografico, alteracées morfolégicas nos
dentes de 11 criancas, com média de idade de 4 anos e 4 meses que apresentavam
dentes verdes e que tinham AVB. Estes autores encontraram 5 (45,4%) de 11
criangas com camara pulpar dentaria alargada, como também observaram que o
desenvolvimento dentario estava atrasado em 4 (36,3%) das 11 criangas. Os
mesmos autores relataram pigmentacdo gengival verde em 4 (36,3%) criancas e
uma associacao entre pigmentacao gengival e pigmentacdo na denticdo decidua. A
carie foi avaliada por meio do numero de superficies cariadas, perdidas e
restauradas, estando presente em 7 (63,6%).

Lin et al. (2003) estudaram 34 criangas que se submeteram ao transplante de
figado, destes, 31 (91,2%) apresentavam atresia biliar congénita. A prevaléncia de
carie nas 34 criancas que se submeteram ao transplante de figado foi de 61,8%,
enquanto que a pigmentacdo verde nos dentes e gengiva foi encontrada em 19
(61,3%) criancas, sugerindo que a pigmentacdo verde dos dentes e gengiva parecia
estar associada com hiperbilirrubinemia fetal ou neonatal como resultado de
insuficiéncia hepatica crbnica.

Em pesquisa realizada por Vivas (2012), de um total de 73 pacientes com
doencas hepaticas avaliadas antes de realizarem transplante hepéatico, 34 (46,6%)
apresentaram cérie. Quanto a presenca de pigmentacdo dental, 172 pacientes foram
avaliados, sendo que 100 (58,1%) apresentaram pigmentacdo verde. Dos 100
pacientes com pigmentacdo dentaria verde, 85 (85%) possuiam AVB, 6 (6%)
sindrome de Alagille, 3 (3%) colestase familiar, 2 (2%) cirrose criptogénica, 1 (1%)
colangite esclerosante primaria, 1 (1%) cisto do colédoco, 1 (1%) colestase cronica e

1 (1%) hepatite fulminante. Em relacdo a presenca de hipoplasia do esmalte
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dentério, a alteracdo foi observada em 56 (34,4%) de 163 pacientes avaliados para
esta condicdo. Dos 56 pacientes com hipoplasia do esmalte, 46 (82,14%) pacientes
tinham AVB, 3 (5,35%) colestase familiar, 3 (5,35%) sindrome de Alagille, 2 (3,57%)
cirrose criptogénica, 1 (1,78%) tirosinemia e 1 (1,78%) doenca de Caroli. Também foi
observado atraso na erupcdo dos dentes de 4 pacientes, porém, ndo foi possivel
precisar 0 numero total de pacientes avaliados neste quesito. Destes 4 pacientes, 2
(50%) tiveram hepatoblastoma e foram submetidos a tratamento quimioterapico
previamente ao transplante, 1 (25%) tinha AVB e 1 (25%) tinha deficiéncia de alfa-1-
antitripsina.

Tendo em vista as evidéncias clinicas de alteracbes em esmalte e dentina
induzidas pela hiperbilirrubinemia, dois estudos experimentais utilizaram modelos
animais (ratos e hamsters) de obstrucdo do ducto biliar com o objetivo de
compreender melhor quais os seus efeitos na estrutura dental. Microscopicamente,
foram observados depdsitos irregulares na primeira camada de esmalte,
mineralizacdo incompleta do esmalte e distirbios na mineralizacdo da dentina em
regides que correspondiam as linhas incrementais de crescimento da dentina, bem
como linhas verdes escuras localizadas paralelamente as linhas incrementais de
dentina (Hals & Nielsen, 1969; Shibata et al., 1996).

Carrillo et al., (2011) descreveram o caso de 1 paciente de 7 anos de idade
diagnosticado com atresia biliar intrahepatica congénita que apresentou
hiperbilirrubinemia neonatal. No caso em questdo, identificou-se textura e
pigmentacdo normal dos tecidos moles orais, porém, os dentes deciduos (caninos
superiores e inferiores e molares) apresentaram diferentes intensidades de
pigmentacdo verde. A distribuicdo das areas pigmentadas de verde correspondiam
ao periodo em gue o paciente era portador de atresia biliar intrahepatica congénita e
apresentava quadro clinico de hiperbilirrubinemia. Neste caso, como o diagndstico
de hiperbilirrubinemia foi precoce e a cirurgia exploratoria do figado foi realizada
pouco tempo depois, observou-se que as regides incisais e oclusais dos dentes
deciduos que se desenvolveram antes do tratamento da doenca hepatica foram
afetadas pela pigmentacdo verde, enquanto que as regides dos dentes que se
desenvolveram apo0s o tratamento cirdrgico ndo apresentaram pigmentacao verde.

Foi realizada andlise histologica em dois incisivos centrais superiores deciduos



preparados por desgaste depois que eles esfoliaram e notou-se pigmento verde
depositado apenas na dentina, que se apresentou na forma de 3 linhas de
pigmentacdo que se assemelhavam as linhas incrementais da dentina. Por outro
lado, o esmalte ndo apresentou alteracdes morfoldgicas ou linhas de pigmentacao.

As criancas afetadas por hiperbilirrubinemia neonatal (a despeito do tipo de
doenca hepética de base) apresentam grandes chances de desenvolver
pigmentacdo dental verde permanente, fato que — por sua vez — costuma causar um
estigma da doenca e gerar discriminacdo nas criancas em idade escolar. O
tratamento estético dos dentes verdes torna-se uma prioridade a medida que o
paciente cresce a fim de melhorar a autoestima e colaborar com a integragao social
destes pacientes. Contudo, pouco se sabe a respeito das alteracdes morfoldgicas
em dentina induzidas pela hiperbilirrubinemia na infancia e, consequentemente, ndo
se sabe qual o grau de preservacéao estrutural destes tecidos e tampouco qual o real
impacto destas alteragbes na qualidade de vida de criancas afetadas por doencas
hepaticas crbnicas.

Até o presente momento, ndo existem protocolos restauradores especificos
para os “dentes verdes” e varias davidas persistem com relacdo ao possivel elevado
risco para o desenvolvimento de céarie nesta populacédo pediatrica. Estas evidéncias
fomentam inUmeros mitos acerca da estrutura de esmalte e dentina dos “dentes
verdes” que — para muitos profissionais — estariam negativamente afetadas pela
deposicao de bilirrubina, o que tornaria os “dentes verdes” quebradicos e menos
resistentes ao inicio e progressao da carie. Além disto, o tratamento odontolégico de
criancas com “dentes verdes” pode ser complicado por sangramento excessivo e
incapacidade de metabolizar anestésicos de rotina decorrentes da doenca hepética
de base, bem como pela dificuldade em ocultar a cor verde dentaria com materiais
restauradores convencionais. Finalmente, os efeitos colaterais das drogas
imunossupressoras destes pacientes que foram tratados por meio de transplante de
figado também podem imprimir limitacbes no plano de tratamento odontolégico
(Amaral et al., 2008; Sommer et al., 2010).

