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Resumo

Objetivos: Analisar a eficacia da solugdo basica alcodlica na eliminagao bacteriana,
bem como a composi¢do inorganica do particulado de dentina autégena humana

mineralizada de vérias partes do dente (coroa, raiz e dente completo).

Materiais e métodos: Nos laboratdrios do Centro de investigacdo interdisciplinar Egas
Moniz, foram triturados dentes pertencentes aos principais grupos dentarios (incisivos
centrais, laterais, caninos, pré-molares e molares) com recurso ao equipamento “Smart
Dentin Grinder® e obtidos 16 particulados, um dos quais utilizado para avaliar a
eficacia da solug¢do basica alcoolica “cleanser”. Os restantes foram divididos em trés
grupos, A — coroa triturada, B — raiz triturada e C — dente completo triturado, formando-
se, por sua vez, cinco subgrupos em cada um deles. A composi¢do elementar das
amostras foi obtida através da andlise pelo sistema espectrometro de fluorescéncia de
raios x por dispersdo em comprimento de onda (WDXRF). A analise estatistica foi
realizada com recurso ao software SPSS, de forma a avaliar a existéncia de diferencas
estatisticas significativas relativamente ao racio calcio/fosforo de entre os grupos

estudados.

Resultados: A eficacia da solugdo basica alcoodlica foi verificada. Existem diferencas
estatisticamente significativas no que respeita ao racio calcio/fosforo de entre os grupos

estudados.

Conclusdo: Este trabalho de investigagdo permitiu caracterizar a composi¢ao
inorganica do particulado de dentina autdogena humana mineralizada dos principais
constituintes dentdrios (coroa e raiz), bem como da sua totalidade. Verificaram-se
diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao racio calcio/fosforo. Sao
necessarios mais estudos “in vitro”, de forma a caracterizar a composi¢ao inorganica do
particulado de dentina autégena humana mineralizada, aumentando consideravelmente

o tamanho da amostra.

Palavras-chave: Particulado de dentina autdgena; Preservacdo o&ssea alveolar;
Particulado dentario autdlogo; Dentina na engenharia tecidular 6ssea; Smart Dentin

Grinder; WDXRF






Abstract

Objectives: To assess the efficacy of the basic alcoholic solution in bacterial
elimination, as well as the inorganic composition of the autogenous human dentin

mineralized from various parts of the tooth (crown, root and full tooth) particulate.

Materials and methods: In the interdisciplinary research center of investigation Egas
Moniz, teeth from the main dental groups (central incisors, lateral incisors, canines,
premolars and molars) were grinded using the “Smart Dentin Grinder™” equipment and
16 particulates were obtained, one of which was used to evaluate the efficacy of the
basic alcoholic solution “cleanser”. The remaining particulates were divided into three
groups, A — grinded crown, B — grinded root and C — grinded full tooth and five
subgroups were created inside each one. The elementary composition of the samples
was obtained through the wavelength dispersion x-ray fluorescence spectrometer system
(WDXRF) analysis. The statistical analysis used the SPSS software and evaluated the

significant differences between the calcium/phosphorus ratio in the studied groups.

Results: The efficacy of the basic alcoholic solution was verified. There were statistical

differences in the calcium/phosphorus ratio in the studied groups.

Conclusion: This research paper allowed for the characterization of the inorganic
composition of the autogenous human dentin mineralized from the main dental elements
(crown and root) as well as the full tooth particulate. Significant statistical differences
were found regarding the calcium/ phosphorus ratio. More “in vitro” studies are
required to characterize the inorganic composition of mineralized human autogenous

dentine particule, greatly increasing the sample size.

Keywords: Autogenous dentin graft; alveolar bone preservation; autogenous tooth bone

graft; dentin in bone tissue engineering; Smart Dentin Grinder; WDXRF
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Lista de Siglas

ABTB - matriz de dentina desmineralizada em bloco
ACP — fosfato de célcio amorfo

ADDM - matriz de dentina autégena desmineralizada
ALP — fosfatase alcalina

APDDM - matriz de dentina autdgena parcialmente desmineralizada
ATG - particulado dentério autégeno

AutoBT® - material de enxerto 0sseo de dente autdogeno
BMP-2 — proteina morfogénica Ossea 2

BMP-4 — proteina morfogénica ossea 4

BMP-7 — proteina morfogénica dssea 7

BMPs — proteinas morfogénicas 6sseas

BSP — sialoproteina dssea

c¢FMS — recetor estimulador de colonias

DA - aloenxerto de dentina

DCPD - dicalcio fosfato dihidratado

DDM - particulado de dentina autdogena desmineralizada
DMP 1 — proteina da matriz dentinaria 1

DMP — proteina especifica da dentina

DPP/ DMP 2 — fosfoproteina da dentina

DSP — sialoproteina da dentina

EDTA - 4cido etilenodiaminotetracético

EGF — fator de crescimento epidermoide

e-PTFE — politetrafluoroetileno na forma expandida
FDBA - particulado aldgeno de osso liofilizado

FGF-2 — fator de crescimento fibroblastico 2
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FGF-7 — fator de crescimento fibroblastico 7

HA — hidroxiapatite

IGF-1- fator de crescimento “insuline like” 1
IGF-2- fator de crescimento “insuline like” 2

ISQ - quociente de estabilidade implantar

M-CSF - fator estimulante de coldnias de macrofagos
MTA - agregado triéxido mineral

NaOH - hidroxido de sodio

NCPs — proteinas nao colagénicas

OCP - octacélciofosfato

OPG - osteoprotegerina

PBS — solugao salina tampao

PDGF - fator de crescimento derivado das plaquetas
PTFE - politetrafluoroetileno

RANK - recetor ativador do fator nuclear kappa B
RANKL - ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B
ROG - regeneragdo Ossea guiada

TC — tomografia computorizada

TCP — tricalciofosfato

TGF-1p — fator de crescimento tumoral beta 1
TGF-p — fator de crescimento tumoral beta

VEGTF - fator de crescimento vascular epitelial

WTA — autoenxerto correspondente a totalidade do dente

12



Introducdo

I. INTRODUCAO
1. Anatomia do osso alveolar

O processo alveolar pode ser definido como o tecido ésseo que cinge o dente
totalmente erupcionado, desenvolvendo-se simultaneamente com este (Aratjo, Silva,

Misawa, & Sukekava, 2015; Jambhekar, Kernen, & Bidra, 2015).

As caracteristicas morfoldgicas do processo alveolar relacionam-se com o volume e
forma do dente, controlado pelo seu axis e inclinagdo (Araujo et al., 2015; Khanijou,

Seriwatanachai, Boonsiriseth, & Suphangul, 2018).

O desenvolvimento do osso alveolar decorre de uma fase embrionaria. Provenientes
do tubo neural do embrido, as células da crista neural possuem alta capacidade de
regeneragdo e persistem nos tecidos adultos (Lang & Lindhe, 2015; Nampo et al.,

2010).