Em resumo, o tratamento odontolégico de pacientes com historico de

hiperbilirrubinemia que desenvolveram “dentes verdes” é extremamente desafiador e



exclui os pacientes afetados do tratamento odontoldgico de rotina, fato que agrava
substancialmente a situacéao clinica (j& limitada por natureza) desta populacao.
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3 PROPOSICAO

A proposicao deste trabalho estd fundamentada nos seguintes objetivos:

Objetivo geral:
Descrever as caracteristicas clinicas de pacientes que apresentaram
hiperbilirrubinemia e analisar as caracteristicas macroscopicas e a micromorfologia

da dentina dos dentes destes pacientes que sofreram pigmentacao intrinseca verde.

Objetivos especificos:

a) Estudar o perfil clinico de pacientes com hiperbilirrubinemia que
desenvolveram pigmentacdo dental intrinseca verde por meio de uma andlise
retrospectiva dos prontuéarios destes pacientes;

b) Caracterizar de forma macroscopica e radiogréfica dentes com
pigmentacéo intrinseca verde;

c) Analisar as estruturas da dentina dos dentes verdes por meio da
microscopia eletrénica de varredura;

d) Analisar a densidade média e o didametro médio dos tabulos dentinarios de

dentes com pigmentacéao intrinseca verde e comparar com dentes controles.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANALISE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A proposta desta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da Universidade Estadual de Campinas
(CEP - FOP - UNICAMP), conforme protocolo n° 122/2011 (Anexo 01).

4.2 ANALISE DAS CARACTERISTICAS CLINICAS E PATOLOGICAS
DOS PACIENTES

Para a caracterizacdo do perfil clinico dos 08 pacientes cujos dentes foram
utilizados nesta pesquisa, o Servico de Arquivo Médico (SAME) do A. C. Camargo
Cancer Center (centro meédico que tratou os pacientes) foi consultado. Um formulario
padronizado (Anexo 02) foi utilizado para coletar os seguintes dados: género,
naturalidade, data de nascimento (idade), doenca hepatica de base, data da
realizacdo do transplante hepatico, tipo de transplante, niveis séricos de bilirrubina
total, direta e indireta (pré-transplante, pds-transplante e na data da ultima consulta),
data que atingiu estes niveis (BT, BD e BI), tempo entre 0o nascimento e 0
transplante hepatico, data da exodontia, dente extraido, motivo da extracdo dental e

situacdao clinica.

4.3 ANALISE MACROSCOPICA E RADIOGRAFICA DOS “DENTES
VERDES”

Os dentes com pigmentacdo intrinseca verde foram extraidos
independentemente da realizacdo desta pesquisa. Logo apds as extragcbes, 0s
dentes foram acondicionados em recipientes plasticos, com solucdo tamponada de
formol a 10% e armazenados no Departamento de Estomatologia do A. C. Camargo
Céancer Center. Todos os dentes foram extraidos de acordo com as necessidades
odontologicas individuais apresentadas por cada paciente. Os dentes do grupo

controle estavam acondicionados em recipientes plasticos como solu¢do tamponada

12



de formal a 10% e foram preservados desta forma até serem preparados para serem
utilizados nesta pesquisa.

Para a analise macroscopica e radiografica foram preparados 22 dentes, dos
quais 10 (45,45%) eram incisivos, 3 (13,65 %) caninos e 9 (40,9%) molares. Quanto
a denticdo, 21 (95,45%) dentes eram deciduos e 1 (4,55%) era permanente.

Todos os dentes foram fotografados de modo padronizado na Clinica de
Estomatologia (OROCENTRO) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba para que
o registro fotografico de cada espécime pudesse ser usado como ferramenta auxiliar
no momento da descricAo macroscopica dos espécimes, baseando-se na
metodologia aplicada por Silva et al. (2009). Cada dente foi identificado em ordem
numeérica crescente e classificado de acordo com o grupo anatbmico a que
pertencia. A descricdo macroscopica foi realizada para identificar a extensao
macroscopica da pigmentagédo intrinseca verde, o estado da coroa e da raiz de cada
dente e a presenca de cérie. Para a analise macroscopica da pigmentacdo verde,
somente foram analisados o0s dentes que apresentaram o0s trés tercos
completamente preservados, tanto da raiz (cervical, médio e apical), quanto da
coroa (cervical, médio e incisal ou oclusal).

Todos os dentes com pigmentacdo verde foram radiografados de maneira
padronizada na Clinica de Estomatologia (OROCENTRO) da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba. Os dentes foram fixados com fita adesiva transparente
(Brasilfitas Ind. Com. de Fitas Adesivas, Sdo Paulo - SP - Brasil), com a face
vestibular voltada para o tubo do colimador radiografico, posicionado no lado de
exposicdo da pelicula radiografica periapical para adultos (Kodak Ultra-speed,
Eastman Kodak Company, Rochester - NY - USA), com a coroa voltada para o
picote da pelicula radiografica que foi posicionada sobre uma superficie plana fixa.
Foi utilizado um aparelho de raios-x (Toshiba XR 6010, 127 V, 60 KV, 10 mAs, 60
Hz), com tempo de exposicao de 0,3 s e distancia foco-filme de 15 cm, estabelecida
com o auxilio de uma régua milimetrada. Todas as peliculas radiograficas foram
reveladas em maquina processadora automatica (Level 300, Flat CO. Ltd., Tokyo,
Japan). As radiografias periapicais foram analisadas por exame visual com o auxilio

de lupa.
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4.4 PREPARO DOS ESPECIMES

4.4.1 ANALISE DA MORFOLOGIA DENTINARIA POR MEIO DA MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA

Para a andlise por meio da MEV foram preparados 14 dos 22 dentes com
pigmentacdo verde, dos quais 10 (71,4%) eram incisivos, 2 (14,3%) caninos e 2
(14,3%) molares. Quanto a denticdo, 13 (92,85%) eram deciduos e 1 (7,15%) era
permanente.