Tecido conjuntivo mineralizado, altamente dindmico, o osso alveolar apresenta um
distinto processo de formagdo, degradacdo e remodelacdo. A matriz organica ¢ o seu
componente major, 95% da qual é construida por colagénio do tipo I, correspondendo
os restantes 5% aos proteoglicanos e outras proteinas ndo colagénicas (NCPs)
(Florencio-Silva, Sasso, Sasso-cerri, Simdes, & Cerri, 2015; Wiesmann, Liittenberg, &

Meyer, 2007).

O material inorganico 0sseo consiste predominantemente em ides calcio e fosfato.
Nao obstante, estdo também presentes significativas quantidades de bicarbonato, sddio,
potéssio, citrato, magnésio, carbono, fluorite, zinco, bario e estroncio (Florencio-Silva

etal., 2015).

Exibe quatro tipos celulares principais: osteoblastos, células 0sseas de revestimento,

osteocitos e osteoclastos (Florencio-Silva et al., 2015).

Os osteoblastos sdo células cuboides, localizados ao longo da superficie Ossea,
francamente associados a formacado deste tecido. Derivam das células estaminais
mesenquimatosas que, através da linhagem osteoprogenitora, adquirem a expressao de
genes especificos, incluindo a sintese de proteinas morfogénicas Osseas (BMPs)

(Florencio-Silva et al., 2015).

A sintese da matriz 6ssea pelos osteoblastos ocorre em duas etapas principais: a

deposicao da matriz organica e a sua consequente mineralizacdo. Primeiramente, os

13
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osteoblastos segregam proteinas colagénicas (maioritariamente de colagénio tipo I),
NCPs e proteoglicanos, que formam a matriz organica. Seguidamente, os osteoblastos
segregam enzimas que degradam os proteoglicanos, pelo que os ides calcio sdo
libertados pelos ultimos, atravessando os canais de célcio presentes na matriz. Por outro
lado, ha segregacao da fosfatase alcalina (ALP) pelos osteoblastos, que degrada os
compostos fosfatados, libertando os ides fosfato dentro de vesiculas da matriz. Nesse
local, os ides célcio e fosfato formam os cristais de hidroxiapatite (Florencio-Silva et

al., 2015).

No que diz respeito as células 6sseas de revestimento, as suas fungdes ainda nao sao
completamente conhecidas. Sabe-se que previnem a interagdo entre os osteoclastos e a
matriz dssea e que participam na diferenciagdo dos osteoclastos, produzindo
osteoprotegerina (OPG) e ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa B

(RANKL) (Florencio-Silva et al., 2015).

Os osteocitos sao as células mais abundantes, compreendendo 90-95% da totalidade
das células dsseas. De morfologia dendritica, estdo localizados dentro de lacunas,
rodeadas por matriz 6ssea mineralizada. Derivam da linhagem das células estaminais
mesenquimatosas, através da diferenciagdo dos osteoblastos (Florencio-Silva et al.,

2015).

Os osteoclastos sdo origindrios das células mononucleares das células-tronco
hematopoiéticas, sob influéncia de varios fatores, entre os quais o fator estimulante de
colonias de macrofagos (M-CSF) e o RANKL. Coadunados, estes agentes promovem a
ativacdo dos fatores de transcricdo e a expressdo geénica nos osteoclastos. O M-CSF
liga-se ao seu recetor estimulador de coldnias (cFMS), presente nos percursores deste
tipo celular, estimulando a sua proliferacdo e inibindo a apoptose. O RANKL ¢ um fator
crucial na osteoclastogénese porque, uma vez ligado ao seu recetor ativador do fator
nuclear kappa B (RANK) ¢ induzida a formagao de osteoclastos (Florencio-Silva et al.,

2015).

2. Preservacao alveolar

As estratégias de preservagdo alveolar, adequadas a minimizar a perda de volume

0sseo que tipicamente sucede a extracao dentaria, t€ém sido amplamente utilizadas desde
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o passado (Avila-Ortiz, Elangivan, Kramer, Blanchette, & Dawson, 2014; Jung,
Ioannidis, Himmerle, & Thoma, 2018).

A extragdo dentaria ¢ um dos procedimentos médico-dentarios mais comuns. Os
dentes tém indicagdo para extracdo quando estes estdo severamente destruidos, nao
podendo ser restaurados, ou afetados por doenca periodontal, lesdes patologicas que
requerem excisdo, necrose pulpar ou lesdes periapicais sobre as quais o tratamento
endodontico ¢ efetuado, mas por alguma razdo o dente acaba por ter de ser extraido

(Khanijou et al., 2018).

As extragOes dentarias alteram as dimensoes da crista alveolar, tendo como causas
principais o trauma dos tecidos durante o procedimento e a perda do ligamento

periodontal (Dayakar, Waheed, Bhat, & Gurpur, 2018).

Desta forma, foram desenvolvidas técnicas de prevengdo a reabsor¢ao alveolar,
nomeadamente extragdes atraumadticas, preservacdo do alvéolo com material
regenerativo ou colocacdo imediata de implantes, prevenindo o colapso das paredes

corticais e manutengdo da sua dimensao (Dayakar et al., 2018).

A extragdo dentdria inicia uma série de processos reparativos que envolvem tanto os
tecidos duros (osso alveolar) com os tecidos moles (ligamento periodontal e gengiva). A
literatura subdivide a preservagdo alveolar em trés fases: cicatrizacao dos tecidos moles,
seis a oito semanas apos a extragdo; cicatrizagdo dos tecidos duros e moles, quatro a seis
meses apoOs a extragdo; cicatriza¢do dos tecidos duros, seis meses apds o processo de

extracdo (Jambhekar et al., 2015; Jung et al., 2018).

O processo de cicatrizagdo do alvéolo correspondente ao dente extraido resulta em
alteragoes significativas da crista alveolar. A perda de volume alveolar pos-extracao ¢
um processo irreversivel que envolve reducdo seja em termos de dimensdo horizontal

como vertical (Avila-Ortiz et al., 2014; Binderman, Hallel, & Leretter, 2017).

A reducdo da dimensdo vertical varia entre os 11-22% (-1,24 = 0.11 mm), seis
meses apOs a intervengdo, ao passo que a reducdo da dimensdo horizontal ¢ mais
significativa, com valores entre os 29% e 36% (-3.79 £ 0.23 mm), no mesmo periodo

temporal (Jung et al., 2018).

A perda Ossea ¢ mais acentuada nos primeiros trés meses apds a extragdo,
apresentando uma reducdo de 50% ao fim de 12 meses e continuando durante varios

anos, embora de uma forma mais lenta (Binderman et al., 2017).
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Os fatores sistémicos, bem como os locais, tém impacto na perda Ossea pOs-
extragdo, pelo que uma inadequada vascularizagdo e resposta inflamatéria sdo indicados
como os fatores causais da reabsor¢ao Ossea alveolar (Atieh et al., 2015; Morjaria,

Wilson, & Palmer, 2012).