Quatorze dentes com pigmentacao verde foram preparados para anélise por
meio da MEV nos laboratérios das areas de Patologia Oral, do Departamento de
Diagnostico Oral e de Materiais Dentarios, do Departamento de Odontologia
Restauradora, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

Um sulco de 1 mm de profundidade foi realizado em cada face dos dentes
cortados, ao longo da coroa e da raiz, com o auxilio de um disco diamantado de alta
concentracdo (Isomet® Wefering Blade, Buehler, Lake Bluff, Illinois, USA) em
cortadeira de precisdo (Isomet® 1000, Buehler, Lake BIuff, Illinois, USA), com a
finalidade de permitir uma fratura no eixo axial do dente. Apds a realizacdo dos
sulcos, os dentes foram fraturados com o auxilio de cinzel cirdrgico e de martelo
odontologico. Em seguida, as superficies dentarias internas dos espécimes
fraturados foram condicionadas com acido fosforico a 37% (Condac 37, FGM
Produtos Odontoldgicos, Joinville - SC - Brasil) por 30 s em esmalte e 15 s em
dentina, com posterior lavagem e secagem com agua e ar, respectivamente,
durando 15 s cada procedimento. Todos os espécimes foram desidratados em
concentracfes crescentes de etanol (70% ao absoluto), durante 30 min em cada
concentracdo e secados em aparelho ponto critico (DCP-1, Denton Vacuum Inc.,
Moorestown - NJ - USA).

Os espécimes foram montados em discos de aluminio (stubs) com suas
superficies fraturadas voltadas para cima, usando uma fita adesiva dupla face de
carbono (Electron Microscopy Sciences, Hatfield - PA - USA). Posteriormente, a
superficie dos espécimes foi coberta por meio da pulverizagdo com ouro em um

aparelno metalizador (Balzers SCD 050 sputter coater, Balzers Union
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Aktiengesellschaft, Furstentum Liechtenstein - FL - Germany), operando com
corrente de 40 mA, por 120 s.

Todas as amostras foram examinadas no MEV (JSM - 5600 LV - Jeol Ltd.,
Tokyo, Japan) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, operando com uma

voltagem de 15 KV e utilizando elétrons secundérios.

4.42 ANALISE DA DENSIDADE E DO DIAMETRO DOS TUBULOS
DENTINARIOS

Para a andlise da densidade média e o didmetro médio dos tubulos
dentinarios dos “dentes verdes”, 16 dentes deciduos anteriores foram preparados e
divididos em 2 grupos. No grupo de “dentes verdes”, 8 dentes (espécimes diferentes
daqueles utilizados para analises por meio do MEV) foram selecionados, sendo 2
(25%) caninos e 6 (75%) incisivos. No grupo controle, 8 dentes deciduos higidos de
pacientes saudaveis foram usados, sendo 2 (25%) incisivos e 6 (75%) caninos. Os
16 dentes foram preparadas baseando-se na metodologia aplicada por Dutra-Correa
et al. (2007).

Os dentes deciduos higidos, usados como dentes controle, foram doados
pelo Banco de Dentes Humanos (BDH) da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Alagoas (FOUFAL).

Posteriormente, os 16 dentes foram divididos em 4 subgrupos. No grupo |, 4
“‘dentes verdes” foram fraturados transversalmente no tergo cervical da coroa e a
dentina exposta foi condicionada com &cido fosforico 37% (Condac 37, FGM
Produtos Odontolégicos, Joinville - SC - Brasil) durante 20 s, lavadas e secadas com
agua e ar por 15 s, cada procedimento. No grupo I, 4 “dentes verdes” foram
fraturados transversalmente no terco cervical da coroa e a dentina nao foi
condicionada. No grupo lll, 4 dentes controles foram fraturados transversalmente no
terco cervical da coroa e a dentina exposta foi condicionada com acido fosforico 37%
(Condac 37, FGM Produtos Odontoldgicos, Joinville - SC - Brasil) durante 20 s,
lavadas e secadas com agua e ar por 15 s, cada procedimento. No grupo IV, 4
dentes controles foram fraturados transversalmente no terco cervical da coroa e a

dentina nao foi condicionada.
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Para realizar as fraturas, os espécimes foram fixados em uma placa de
acrilico com godiva em bastdo (Godiva Exata, DFL, Rio de Janeiro - RJ - Brasil)
aguecida com o auxilio da chama de uma lamparina, manipulada manualmente e
aplicada por meio de uma espatula odontolégica metélica n°® 36. Apds fixacdo na
placa de acrilico, os espécimes foram submetidos a 2 sulcos de orientacao no terco
cervical da coroa, com profundidade de aproximadamente 1 mm (1 na face
vestibular e 1 na face lingual), com o auxilio de um disco diamantado de alta
concentracdo (Isomet® wefering blade, buehler, Lake BIuff, lllinois, USA) em
cortadeira de precisdo (Isomet® 1000, Buehler, Lake BIuff, lllinois, USA), cuja
finalidade era a de facilitar e orientar o plano de realizacao da fratura dos espécimes.
Os espécimes foram fraturados com o auxilio de cinzel cirirgico e de martelo
odontoldgico. Em seguida, foi realizado um corte 2 mm distante da area fraturada,
para obtencdo do espécime, na cortadeira de precisdo com disco de corte
diamantado.

Todos os espécimes foram lavados com agua destilada, desidratados em
concentracbes crescentes de etanol (70% ao absoluto) durante 30 min em cada
concentracdo e secados a temperatura ambiente por 24 h. Os espécimes foram
colados em discos de aluminio (stubs) com suas superficies fraturadas voltadas para
cima, usando uma fita adesiva dupla face de carbono (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield - PA - USA). Posteriormente, os espécimes foram cobertos por
meio da pulverizacdo com ouro utilizando um aparelho metalizador (Balzers SCD
050 sputter coater, Balzers Union Aktiengesellschaft, Furstentum Liechtenstein - FL -
Germany), operando com corrente de 40 mA, por 120 s. Todas as amostras foram
examinadas em um MEV (JSM - 5600 LV - Jeol Ltd., Tokyo - Japan) da Faculdade
de Odontologia de Piracicaba, operando com uma voltagem de 15 KV e utilizando

elétrons secundarios.
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4.5 ANALISE DOS ESPECIMES

4.5.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para a andlise de 14 dos 22 espécimes afetados pela pigmentacao intrinseca
verde, os espécimes foram preparados como descrito no item 4.4.1 foram avaliados
em MEV (JSM - 5600 LV - Jeol Ltd., Tokyo - Japan) com voltagem de 15 KV, por
meio de elétrons secundarios.