O primeiro ato clinico executado para prevencdo do osso alveolar foi a retengdo de
raizes dentarias, com o objetivo de potenciar a estabilidade das proéteses removiveis.
Virios estudos mostraram que a manutenc¢do da raiz no interior do alvéolo, desprovido
de coroa dentaria, vital ou endodonticamente reabilitada, era capaz de preservar o 0sso
alveolar. Porém, por situacdes de lesdes cariosas, fraturas e/ou razdes estratégicas, esta
solugdo nem sempre se revelou favoravel (Dayakar et al., 2018; Grace & Ganapathy,

2016).

Em meados da década de 80, surgiu uma técnica alternativa a referida
anteriormente, que consistia no preenchimento alveolar com biomaterial que simulava a

raiz dentaria, promovendo igualmente a preservagdo dssea (Grace & Ganapathy, 2016).

Esta técnica de preservacdo oOssea alveolar tem como motivos principais a
manuten¢do do volume 6sseo, potenciando questdes funcionais e estéticas, mantendo
igualmente a arquitetura dos tecidos moles, sem que sejam necessarios adicionais

procedimentos cirurgicos (Hidmmerle, Aratjo, Simin, & Araugjo, 2012).

Porém, existem contraindicagdes a pratica das técnicas de preservacdo alveolar,
comuns as contraindicagdes de outras intervengdes dentarias de componente cirurgica,
sendo: (i) tratamento farmacoldgico com bifosfonatos, (ii) tratamento oncolégico por
radioterapia na zona que necessita ser intervencionada e (iil) presenca de infe¢do no
local de intervencao, que ndo possa ser eliminada aquando o ato cirurgico (Himmerle et

al., 2012)

Desta forma, a preservacdo do volume alveolar dentro dos mesmos valores que se
verificavam no momento da extracdo tem sido a principal preocupacao da Medicina
Dentaria contemporanea. Extracdes atraumaticas, preservacao do alvéolo com materiais
de enxerto 6sseo e colocacdo imediata de implantes dentarios impedem o colapso das
paredes corticais e mantém as dimensodes do alvéolo (Avila-Ortiz et al., 2014; Dayakar

et al., 2018; Himmerle et al., 2012).
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3. Regeneracio 6ssea

O tecido dsseo possui capacidade de autorreparacdo e regeneracdo. Porém, quando
existem grandes defeitos dsseos causados por um trauma significativo ou em casos de
doencas sistémicas, fraturas patologicas (em consequéncia de metastases), inflamagao
o0ssea ou dos tecidos circundantes, ou uma irrigagdo sanguinea comprometida, a

capacidade de adequada autorreparacao pode falhar (Tang et al., 2016).

A estrutura e fun¢do do periodonto durante a sua regeneragdo e cicatrizagdo ¢
determinada pelo arranjo de proteinas bioativas fundamentais, entre as quais o fator de
crescimento derivados das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento vascular epitelial
(VEGF), o fator de crescimento epidermoide (EGF), as BMPs, o fator de crescimento
“insuline-like” — 1 (IGF-1) e o fator de crescimento tumoral beta — 1 (TGF-1p) (Lang &
Lindhe, 2015).

A capacidade reparadora do tecido oOsseo providenciou o desenvolvimento de
estratégias paradigmaticas relativamente a engenharia tecidular, gerando novas opgdes

de tratamento (Tang et al., 2016).

Atualmente, os enxertos Osseos permanecem como pilar fundamental para o
tratamento dos defeitos Osseos. O material de enxerto ¢ aquele que promove a
cicatrizagdo Ossea, de forma isolada ou em combinacdo com outros materiais, sendo as
suas propriedades biologicas e efeitos clinicos classificados pelos termos
osteoconducdo, osteoindugdo e osteogenicidade (Morjaria et al., 2012; Tang et al.,

2016).

A osteoconducdo ¢ um dos mais importantes pré-requisitos dos biomateriais
utilizados na regeneracgdo 6ssea. E a capacidade de suportar a formagio de novo osso,
permitindo a migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e deposicdo das células
osteoprogenitoras da matriz extracelular no interior dos defeitos Osseos (Yu, Tang,

Gohil, & Laurencin, 2015).

A propriedade dos biomateriais que induz diretamente a formagdo Ossea ¢
denominada osteoinducdo. Os biomateriais que possuem esta caracteristica
desempenham um importante papel na formagado dssea a diversos niveis: (i) ao nivel dos
tecidos, facilitam a nutri¢do e o aporte de oxigénio, promovendo a vascularizagdo do
local intervencionado, essencial para o crescimento de novo osso; (ii) a nivel celular,

desencadeia as células osteoprogenitoras, através da linhagem osteogénica; (iii) a nivel
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molecular, os materiais com propriedades osteindutivas sdo capazes de concentrar as

BMPs, dada a sua alta afinidade pelas mesmas (Yu et al., 2015).

A osteogenicidade diz respeito a formacdo de novo osso a partir das células vivas

transplantadas no conteudo do enxerto 6sseo (Morjaria et al., 2012).

3.1. Cicatrizagdo do osso alveolar

O processo de cicatrizagdo do osso alveolar ocorre em trés fases sequenciais:
fase inflamatoéria, fase proliferativa e fase modeladora/remodeladora (Araujo et al.,

2015; Lang & Lindhe, 2015).

A fase inflamatoria pode ser fracionada em duas partes: formag¢do de um

coagulo sanguineo e a migracao das células inflamatorias (Araujo et al., 2015).

Logo apds a extracdo dentdria, desencadeia-se um momento hemorrdgico no
alvéolo, originando-se um coagulo. Neste ponto, ocorre a migragdo de um elevado
nimero de células inflamatorias (predominantemente neutr6filos e mondcitos) para a
zona intervencionada, por acdo de fatores de crescimento. Estas células eliminam
bactérias e tecido necrosado, numa agdo fagocitaria (Aragjo et al., 2015; Lang &

Lindhe, 2015).

Ao fim de trés dias, a fase inflamatoria termina. Os macrofagos migram para a
zona da lesdo, contribuindo para o processo de salubridade, por fagocitose dos
eritrocitos e leucocitos polimorfonucleares usados. Aditivamente, os macrofagos
libertam moléculas biologicamente ativas, como citoquinas inflamatorias, fatores de
crescimento, fibroblastos e células endoteliais, que desempenham um papel essencial na

transi¢do para a fase de granulagdo (Lang & Lindhe, 2015)

A fase proliferativa pode, também, ser subdividida em duas partes: fibroplasia e

formagao de osso imaturo (Aragjo et al., 2015).

A fibroplasia envolve uma rapida descensdo de matriz provisoria.
Seguidamente, essa matriz provisoria ¢ penetrada por diversos vasos e células
osteoformadoras, desenvolvendo-se osso imaturo em redor desses vasos, formando

assim o “osteon” primario (Araujo et al., 2015).

O osso imaturo pode permanecer no alvéolo cerca de duas semanas apods a

extracdo dentaria, apresentando-se dessa forma durante algumas semanas. No entanto, o
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seu caracter ¢ provisorio, uma vez que nao tem qualquer capacidade de suporte de

carga, € por isso necessita ser substituido por osso maduro (Araujo et al., 2015).

Por fim, a fase modeladora/remodeladora. A modelagdo dssea compreende a
alteracdo da forma e arquitetura do tecido 6sseo, ao passo que na fase remodeladora
existem alteracdes, mas sem interferéncia na forma e arquitetura. Este processo pode
decorrer durante varios meses, diferindo substancialmente entre individuos (Aragjo et

al., 2015).

Os osteoclastos migram para as paredes do alvéolo, ocorrendo modelagao 6ssea
tanto na parede vestibular como na parede palatina/lingual. Contudo, uma vez que a
parede lingual/palatina ¢ mais volumosa do que a vestibular, a modelacdo ¢ mais
significativa nesta Gltima. Além disso, o processo de modelacao é mais precoce do que a
remodelagdo, de tal forma que dois ter¢os do processo modelativo ocorrem nos

primeiros trés meses de cicatrizagdo (Aragjo et al., 2015).

O processo de cicatrizagdo do osso alveolar ¢ regulado por citoquinas e fatores
de crescimento (tabela 1), que iniciam a migragdo, diferenciagdo e prolifera¢ao celular,
interagindo entre si, numa sequencia temporal e espacial altamente ordenada, atuando
como sinais mitogénicos e angiogénicos nos estadios primdrios da cicatrizacdo dssea

(Aragjo et al., 2015).

Sintetizando, os processos de modelagdo e remodelacdo resultam em alteragdes
qualitativas e quantitativas da zona edéntula, que culminam numa redugdo das

dimensdes da crista dssea (Aratjo et al., 2015).
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Tabela 1 — Fatores de crescimento no processo de cicatrizagdo do osso alveolar (Lang & Lindhe, 2010).

Fase de cicatrizacio Fatores de crescimento
PDGF
Inflamatoria TGF-p
VEGF
EGF
FGF-2e7
Proliferativa PDGF
TGF-B
VEGF
BMP-2,4¢7
FGF-2
IGF-2
PDGF
TGF-B
VEGF

Modeladora/remodeladora

3.2. Regeneragdo ossea guiada

A Regeneragdo Ossea Guiada (ROG) ¢ considerada um dos métodos mais
comumente utilizados na reconstrucdo dos defeitos do osso alveolar (Elgali, Omar,

Dahlin, & Thomsen, 2017).

A reabsorc¢do Ossea apds extragdo leva a perda de funcdo e cria dificuldades na
reabilitacdo implantar e prostodontica. A necessidade de contornar estas complicagdes
despertou um significante interesse no desenvolvimento de técnicas e biomateriais que

conseguissem prevenir a reabsor¢do Ossea (Leblebicioglu et al., 2013).

A Regeneragdo Ossea Guiada (ROG) tem sido amplamente utilizada como
forma de superar os problemas anatomicos e a insuficiente quantidade de osso alveolar.
Os atuais protocolos de regeneragdo guiada incluem enxertos autogenos, aloenxertos,
xenoenxertos, enxertos aloplasticos e membranas de diversas origens (Leblebicioglu et

al., 2013; Lee, Lee, & Kim, 2013).
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O uso de membranas, na ROG, mostra-se vantajoso, na medida em que o
material de enxerto deve ser protegido por uma membrana, por forma a garantir que o

processo ¢ previsivel (Kosinski, 2017; Lee et al., 2013).

A selecao da membrana apropriada para a ROG deve respeitar certos critérios,
entre eles a biocompatibilidade, a integragdo pelos tecidos, a oclusividade celular, a
capacidade de manutengdo do espaco € o manuseamento clinico adequado (Benic &

Hammerle, 2014; Elgali et al., 2017).

As membranas podem ser classificadas como ndo reabsorviveis ou

reabsorviveis (Benic & Hammerle, 2014).

As membranas ndo reabsorviveis, nomeadamente de politetrafluoroetileno
(PTFE), na sua forma expandida (e-PTFE), constituem a primeira geracdo de
membranas usadas no procedimento de ROG. Este material ¢ um polimero sintético, de
estrutura porosa, que ndo induz reacdes imunologicas, resistindo a degradacdo
enzimatica. No geral, este tipo de membranas demonstram biocompatibilidade e
capacidade de manutencdo do espaco. Contudo, necessitam de uma segunda intervencao

cirirgica para a sua remogao (Benic & Hammerle, 2014; Elgali et al., 2017).

Foi entdo desenvolvida uma segunda geragdo de membranas, de caracter
reabsorvivel. O facto de nao necessitarem de uma segunda intervencao cirtrgica, terem
um melhor custo beneficio e diminuirem a morbilidade do paciente tornam-nas mais

vantajosas (Benic & Hammerle, 2014).

Os uso de membranas nos defeitos Osseos, juntamente com materiais de
enxertos e substitutos dsseos, sdo comummente utilizados, por forma a providenciar
suporte estrutural ao defeito e promover o potencial regenerativo dos tecidos (Elgali et

al., 2017).

Hoje em dia, a ROG implica o uso de diferentes tipos de membranas
(reabsorviveis e ndo-reabsorviveis), em conjuga¢do com os diferentes materiais de
preenchimento dos defeitos. A escolha dos materiais depende amplamente do tamanho e

configuracdo do defeito 6sseo (Elgali et al., 2017).
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3.3. Enxertos 0sseos

Os enxertos 6sseos utilizados na engenharia tecidular devem assemelhar-se a
morfologia do osso alveolar, por forma a serem lentamente degradados a medida que

sao substituidos por novo osso (Wiesmann et al., 2007).

A viabilidade dos tecidos, as dimensodes do defeito 0sseo, a forma, tamanho ¢
volume do enxerto, bem como a sua manipulagdo, as propriedades biomecanicas e o
custo sdo alguns dos fatores que influenciam a selecdo do material de enxerto 6sseo

ideal (Tang et al., 2016).

Os enxertos consistem numa estrutura sélida de suporte, capaz de sustentar a
colonizacdo, proliferacdo, diferenciagdo e migragdo celulares. Devem possuir
propriedades fisico-quimicas apropriadas, necessarias a formacdo tecidular, além de
conseguir resistir e responder a estimulos mecéanicos. Deve ser biocompativel e
apresentar osteocondutividade, ser biodegradaveis, apresentar propriedades semelhantes
ao osso alveolar e uma porosidade ideal (Tabela 2) (Benic & Hiammerle, 2014; Tang et

al., 2016).
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Tabela 2 — Caracteristicas dos materiais de enxerto na ROG (Tang et al., 2016).