Na dentina, foi analisada a presenca das seguintes estruturas morfolégicas:
relacdo entre os tubulos dentinarios e a JAD (aquém da JAD, no limite da JAD ou
além da JAD), padrédo da ramificacdo dos tubulos dentinarios (ramificacdo em delta
ou ramificacao retilinea) e a presenca de festonacdes e microfestonacoées.

As imagens da MEV utilizadas neste estudo foram obtidas por meio da
deteccdo dos elétrons secundérios gerados apoés interacdo dos elétrons primarios
com a superficie da amostra. A captura das imagens foi realizada por um detector de

elétrons no MEV e permitiu a analise descritiva e quantitativa dos espécimes.

4.5.2 DENSIDADE E DIAMETRO DOS TUBULOS DENTINARIOS

Para a andlise da densidade média e o diametro médio dos tdbulos
dentinérios, foram utilizados os métodos descritos por Dutra-Correa et al. (2007).

De modo resumido, 15 fotomicrografias da superficie fraturada de cada
espécime preparado como descrito no item 4.4.2 foram obtidas por meio do MEV
(JSM - 5600 LV - Jeol Ltd., Tokyo - Japan) operando em voltagem de 15 KV, por
meio de elétrons secundarios. As fotomicrografias foram obtidas em uma ampliacédo
de 2.500x e, posteriormente, analisadas no programa de processamento de imagens
e analise ImageJ 1.45s (National Institutes of Health - USA) (NIH, 2012).

Para a determinacdo da densidade meédia dos tubulos dentinarios, as 15
fotomicrografias de cada espécime foram realizadas aleatoriamente pela superficie
fraturada. Cada fotomicrografia foi padronizada para a dimenséao de 50,79 um x 38,1
um, resultando em uma &rea de 1.935,099 pm? (ou 0,001935099 mm?). Todos 0s

tubulos dentinarios identificados nas 15 fotomicrografias de cada espécime foram
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contados e o numero total foi anotado. O numero total de tubulos dentinarios
presentes em cada uma das fotomicrografias foi dividido pelo valor da area em
milimetros quadrados (0,001935099 mm?), o que forneceu o valor da densidade de
tubulos dentinarios para cada espécime. A densidade média dos tubulos dentinarios
de cada espécime foi entdo obtida a partir do valor médio das 15 densidades de
cada uma das 15 fotomicrografias. Todos os resultados foram processados no
programa Excel®. Os valores médios da densidade de tGbulos dentinérios foram
comparados entre os 4 subgrupos (grupo | versus grupo lll e grupo Il versus grupo
V).

Para a andlise do diametro médio dos tubulos dentinarios, 15 fotomicrografias
da superficie fraturada de cada espécime foram obtidas com os mesmos padrdes
descritos para a analise da densidade média dos tubulos dentinarios. Foi utilizada
uma escala na forma de barra de 10 um de cada fotomicrografia. Quinze tubulos
dentinérios aleatoriamente selecionados em cada fotomicrografia foram medidos nos
didmetros horizontal e vertical, totalizando, assim, 30 medic6es por imagem. Dessa
forma, foram obtidas duas medidas a partir de cada tubulo e a média do somatério
destas medidas foi considerada como o diametro final de cada tubulo. O didmetro
médio dos tubulos dentinarios de cada espécime foi entdo obtido a partir do valor
médio dos 15 diametros médios de cada uma das 15 fotomicrografias. Todos o0s
resultados foram processados no programa Excel®. Os valores dos diametros
meédios dos tubulos dentinarios foram comparados entre os 4 subgrupos (grupo |

versus grupo Il e grupo Il versus grupo 1V).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Uma analise estatistica foi realizada para os dados referentes a investigacao
da densidade média dos tubulos dentinarios e do didmetro médio dos tubulos entre
0s espécimes afetados pela pigmentacdo dental verde e os espécimes do grupo
controle. Para isto, foi aplicado o teste One-way ANOVA de natureza paramétrica.
Os célculos foram efetuados por meio do sistema SAS® e em todos os testes

estatisticos aplicados foi definido o nivel de significancia de 5% (a=0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DAS CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PACIENTES

A idade dos pacientes variou de 8 a 12 anos, com média de idade de 10 anos.
Quanto ao género dos 8 pacientes, 4 (50%) eram do género masculino.

Os 8 pacientes eram portadores de doencas hepaticas, das quais 4 (50%)
eram AVB, 1 (12,5%) CBP, 1 (12,5%) HVBIH, 1 (12,5%) CF e 1 (12,5%) CH. Essas
doencas hepaticas foram as causas dos quadros de hiperbilirrubinemia destes
pacientes. Todos os pacientes foram tratados por meio de transplante hepatico e a
idade em que o transplante hepatico foi realizado variou de 1 a 6 anos.

Todos os niveis de bilirrubina obtidos antes dos pacientes terem sido
submetidos ao transplante hepatico apresentavam-se acima dos valores normais,
porém apdés o transplante os niveis de 5 (62,5%) pacientes apresentaram
significativo decréscimo. Os niveis de bilirrubina na Jdltima consulta do
acompanhamento médico foram obtidos em 7 (87,5%) pacientes, sendo que apenas
1 (14,28%) paciente persistiu com valores elevados (Tabela 1).

A amostra dos pacientes desta pesquisa foi composta por pacientes de
diferentes Estados do Brasil, sendo 1 (12,5%) paciente das Alagoas, 3 (37,5%)
pacientes da Bahia, 3 (37,5%) de S&o Paulo e 1 (12,5%) caso nédo foi possivel obter
a origem do paciente.

O tratamento da doenga de base realizado nos 8 (100%) pacientes foi o
transplante hepatico, sendo que 1 (12,5%) dos pacientes ja tinha sido submetido a
cirurgia de Kasai aos 2 meses de vida. Seis (75%) pacientes da amostra estdo com
a doenca controlada e em acompanhamento pelas equipes médica e odontologica
(Figura 1), em 1 (12,5%) caso nao foi possivel obter informacéo da situacao clinica
atual e 1 (12,5%) paciente foi a 0bito decorrente de neoplasia maligna ndo associada

a doenca hepética de base.
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Tabela 1: Valores de bilirrubina total, direta e indireta (mg/dL).

Niveis de bilirrubina antes do  Niveis de bilirrubina ap6s o0 Niveis de bilirrubina na

. transplante hepatico transplante hepatico Gltima consulta
Paciente
BT BD Bl BT BD Bl BT BD Bl
1 28,2 23 5,2 Desc Desc Desc 0,6 0,1 0,4
o _ o _ o _ o _ o _ o _
5 1°-19,98 1°-146 1°-538 1°-7,0 1°-5,21 1°-1,79 04 02 0.2

o N o 0o b~ W

2°-96 2°-7,7 2°-19 2°-30 2°-25 2°-0,5

22,8 16,6 6,2 Desc Desc Desc Desc Desc Desc
12,8 11,8 1 5,9 5,8 0,1 0,56 0,16 0,4
17,5 11,7 5,8 4,1 3,9 0,2 0,3 01 0,2
11,8 8,1 3,7 2,9 1,9 1 0,6 0,1 0,5
11,6 10,6 0,9 1,8 1,6 0,2 0,21 0,03 0,18
21,3 14,9 6,4 Desc Desc Desc 18,6 15 3,6

BT - Bilirrubina Total; BD - Bilirrubina Direta; Bl - Bilirrubina Indireta.
Desc - Desconhecido.

Figura 1: Aspecto clinico dos dentes de paciente avaliado por este estudo. Intensa pigmentacao
dentéria verde afetando todos os dentes. A pigmentacdo verde se concentrou no terco cervical das
coroas dentais, esta observacéo sugere que a hiperbilirrubinemia teve inicio tardio, apds a fase final
de desenvolvimento da coroa dos dentes afetados. O paciente em questdo apresentou discreta
pigmentacao verde-escurecida em gengiva marginal superior e inferior e auséncia de hipoplasia de
esmalte.

5.2 ANALISE MACROSCOPICA E RADIOGRAFICA DOS “DENTES VERDES”

Na analise macroscoOpica, todos os espécimes apresentaram pigmentacao
intrinseca verde e a pigmentacdo apresentou-se distribuida de forma variavel nos

trés tercos da raiz e da coroa dental. Os tergcos cervicais e médios da raiz dos 22
20



(100%) espécimes apresentaram pigmentacdo verde. Porém, no terco apical da raiz
a pigmentacao foi identificada em 19 (86,36%) espécimes. Na coroa dental, o terco
cervical de 15 (68,18%) espécimes apresentou pigmentacédo verde, enquanto que 10
(45,45%) espécimes apresentaram pigmentacdo verde no terco médio e nenhum
espécime apresentou pigmentacédo incisal (Figura 2). A maior parte dos espécimes,
16 (72,73 %) casos, apresentou lesdes de carie. A analise radiografica dos 22
espécimes identificou 14 (63,63%) casos com camara pulpar e canais radiculares

alargados (Figura 3).

(A (B)

Figura 2: Andlise macroscopica dos espécimes deste estudo. A. Incisivo livre de cérie afetado por
pigmentacdo verde restrita aos ter¢os cervical, médio e apical da raiz. Pigmentac&o verde discreta
pode ser observada no tergos cervical e médio da coroa, com linha branca em esmalte delimitando a
extensdo da pigmentacdo verde ao terco médio da coroa dental. B. Canino apresentando intensa
pigmentacao verde em toda a extensdo da raiz e nos tercos cervical e médio da coroa. O espécime
apresenta extenso envolvimento de coroa dental por carie.
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Figura 3: Aspecto radiografico dos espécimes da amostra. A. Incisivo deciduo apresentando
alargamento da cémara pulpar e do canal radicular (forame apical com dimensfes normais). B.
Incisivo deciduo apresentando alargamento da camara pulpar e do canal radicular.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Durante a andlise das estruturas morfolégicas da dentina, 14 (100%)
espécimes apresentaram os tubulos dentinarios aquém da JAD, 7 (50%) espécimes
apresentaram tubulos dentinarios no limite da JAD e 14 (100%) espécimes
mostraram tubulos se estendendo além da JAD. A terminacdo em delta dos tubulos
dentinarios foi observada em 2 (14,28%) espécimes e a terminacao retilinea dos
tubulos dentinarios foi observada em 14 (100%) espécimes (Figura 4). As
festonacbes foram observadas em 13 (92,85%) espécimes, enquanto que as

microfestonac¢des foram observadas em 12 (85,71%) espécimes (Figura 5).
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Figura 4: Andlise dos componentes estruturais da dentina por meio da MEV. A. Tubulos dentinérios
aquém (cabeca de seta) e no limite (seta) da JAD (MEV, ES, 1.000x). B. Tubulo dentinério além da
JAD (MEV, ES, 1.200x). C. Tubulo dentinério com ramificacdo em delta (seta) (MEV, ES, 4.000x). D.
Tabulo dentinario com terminacéo retilinea (seta) (MEV, ES, 5.000x). D: Dentina; E: Esmalte; JAD:

Junc¢édo amelodentinéria; ES: Elétrons secundarios.

D

15kU X1, 888 18mm

Figura 5: Andlise dos componentes estruturais da dentina por meio da MEV. A. Festonacdo da JAD
(MEV, ES, 1.000x). B. Microfestona¢des da JAD (MEV, ES, 2.500x). D: Dentina; JAD: Juncgéo

amelodentinaria; ES: Elétrons secundarios.
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5.4 DENSIDADE MEDIA E DIAMETRO MEDIO DOS TUBULOS DENTINARIOS
Os resultados referentes a densidade média dos tubulos dentinarios e do
diametro médio dos tubulos dentinarios estdo apresentados nas tabelas 2 e 3, e na

figura 6.

Tabela 2: Densidade média dos tibulos dentinarios.

Grupo | Grupo Il Valor de p
Espécime  Densidade mm?2 Densidade mm?2 0,0020
1 17.363,45 + 8.005,28 40.480,27 + 12.114,06
2 17.397,90 + 3.364,20 39.860,14 +5.991,17
3 11.747,89 + 3.235,80 28.146,70 + 3.547,45
4 14.193,93 + 3.031,35 28.663,47 + 4.329,54

Média 15.175,79 34.287,65
Grupo Il Grupo IV Valor de p
Espécime Densidade mm?2 Densidade mm?2 0,2674

1 20.636,32 + 2.880,34 30.799,45 + 8.943,88
2 30.868,36 + 6.062,70 20.016,20 + 3.881,79
3 11.989,05 +1.238,39 45.096,74 + 21.824,79
4 18.982,66 + 7.102,97 20.877,48 + 6.148,09
Média 20.619,10 29.197,47

Grupo | — “dentes verdes” fraturados transversalmente no tergo cervical da coroa e a
dentina exposta foi condicionada com acido fosforico a 37%.