Biocompatibilidade

Bioreabsorcao

Similaridade

mecanica

Tamanho dos
poros e

porosidade

Capacidade do enxerto de suportar a atividade celular normal. O
enxerto oOsseo 1ideal € osteocondutivo, osteoindutivo e
osteogénico, permitindo a formagdo de novos vasos sanguineos
em apenas algumas semanas apods a colocacao.

A degradacdo do enxerto, com o tempo, preferencialmente com
uma taxa de reabsorcao controlada, ¢ necessaria para criar
espaco para o crescimento de novo tecido 6sseo. A taxa de
reabsorc¢ao pode variar de acordo com a aplicagdo requerida.

O suporte 6sseo ideal deve corresponder as propriedades do osso
do hospedeiro, como resposta a transferéncia da carga e suporte
do stress mecanico.

Este ¢ um ponto critico no que toca a difusdo dos nutrientes e
oxigénio, para a sobrevivéncia e prolifera¢ao celular. O tamanho
dos poros entre 200 a 350 um revela-se o ideal para o
crescimento dos tecidos oOsseos. Os enxertos multi-porosos
(micro ¢ macro porosidades) sao melhores que os enxertos
macro-porosos, permitindo a adesdo e invasdo celulares, de
acordo com os estudos elaborados. Contudo, um aumento da

porosidade reduz a resisténcia mecanica do material de enxerto.

Clinicamente, existem quatro categorias de materiais de enxerto: autoenxertos,

aloenxertos, enxertos aloplasticos e xenoenxertos. Com estes quatro tipos de materiais

disponiveis, a escolha depende maioritariamente da aplicacdo clinica e do volume do

defeito (Sarala, Chauhan, Sandhya, Dharmendra, & Mitra, 2018).

Os autoenxertos sdo um material de enxerto que ¢ colhido do proprio individuo,

de zonas intra ou extra orais. Do ponto de vista biologico, este ¢ considerado o “gold

standard”, dada a total caréncia de imunogenicidade e das suas propriedades

osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras. No entanto, também apresenta

desvantagens, entre elas o volume limitado de material e a morbilidade do paciente
(Benic & Hémmerle, 2014; Y.-K. Kim et al., 2010; Oryan, Alidadi, Moshiri, &
Maftulli, 2014; Tang et al., 2016).
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Os aloenxertos advém de um outro individuo de espécie comum, podendo ser
obtidos de cadaveres ou dadores vivos. Biologicamente, possuem caracteristicas
osteocondutivas e osteoindutivas. Porém, dada a viabilidade celular, t€m um baixo
potencial osteogénico. O risco de transmissao de doengas, o custo e o risco de rejeigao

sao algumas das desvantagens (Oryan et al., 2014; Tang et al., 2016; Yu et al., 2015).

O xenoenxertos, também denominados heteroenxertos, sdo passiveis de obter a
partir de individuos de uma espécie diferente. Apresentam as mesmas caracteristicas,
vantajosas ou ndo, que os aloenxertos (Benic & Hadmmerle, 2014; Jambhekar et al.,

2015).

Os materiais aloplaticos sdo produzidos sinteticamente, permitindo incorporar
fatores de crescimento e células da medula, podendo ser construidos & medida dos

defeitos. As propriedades mecanicas sdo limitadas (Tang et al., 2016).

A necessidade de criar um material de enxerto 6sseo, capaz de uma notavel
cicatriza¢do, surge de forma a tornar possivel a ultrapassagem das limitagdes dos

materiais de origem bioldgica e sintética, anteriormente descritos.

4. Autoenxertos

Existem varios materiais de enxerto 0sseo, usados para preservar ou regenerar o
osso alveolar. No entanto, o material de enxerto dsseo autdégeno ¢ considerado o “gold
standard”, dadas as propriedades osteogénicas, osteoindutivas e osteocondutivas, rapida
cicatrizagdo e ligeira rejeicdo imunologica. Contudo, dada a sua limitada
disponibilidade, rapida reabsor¢do, defeitos locais, € a morbilidade provocada pelas
colheitas Osseas extra-orais (caso fosse necessario uma quantidade significativa de
0ss0), levanta obstaculos a utilizacdo deste tipo de material (Khanijou et al., 2018; S.-Y.

Kim et al., 2017).

Posto isto, muitos clinicos comecaram a mostrar preferéncia pelos aloenxertos,
xenoenxertos € materiais aloplasticos, dados os resultados obtidos pelo uso deste tipo de

materiais, em comparagdo com os resultados supramencionados (Khanijou et al., 2018).

Contudo, também os materiais de origem nao-autdogena comegaram a demonstrar
alguma debilidade. Os aloenxertos sdo dispendiosos e t€ém um elevado risco de infegdo
uma vez que as informacdes sobre o dador sdo restritas ou até inadequadas. O uso de

xenoenxertos, para além de poderem ser, igualmente, uma fonte de transmissdo de
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doencgas, levantam problemas éticos e religiosos, dada a sua origem animal. Os
materiais aloplasticos sdo desprovidos de propriedades osteogénicas e osteoindutivas.
Estas limitagdes levaram ao desenvolvimento de um material processado a partir de

dentes de origem humana (Khanijou et al., 2018).

Apo6s a confirmagao de que a manutencao da raiz no alvéolo, para conservagao do
volume 6sseo da crista, tem uma excelente compatibilidade com os tecidos 6sseos
(criando-se uma interface anquilosante entre as superficies dssea e dentaria),
comecaram a ser desenvolvidos os materiais de enxerto autdogeno de origem dentéria

(Calvo-Guirado et al., 2018; Sarala et al., 2018).

Apds as experiéncias de Kim et al. em 1993, o particulado dentinario tem vindo a
ser alvo de estudo, apés as suas constatagdes acerca da presenga de hidroxiapatite e
fosfato beta-tricalcico, ambos de propriedades osteocondutivas e de excelente
biocompatibilidade. O uso de enxerto 6sseo proveniente de dente autdogeno tem vindo a
aumentar, sendo usado apds extragdo, processamento e trituragdo do dente (Jo, Kim, &

Choi, 2018; Sarala et al., 2018).

O dente tem uma elevada quantidade de componente organica, preservada mesmo
apos extracdo ao fim de um longo periodo, dada a apatite solida externa do dente, que

protege a componente organica interna por um longo periodo (Sarala et al., 2018).

Existem varios aspetos éticos e bioldgicos associados a producdo de material de
enxerto dentindrio autdogeno. Os dentes extraidos sdo considerados lixo bioldgico. No
entanto, caso o doente concorde com o processo, o uso do(s) seu(s) dente(s) ndo ¢ ilegal

(Sarala et al., 2018).