Grupo Il — “dentes verdes” fraturados transversalmente no tergo cervical da coroa e
a dentina néo foi condicionada.
Grupo Il — dentes controles fraturados transversalmente no terco cervical da coroa e

a dentina exposta foi condicionada com &cido fosférico a 37%.
Grupo IV — dentes controles fraturados transversalmente no terco cervical da coroa e
a dentina néo foi condicionada.
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Tabela 3: Diametro médio dos tubulos dentinarios.

Grupo | Grupo Il Valor de p
Espécime Diametro médio (um) Diametro médio (um) 0,1285
1 0,91 +0,22 1,02+£0,13
2 1,16 £ 0,09 1,12 £ 0,09
3 0,85+0,11 1,17 £ 0,06
4 0,89+0,14 1,05+0,16
Média 0,95 1,09
Grupo Il Grupo IV Valor de p
Espécime Diametro médio (um) Diametro médio (um) 0,6189
1 0,78 £ 0,08 0,77+0,11
2 0,99 +0,17 0,79 £ 0,08
3 0,70 £ 0,03 0,74 £ 0,08
4 0,65 + 0,07 0,65 + 0,08
Média 0,78 0,73

Grupo | — “dentes verdes” fraturados transversalmente no terco cervical da coroa e a

dentina exposta foi condicionada com acido fosforico a 37%.

Grupo Il — “dentes verdes” fraturados transversalmente no terco cervical da coroa e

a dentina nao foi condicionada.

Grupo Il — dentes controles fraturados transversalmente no terco cervical da coroa e

a dentina exposta foi condicionada com &cido fosférico a 37%.

Grupo IV — dentes controles fraturados transversalmente no tergo cervical da coroa e

a dentina néo foi condicionada.
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Figura 6: Andlise da densidade e do didametro dos tdbulos dentinarios por meio da MEV. A. Tubulos
dentinarios do grupo I. B. Tdbulos dentinarios do grupo Il. C. Tubulos dentinarios do grupo lll. D.
Tubulos dentindrios do grupo IV (MEV, ES, 2.500x). ES: Elétrons secundarios.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica paramétrica do efeito da hiperbilirrubinemia sobre a
densidade meédia dos tabulos dentinarios mostrou a existéncia de diferengas
significativas nas médias da densidade dos tubulos dentinarios entre o Grupo | e 0

Grupo Il (p<0,01) (Figura 7).
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Figura 7: Média (desvio padrao) e limites do intervalo de confianga (95%) dos dados de densidade
média dos tubulos dentinérios (tubulos/mm?2) dos Grupos | e Il onde foi realizado o condicionamento.
Barras com letras iguais indicam médias que nado diferem significativamente entre si pela analise de
variancia com nivel de significancia de 5%.
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Na analise estatistica do efeito da hiperbilirrubinemia sobre a densidade
média dos tubulos dentinarios do Grupo Il e do Grupo IV, a analise paramétrica ndo
mostrou a existéncia de diferencas entre as médias da densidade dos tubulos

dentinarios entre os grupos (p>0,05) (Figura 8).
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Figura 8: Média (desvio padrao) e limites do intervalo de confianca (95%) dos dados de densidade
média de tdbulos dentinarios (tibulos/mm?2) dos grupos Il e IV, quando néo realizado o
condicionamento. Barras com letras iguais indicam médias que ndo diferem significativamente entre
si pela andlise de variancia com nivel de significancia de 5%.
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Na andlise estatistica do efeito da hiperbilirrubinemia sobre o didametro médio
dos tubulos dentinarios do Grupo | e do Grupo lll, o teste paramétrico ndo mostrou a
existéncia de diferencas entre os diametros dos tubulos dentinarios (p>0,05) (Figura
9).
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Figura 9: Média (desvio padrdo) e limites do intervalo de confianga (95%) dos dados do didmetro
médio de tubulos dentinérios (um) entre o Grupo | e o Grupo lll. Barras com letras iguais indicam
médias que ndo diferem significativamente entre si pela analise de variancia com nivel de
significancia de 5%.

Na andlise estatistica do efeito da hiperbilirrubinemia sobre o diametro médio
dos tubulos dentinarios entre o Grupo Il e o Grupo IV, o teste paramétrico ndo
mostrou a existéncia de diferencas entre as médias dos diametros dos tubulos
dentinéarios (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Média (desvio padrao) e limites do intervalo de confianga (95%) dos dados de diametro
médio dos tubulos (um) entre os grupos ndo condicionados (Grupo Il e Grupo V). Barras com letras
iguais indicam médias que ndo diferem significativamente entre si pela analise de variancia com nivel
de significancia de 5%.
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6 DISCUSSAO

A andlise das caracteristicas clinicas da amostra de pacientes deste estudo
identificou que diferentes doencas hepaticas geraram hiperbilirrubinemia que, por
sua vez, causou pigmentacdo dental intrinseca de cor verde nos espécimes
avaliados. Esta afirmacao pode ser reforcada com base nos valores de bilirrubina
elevados encontrados nos pacientes desta pesquisa.

As doencas de base diagnosticadas nos pacientes desta amostra foram AVB
(50%), CBP (12,5%), HVBIH (12,5%), CF (12,5%) e CH (12,5%). De modo
semelhante, um levantamento de 43 casos de pigmentacdo dental verde realizado
por Guimardes & Silva (2003), mostrou que as causas mais comuns para
pigmentacdo dental verde foram atribuidas a AVB (58,1%), doenca hemolitica
(30,2%), oclusdo dos ductos biliares (2,3%), auséncia de ductos biliares (2,3%),
hemdlise intrauterina (2,3%), HVBIH (2,3%) e colestase associada a sepse (2,3%).
A AVB foi a doenca hepatica mais prevalente na presente amostra, representando,
como ja anteriormente demonstrado na literatura, uma das principais doencas
associadas a pigmentacdo verde intrinseca nas denticGes decidua e permanente
(Belanger et al., 1982; Seow et al., 1991; Alto et al., 2004; Hartley et al., 2009).

De acordo com Belanger et al. (1982) e Guimaraes & Silva (2003) as doencas
hepaticas encontradas nos pacientes desta pesquisa podem ser consideradas como
causas comuns de pigmentacao dental intrinseca verde, com excecdo da CBP que
parece ainda néo ter sido associada com a pigmentacao dental intrinseca verde na
literatura cientifica, sobretudo porque esta doenca raramente afeta neonatais ou
criangas (Dahlan et al., 2003; Floreani et al., 2006). Possivelmente, o paciente desta
pesquisa que é portador de CBP e desenvolveu pigmentacdo dental verde se trata
de uma excepcionalidade.

Os trés tipos de bhilirrubina (BT, BD e BI) sérica analisados nos pacientes
deste estudo se apresentaram muito elevados antes do transplante hepatico e
confirmaram o quadro clinico de hiperbilirrubinemia em todos os pacientes da
amostra. De acordo com Lin et al. (2003) os niveis séricos de bilirrubina devem ser
investigados em todos os pacientes que desenvolverem dentes com pigmentacao
verde para um diagnostico adequado da origem da pigmentacdo dental. Entretanto,

esta interpretacdo dos resultados deve ser realizada com cautela, pois 0s niveis
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destes trés diferentes tipos de bilirrubina podem se mostrar aumentados de acordo
com as diferentes doencas hepaticas de base. Neste contexto, Guimardes & Silva
(2003) afirmaram que os casos de hiperbilirrubinemia associados a
incompatibilidade do sistema ABO (fator Rh) geram elevacao da concentracéo de BI
no soro, enquanto 0s casos de hiperbilirrubinemia secundarios a AVB geram
aumento apenas na concentracdo sérica de BD. Esses dados estdo parcialmente de
acordo com 0s niveis encontrados nos pacientes desta pesquisa, pois todos os
pacientes diagnosticados com AVB apresentaram niveis séricos elevados de BD,
porém o0s niveis de Bl de todos os pacientes que apresentaram AVB também
apresentaram niveis elevados, diferentemente do que foi afirmado anteriormente.

Atualmente, mesmo com o avanco do conhecimento a respeito das doencas
hepaticas cronicas da infancia, ainda ha pensamentos contraditérios acerca da
prevaléncia da pigmentacdo dental verde. Um exemplo deste fato € o relato de
Guimaraes & Silva (2003) que mencionam que os “dentes verdes” sdo considerados
raros. Entretanto, Naudi et al. (2008) afirmam que esta condicdo dental € comum e
na realidade seria subdiagnosticada na clinica médica e ainda fazem a ressalva que
com o aprimoramento do tratamento das doencas hepaticas cronicas neonatais é
possivel que a sobrevida dos pacientes afetados aumente e que esta complicacédo
odontoldgica da hiperbilirrubinemia seja cada vez mais relevante. Embora seja dificil
extrapolar esta situacdo clinica para a amostra avaliada nesta pesquisa, €
interessante notar que pacientes com hiperbilirrubinemia secundaria a diferentes
doencas hepaticas da infancia — e com niveis variados de bilirrubina sérica - foram
capazes de desenvolver “dentes verdes”. Esta constatacdo pode ser interpretada
como um reforco aqueles pesquisadores que acreditam que, de fato, pigmentacéo
dental verde pode ser considerada uma complicacdo frequente da
hiperbilirrubinemia congénita ou neonatal.

Ten & Houwen (2007) destacam que € possivel que outros fatores, aléem da
hiperbilirrubinemia, sejam capazes de influenciar e definir quais pacientes
desenvolverdo “dentes verdes”. Esta constatacdo foi realizada com base na
evidéncia clinica que muitos pacientes, a despeito de uma hiperbilirrubinemia
congénita ou neonatal grave, ndo desenvolvem pigmentacdo dental. Além disso,

alguns pacientes que enfrentaram hiperbilirrubinemia leve e de curta duragédo podem
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desenvolver “dentes verdes”. Este fato é corroborado pelos resultados de Watanabe
et al. (1999) que demonstraram que a gravidade e a duracdo da ictericia ndo se
correlacionou diretamente com as alteracbes dentarias. Nos pacientes da amostra
em questdo, pela natureza retrospectiva do estudo, ndo foi possivel avaliar a
duracdo exata da hiperbilirrubinemia sendo que a primeira analise sérica foi
realizada apés admissdo dos pacientes no centro de tratamento que colaborou com
este estudo.

Um fator que parece contribuir para o desenvolvimento da pigmentacéo dental
verde é a relacdo entre o inicio e a duracdo da hiperbilirrubinemia com a cronologia
do desenvolvimento dos dentes. Ou seja, a presenca da hiperbilirrubinemia nas
fases de intensa mineralizacdo durante a odontogénsese (que tem inicio por volta do
guarto més de vida intrauterina e fim aos 11 meses apds 0 nascimento - calcificacédo
dos dentes deciduos) parece ser decisiva para o desenvolvimento de “dentes
verdes”. Isso pode explicar, ao menos em parte, a maior ocorréncia de pigmentacéo
dental verde por hiperbilirrubinemia em dentes deciduos (Fernandes et al., 2011).

Shibata et al. (1996) considera que a pigmentacdo dental verde é reflexo da
bilirrubina que se aderiu durante a odontogénese e permaneceu aderida aos tecidos
duros dentarios apo6s a completa formacdo do dente. A diminuicdo da atividade
metabolica dos tecidos dentarios duros apds a conclusdo da odontogénese limitaria
a capacidade de degradacdo do pigmento verde agregado aos componentes do
dente e perpetuaria a pigmentacao verde. O motivo pelo qual esta pesquisa optou
por avaliar alguns critérios morfologicos dividindo em tercos a raiz (cervical, médio e
apical) e a coroa (cervical médio e incisal/oclusal) foi justamente a intencdo de
analisar o eventual impacto da hiperbilirrubinemia nas diferentes fases de formacéo
do dente, acompanhando a odontogénese.

Carrillo et al. (2011) também observaram variabilidade do local do dente
afetado pela pigmentacdo verde. Estes autores encontraram coroas de molares
deciduos com pigmentagéo verde escura em quase dois ter¢cos da coroa, enquanto
0s caninos deciduos avaliados apresentavam pigmentacdo verde somente no tergo
incisal. Como o desenvolvimento dos dentes do paciente estudado por estes autores
foi acompanhado desde o nascimento, foi observado que as areas dos dentes que

se desenvolveram ap6s o periodo de hiperbilirrubinemia mostraram-se com cor
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normal e uma linha branca divisoria nitida foi observada separando a &rea com
pigmentacédo verde da area normal.

Além da evidente pigmentacdo dental verde, esta pesquisa identificou que
aproximadamente 65% das camaras pulpares e canais radiculares da amostra eram
alargados do ponto de vista radiografico. Aparentemente, apenas um estudo prévio
chamou atencdo para este possivel efeito da hiperbilirrubinemia na morfologia da
camara pulpar e do canal radicular e, interessantemente, a descricdo original desta
alteracdo radiografica mostrou uma associacdo entre hiperbilirrubinemia,
alargamento da camara pulpar/canal radicular, retardo do crescimento geral e
insucesso no tratamento cirdrgico da doenca hepatica (Belanger et al., 1982).
Infelizmente, ndo foi possivel investigar esta relacdo no presente estudo.