Os materiais de enxertos Osseo de dente autdogeno podem surgir com duas
conformacgdes: compactado ou em granulos. O material do tipo compactado tem
capacidades osteoindutivas, dada a sua molhabilidade sanguinea, e osteocondutivas,
devido a capacidade de manutencdo do espago, aliada a sua capacidade de substitui¢ao

dissimulada (Sarala et al., 2018)

Uma vez que se trata de um material autégeno, o risco de reagdes de corpo estranho
¢ desprezado. Podem ser utilizados na regeneracdo tecidular guiada, preservacdo do
alvéolo apos extracdo, aumento da crista Ossea alveolar e cirurgia de elevagdo do seio

maxilar (Sarala et al., 2018)
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5. Dentina na regeneracio do osso alveolar

A dentina ¢ um biomaterial versatil, usado na engenharia tecidular, servindo tanto
como material de enxerto como uma fonte rica em fatores de crescimento semelhantes
ao osso ¢ BMPs (Sarala et al., 2018; Tabatabaei, Tatari, Samadi, & Moharamzadeh,
2016).

Num dente que tenha sofrido uma situagdo traumatica observa-se uma aquilose da(s)
raiz(es), sofrendo continua reabsor¢cdo ao longo do tempo e substituicdo por 0sso,
reabsorvendo eventualmente a totalidade da raiz e conservando o processo alveolar

(Calvo-Guirado et al., 2018).

Virios estudos revelam que, apos a extracao de um dente do seu processo alveolar,
decorre uma alteragcdo da dimensao e estrutura dssea, até por vezes atrofia, revelando-se

a sua regeneragdo num enorme desafio (Khanijou et al., 2018).

Dadas as semelhangas entre os tecidos 0sseos e dentarios em termos de composi¢ao
bioquimica, os dentes comecaram a ser usados como material de enxerto 6sseo

(Khanijou et al., 2018).

A técnica de regeneracdo 6ssea, com recurso a um particulado de dentina, demonstra
uma excelente capacidade de regeneracdo, bem como no que diz respeito a inexisténcia
de antigenicidade, doencas genéticas e transmissdo de outro tipo de enfermidades

(Sarala et al., 2018).

5.1. Estrutura e composic¢ao dentinaria

Os tecidos dentarios compreendem uma combinacdo entre esmalte e dentina, de
composicdo e estrutura distintas, predominantemente compostos por cristais de

hidroxiapatite (Chun, Choi, & Lee, 2014; Teruel, Alcolea, Hernandez, & Ruiz, 2015).

O esmalte ¢ o tecido mais duro do corpo humano, dada a pequena percentagem
de 4agua que o compde (4%). Estruturalmente, o esmalte cobre a totalidade da coroa
anatomica e protege a dentina (Chun et al., 2014). Apresenta uma estrutura cristalina
altamente mineraliza, sendo a hidroxiapatite o mineral mais abundante (90-92%)

(Heymann, Swift, & Ritter, 2013).

Mais dura que o osso, mas menos do que o esmalte, fisioldgica e

anatomicamente, a dentina ¢ uma estrutura complexa, sendo o componente mais
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volumoso dos dentes (compreende mais de 85% da sua estrutura) (Binderman, Hallel,
Nardy, Yaffe, & Sapoznikov, 2014; Chun et al., 2014; Goldberg, Kulkarni, Young, &
Boskey, 2011; Tjaderhane, Carrilho, Breschi, Tay, & Pashley, 2009).

Este tecido ¢ composto por 70% de minerais, 20% de compostos organicos e
10% de agua. Contudo, a distribui¢do destes componentes ¢ varidvel nas diferentes

partes da dentina (Neel et al., 2016; Tabatabaei et al., 2016)

O dente ¢ conhecido pela sua composicdo organica-inorganica hibrida,
composto por calcio-fosfatos com colagénio e outro tipo de compostos organicos. Os
minerais consistem em cinco tipos de calcio fosfato: hidroxiapatite (HA),
tricalciofosfato (TCP), octacalcio fosfato (OCP), fosfato de calcio amorfo (ACP) e
dicélcio fosfato dihidratado (DCPD) (S.-Y. Kim et al., 2017; Y.-K. Kim et al., 2011).

O colagénio ¢ a proteina mais abundante existente na dentina, correspondendo a
cerca de 90% da matriz organica. Este ¢ sintetizado e subsequentemente controlado
pelos odontoblastos. O principal tipo de colagénio presente ¢ o I (mais de 85%), que
forma um molde dindmico para a deposi¢do de célcio e fosfato e sua consequente
transformagdo em cristais de hidroxiapatite (Goldberg et al., 2011; Ravindran &

George, 2015).

Outro tipo de proteinas, desta vez NCPs, como BMPs, fosfoproteinas,
osteocalcina, proteoglicanos, osteonectina, e sialoproteinas na dentina estd bem

documentado (Khanijou et al., 2018; Tabatabaei et al., 2016).

As NCPs atuam como inibidores, promotores e/ou estabilizadores da deposi¢ao
mineral, isto €, controlam o processo de mineraliza¢do das fibrilhas de colagénio e o
crescimento de cristais de hidroxiapatite durante a formagdao de dentina (Neel et al.,

2016; Tabatabaei et al., 2016).

Existem véarios grupos de NCPs, sendo que um deles contém proteinas
especificas para a dentina (DMPs), expresso exclusivamente pelos odontoblastos.
Controlam importantes fun¢des desde a fixagao, proliferacao e diferenciacao das células
estaminais e pré-osteoblastos, até a mineralizacdo da matriz. Esse grupo de proteinas
inclui DPP (fosfoproteinas da dentina), DSP (sialoproteinas da dentina) ¢ DMPI
(proteinas da matriz dentindria 1) (Ravindran & George, 2015; Tabatabaei et al., 2016).

A DPP, também designada DMP 2, ¢ a proteina ndo colagénica mais abundante

da matriz dentinaria, estando também presente na matriz Ossea, embora numa
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quantidade relativamente inferior. A presenga da DPP em estadios tardios do
desenvolvimento do osso alveolar sugere que esta proteina possa estar envolvida na
regulariza¢do do tamanho dos cristais, bem como numa fase mais tardia da osteogénese

(Ravindran & George, 2015).

As BMPs pertencem a familia das TGF-B, sendo as tUnicas moléculas
sinalizadoras que conseguem induzir exclusivamente a formacdo de novo o0sso

(Khanijou et al., 2018).

5.2. Dentina e osso alveolar

A dentina tornou-se num biomaterial de potencial interesse para a engenharia
tecidular dos tecidos duros orais, dadas as suas propriedades osteoindutivas. A eficacia
da dentina na regeneracdo do tecido Osseo tem despertado interesse. Os dentes e o
tecido 6sseo exibem uma composicao quimica semelhante, incluindo principalmente os
constituintes organicos e inorganicos. O osso alveolar compreende uma percentagem de
65% de compostos inorganicos e 35% organicos, em tudo semelhante a dentina (65-
70% de compostos inorganicos e 30-35% organicos) (Goldberg et al., 2011; Khanijou et
al., 2018; Y.-K. Kim, 2012; Tabatabaci et al., 2016).

Outra notoria propriedade dentindria € a presenga de colagénio tipo I e tipo Il e
o numero de fatores de crescimento, onde se incluem BMPs, IGF-2 (fator de
crescimento “‘insuline-like” 2) e TGF-B, que revelam um papel importante na
remodelagdo Ossea. Grande parte das proteinas presentes no tecido 6sseo como a
osteopontina, osteocalcina e sialoproteinas também se observam na dentina, tornado

assim este material num viavel substituto 6sseo (Khanijou et al., 2018).

A matriz dentindria possui propriedades osteocondutivas e abundancia em
BMPs (Y.-K. Kim, 2012). Embora as BMPs derivadas da dentina humana sejam
diferentes das BMPs do tecido 6sseo, tém fungdes semelhantes no organismo (Um,
Kim, & Mitsugi, 2017). Uma vez que as BMPs pertencem a linhagem das TGF-J3, sendo
as Unicas moléculas capazes de induzir a formacdo de novo osso, estas podem ser

consideradas vidveis no processo de regeneragao 6ssea (Khanijou et al., 2018).

As NCPs sdo um outro exemplo de proteinas comuns ao osso e a dentina.
Embora as NCPs constituam apenas uma fragdo do volume dentindrio e dsseo, sem

estas proteinas seria impossivel alcangar a formacdo e remodelacdo Ossea. As DMPs,
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osteocalcina, osteopontina e BSP (sialoproteinas Osseas) sdo alguns dos exemplos

(Ravindran & George, 2015).

O o0sso ¢ composto por um numeroso sistema de “Havers”, enquanto a dentina

¢ formada por complexa estrutura tubulosa. (Khanijou et al., 2018).

5.3. Métodos de processamento da dentina

5.3.1. Eliminag¢ao das proteinas nao colagénicas
O método de processamento de dentina por extragdo das NCPs foi
protocolado em 1979 por Smith et al. e nos dias de hoje, apesar das suas ténues
alteragdes, ainda se considera adequado. O protocolo consiste na adigdo de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% ao particulado de dentina, cinco vezes por dia,
durante dez dias, sendo posteriormente sujeito a um processo de centrifugacdo, para
remogao do sobrenadante, dialise e liofiliza¢do, culminando com um material dentinario

desprovido de NCPs (Tabatabaei et al., 2016).

Presentemente, na utiliza¢ao deste protocolo, sdo utilizados outro tipo de
acidos, como hidroxido de calcio e agregado triéxido mineral (MTA), no entanto o uso

de EDTA apresenta melhores resultados na extragdo de NCPs (Tabatabaei et al., 2016).

5.3.2. Desmineralizagao
O método de processamento de dentina por desmineralizagdo foi
primeiramente exposto por Reddi et al. em 1970, sendo o seu protocolo usado ainda nos

dias de hoje, ressalvando algumas modifica¢cdes (Tabatabaei et al., 2016).

E. Kim (2015) afirma que a dentina que ndo ¢ submetida a um processo
de desmineralizacao apresenta dificuldades na indugao de novo osso, dada a quantidade
elevada de componente mineral e cristalinidade, mas baixa porosidade, interferindo na

migracdo, adesdo e proliferacdo das células vasculares e mesenquimatosas.

Koga et al. (2016) reitera que, uma vez desmineralizada a dentina, ocorre
uma abertura dos seus tubulos, que servem como canais de libertacdo de proteinas
essenciais, como NCPs e BMPs, promovendo o crescimento e diferenciacdo dos

osteoblastos (E. Kim, 2015).

Contudo, existem algumas limitacdes acerca deste processo,

nomeadamente o tempo de preparacdo, que se revela longo (E. Kim, 2015).
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Em 2008 foi desenvolvido um material de enxerto 6sseo com recurso a
dentes autdgenos extraidos, pelo método de precessamento por desmineralizagdo, de
patente coreana, denominado “Autogenous Tooth Bone Graft Material” (AutoBT®,

Korea Tooth Bank, Seoul, Korea) (Y.-K. Kim, Lee, Kim, Um, & Murata, 2013).

5.3.3. Elimina¢ao da matriz organica
O método de processamento de dentina por eliminacdo da sua matriz
organica tem sido referido num reduzido nimero de estudos, seguidamente relatados.
Dada a significancia das proteinas da matriz dentindria na migragdo, proliferacao,
adesdo e diferenciagdo celulares, este método de processamento ¢ evitado (Tabatabaei et

al., 2016).

No estudo de Moharamzadeh, Freeman, & Blackwood (2008) foi
demonstrada a distinta biocompatibilidade da dentina, de origem bovina, apds
desnatura¢do. O material foi fervido em &4gua durante um periodo de duas horas,
seguidamente colocado em isopropanol num periodo de igual duragdo e seco a uma

temperatura de 100°C.

Elkayar, Elshazly, & Assaad (2009) fizeram, igualmente, uso de dentina
de origem bovina, tendo sido fervida em 4gua ao longo de noventa minutos, calcinada
num ambiente himido a 735°C e sintetizada a 1150°C, cujo produto final obtido foi

hidroxiapatite.

5.3.4. Dentina inalterada
Vérios estudos apontavam o processo de limpeza, trituracado,
desmineralizagdo e esterilizagdo de dentes autdgenos como um procedimento eficaz na
regeneragdo de defeitos 0sseos. No entanto, tal como referido anteriormente, s6 era
possivel obter este material varias horas ou dias apos a extracdo. Desta forma, foi
desenvolvido um novo método que visa a aplicagdo clinica de um particulado de dentina
resultante da trituracdo de dentes recentemente extraidos, ou seja, num mesmo tempo de

consulta, desprovido de bactérias (Binderman et al., 2014).

O dispositivo Smart Dentin Grinder®, desenvolvido pela Kometabio
(USA), ¢ indicado apenas para os dentes do proprio paciente, com o objetivo de triturar

e selecionar o dente extraido em particulas dentarias de um tamanho especifico, por
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forma a serem aplicadas como biomaterial de regeneracao dssea (Binderman et al.,

2017; Calvo-Guirado et al., 2018).

O processo de trituragdo e selecdo de particulas especificas geralmente
demora cerca de um minuto. A fase de trituracdo demora cerca de trés segundos ¢ a
vibracdo para a selecdo de particulas demora vinte segundos. Mais de 90% das
particulas acumuladas na cdmara contem entre os 300-1200 pm, tamanho ideal para

alcangar uma interacao osteogénica no local da extragdo (Binderman et al., 2017).

O volume de particulado ¢ cerca de duas a trés vezes superior ao volume
do dente. O critério de sele¢do das dimensdes do particulado ¢ baseado no facto de as
particulas de tamanho inferior a 300 um facilitarem a rapida reabsor¢do dssea e sua
manuten¢ao, e as particulas de dimensdo superior a 1200 pum atuarem de forma inversa

e reduzirem a reabsorcao (Calvo-Guirado et al., 2018).