Os tubulos dentinarios e sua relacédo com a JAD foram avaliados e identificou-
se 100% dos espécimes com tudbulos dentinarios aquém da JAD, 50% dos
espécimes com tubulos dentinarios no limite da JAD e 100% dos espécimes com
tubulos dentinarios além da JAD; bem como a terminacdo dos tubulos dentinarios
em delta em 14,28% e a retilinea em 100% dos espécimes. Whittaker (1978)
também estudou a relacdo dos tubulos dentinarios com a JAD e o tipo de terminacdo
dos tubulos dentinarios em dentes deciduos e permanentes humanos normais.
Embora estes autores ndo tenham quantificado estes eventos morfoldgicos, foi
identificada semelhanca com nosso estudo pela presenca de ramificacdes tubulares
préximas da JAD com a maioria dos tdbulos dentinarios terminando na JAD ou
imediatamente antes dela; os tubulos dentinarios foram ocasionalmente identificados
dentro da camada de esmalte.

As festonacdes foram identificadas em 92,85% e as microfestonacbes em
85,71% dos espécimes. A alta prevaléncia de festonacfes e de microfestonacdes
nos “dentes verdes” é uma constatacdo importante, pois para Oliveira (2001) e
Radlanski & Renz (2007) elas representam um fator que aumenta a aderéncia entre
0 esmalte e a dentina, ajudando a prevenir as fraturas no esmalte durante a
mastigacdo, bem como aumentam a estabilidade da camada de esmalte sob a
dentina. Whittaker (1978) e Lin et al. (1993) também avaliaram a interface entre o
esmalte e da dentina e observaram areas em forma de festonacdo semelhantes

aquelas identificadas no presente estudo. A falta de pesquisas quantitativas das
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estruturas morfologicas do esmalte e da dentina por meio de MEV inviabilizou uma
discusséao detalhada das estruturas estudadas neste trabalho.

A falta de trabalhos de pesquisa que investigaram as mesmas estruturas
morfolégicas desta pesquisa em dentes normais inviabilizou parte da discussao
destes resultados.

A densidade dos tubulos dentinarios do Grupo | apresentou média de
15.175,79 tibulos/mm?, porém, no Grupo Il o valor médio da densidade de t(bulos
dentinarios foi de 20.619,10 tGbulos/mm? J4 a densidade média dos tubulos
dentinarios do Grupo Il foi de 34.287,65 tGbulos/mm? enquanto que o Grupo IV
apresentou densidade média de 29.197,47 tdbulos/mm?®  Portanto, a
hiperbilirrubinemia foi capaz de diminuir a densidade dos tubulos dentinarios nos
“dentes verdes” (p<0,01).

O didmetro médio dos tubulos dentinarios do Grupo | apresentou média de
0,95 um, enquanto o diametro médio dos tubulos dentinarios do Grupo Il apresentou
meédia de 0,78 um. J& o diametro médio dos tubulos dentinarios do Grupo Il foi de
1,09 um, enquanto que o Grupo IV apresentou diametro médio de 0,73 um. Portanto,
a hiperbilirrubinemia ndo gerou alteracbes no didmetro médio dos tdbulos
dentinarios dos “dentes verdes” (p>0,05).

Os valores da densidade média e do didmetro médio dos tubulos dentinérios
dos grupos estudados nesta pesquisa quando comparados com os valores de
pesquisa realizada por Koutsi et al. (1994) que também mediram a densidade média
dos tubulos dentinarios e o didmetro meédio dos tubulos dentinarios sé&o
semelhantes. Sendo que Koutsi et al. (1994), ao estudar a densidade tubular
dentinaria, encontraram na camada superficial 17.433 tdbulos/mm? na externa
18.075 tGbulos/mm?, na intermediaria 20.433 t(bulos/mm? e na profunda 26.391
tibulos/mm?, enquanto que os valores de didmetro foram de 0,96 um; 1,08 pm; 1,10
um e 1,29 pm nas camadas superficial, externa, intermediaria e profunda,
respectivamente.

Em pesquisa ja realizada por Garberoglio & Brannstréom (1976) para analisar
a densidade dos tdbulos dentinarios em dentes permanentes humanos
unirradiculares os valores obtidos foram semelhantes aos desta pesquisa,

encontrando na dentina das proximidades da polpa um nuamero de 45.000
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tibulos/mm? e o diametro médio foi de 2,5 um. Na porcéo intermediaria da dentina,
foram encontrados 29.500 tGbulos/mm? e o diametro médio foi de 1,2 pm. Na regi&o
mais periférica da dentina, os valores correspondentes foram de 20.000 ttbulos/mm?
e o diametro tubular médio foi de 0,9 um.

Este estudo constata a hipotese teste desta pesquisa que conjecturava que a
hiperbilirrubinemia seria capaz de alterar a morfologia da dentina humana. Esta
constatacdo se deve as alteracbfes macroscopicas (pigmentacdo dental intrinseca
verde) radiograficas (alargamento da camara pulpar e do canal radicular) e
micromorfolégicas (diminuicdo da quantidade de tabulos dentinarios) na dentina dos

“dentes verdes”.
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7 CONCLUSOES

1. Diferentes doencas hepéticas da infancia foram capazes de causar
pigmentacao dental intrinseca verde secundaria a hiperbilirrubinemia.

2. As analises macroscopica e radiografica identificaram pigmentacéo dentinaria
verde e alargamento das camaras pulpares e canais radiculares,
respectivamente.

3. A hiperbilirrubinemia foi capaz de alterar a micromorfologia da dentina

(diminuicdo da densidade média dos tubulos dentinarios).
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1: Certificado de aprovacao do comité de ética em pesquisa da Faculdade

de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas (CEP - FOP -

UNICAMP).
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9.2 Anexo 2: formulario para coleta de dados dos pacientes.

BoluJ|9
oedenis

ogdenxs
ep
OAIOIN

opJenxs
aweq

BNUOPOXd
ep ereg

ajue|dsuen
09
ojuswioseu
0 anud
odwa]

19
209 ‘ld
ap SIdAlU
so nibune
anb eleq

B)NSU0D BN
eu 3 ajue|dsuen
soda-aid/|g e
ag ‘19 ap SIBAIN

ojusweje.
op
odn a ereq

aseq ap
eoneday
ejusoQg

apepifeinieN

0laugo

(epepy)
ojuswidseu
ap ereq

ajualoed

43