O particulado ¢ emergido num produto quimico de limpeza “cleanser”
(0,5M de NaOH e 30% de éalcool (v/v)), com recurso a um contentor esterilizado,
durante quinze minutos, por forma a dissolver o biofilme de bactérias, toxinas e tecidos
moles presentes na superficie dentaria. O particulado ¢ depois lavado com PBS (solucdo
salina tampao), durante cinco minutos, e seco (Binderman et al., 2017; Calvo-Guirado

et al., 2018).

O etanol a 70% desnatura e precipita as proteinas, atuando também como
bactericida. A solucdo de desinfe¢do utilizada é composta por 30% de etanol a 70% que,
adicionalmente a sua agao bactericida, intensifica a agdo o NaOH (hidréxido de sodio),
responsavel pela eliminacdo das substancias organicas que o etanol nao € capaz de
fazer. A combinacdo do etanol com o NaOH dissolve completamente as substancias
orginicas e age como um eficiente desinfetante. O etanol afeta apenas os substratos
organicos na superficie externa dos minerais, ndo afetando por isso as fibras de

colagénio (Calvo-Guirado et al., 2018).

Binderman et al. (2014), no seu estudo, defende que o particulado de
dentina autdgena humana mineralizada deve ser considerado como o “gold standard” na
preservacdo alveolar, bem como na regeneragdo de defeitos 6sseos e nas abordagens de

elevacao do seio maxilar.
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6. Evidéncia cientifica

Na elaboragdo do presente estudo piloto foi efetuada uma revisdo literdria sobre a
aplicabilidade da dentina como biomaterial da regeneracdo Odssea. A pesquisa
bibliografica tomou lugar nos repositérios digitais B-On, Pubmed e Wiley Online
Library, através das palavras-chave “autogenous dentin graft”, “alveolar ridge
preservation”, “autogenous tooth bone graft”, “dentin in tissue engineering”’, “Smart
Dentin Grinder” e “WDXRF”. Esta pesquisa inclui artigos redigidos na lingua inglesa e

publicados até ao ano de 2018.

Até ao momento, nao existem meta-analises acerca do tema deste estudo piloto. No
que diz respeito a revisdes sistematicas, verificam-se a existéncia de duas, de autoria de

Tabatabaei et al. (2016) e Khanijou et al. (2018), que aferem os diversos métodos de

processamento da dentina como biomaterial de regeneragdo ossea alveolar.

A tabela 3 enumera os estudos clinicos efetuados em humanos, que se encontram

referidos nas revisdes sistematicas supracitadas.

Tabela 3 — Estudos clinicos efetuados em humanos com aplicagdo de dentina como biomaterial de
regeneragdo (Khanijou et al., 2018; Tabatabaei et al., 2016)

Nivel de
Autor e data

evidéncia e ‘ Local de
de Tipo de enxerto _ Resultado
tamanho da aplicagdo
publicacao
amostra
5 meses apos a
intervengao, foi
Seio maxilar ~ possivel a colocar 3
Estudo de Particulado de )
(area implantes na zona
Murata M., caso dentina aut6gena
relativa aos intervencionada.
2003 desmineralizada
dentes 2.4 a A biopsia tecidular
N=1 (DDM) .
2.6) revelou a interagdo de
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Autor e
ano de

publicacao

Gomes
MF. et al.,
2006

Kim YK.
etal., 2010

Nivel de

evidéncia e

tamanho da

amostra

Estudo

comparativo

N=27

Série de

casos

Tipo de enxerto

Matriz de
dentina autdgena

desmineralizada

(ADDM)

Material de
enxerto 0sseo de

dente autogeno

(AutoBT)
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Local de
‘ Resultado
aplicacao

A analise radiografica
do grupo ADDM +
PTFE revelou uma
homogénea
radiopacidade Ossea,
quando comparada
Processo
com o grupo de

alveolar de
controlo e o grupo

terceiros
PTFE, durante todos os
molares
o momentos de
inferiores
observacdo. A ADDM
desvaneceu
gradualmente do
processo alveolar
durante o processo de
reparagao.
O exame histoldgico
da zona enxertada
' revelou uma
Maxila=
5 reabsor¢do gradual do
material de enxerto e
Mandibula= o
| substitui¢do deste por

novo 0sso, detetado em
46-87% da area de

interesse.



Caracterizagdo da composi¢do inorganica de um particulado de dentina autogena humana mineralizada — Estudo

piloto in vitro

Nivel de
Autor e ano ] ]
evidéncia e
de
. tamanho
publicacao
da amostra
Estudo de
Kim YK. et caso
al., 2011
N=2
Estudo de
Kim YK. &
caso
Choi YH.,
2011
N=1
Estudo de
Kim YK. &
caso
YiYJ.,
2011
=]

Tipo de

enxerto

Enxerto
osseo de
dente
autogeno
sob a forma
de p6 ou em

bloco

Enxerto
osseo de
dente
autogeno
sob a forma

de po

Enxerto
osseo de
dente
autogeno
sob a forma

de po

Local de aplicagao

Preservacao alveolar
mandibular e maxilar,
simultaneamente com
a elevacao do seio da
ultima localizacao

referida

Mandibula

Zona atrofica anterior

da maxila

34

Resultado

Cicatrizagao
adequada,
possibilitando a
colocagao de
implantes 3-3.5
meses apos a
intervencao

cirargica.

Aumento da
estabilidade inicial.
Otima cicatrizacdo

regenerativa

periodontal.

O material de
enxerto 0sseo, em
combinagao com a
expansao da crista

Ossea alveolar,

demonstrou uma
cicatrizagao

favoravel.



Nivel de
Autor e ano ] )
evidéncia e
de
. tamanho da
publicacao
amostra
Estudo de
Lee,JY. & cohort
Kim YK.,  retrospectivo
2012
N=54
Estudo
Park SM et  comparativo
al., 2012
N=133

Introducdo

Tipo de Local de

‘ Resultado
enxerto aplicacao
A principal perda dssea
marginal peri-implantar,
observada 1 ano ap6s a
' colocagdo de implantes,
Material de )
' foi de 0,33 £ 0,63 mm.
enxerto 0sseo Maxila
Confirmou-se a
de dente ‘
seguridade do
autogeno Mandibula .
procedimento, que
(AutoBT)
demonstrou resultados
excelentes de
regeneracao durante 2
anos.
A estabilidade inicial na
colocagao de implantes
revelou uma média de 74
Material de ISQ (quociente de
enxerto 0sseo estabilidade implantar),
de dente ‘ com a estabilidade
Maxila ‘
autogeno secundaria aumentada

AutoBT) sob a em 84 ISQ.
(

Mandibula )
forma de po, O valor médio de perda
bloco e p6 + 6ssea a nivel mandibular,
bloco medido 6 meses apds a

carga protética foi de
0,29 mm, variando entre

0s 0 e 0s 3 mm.
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Nivel de
Autor e
evidéncia
ano de Tipo de enxerto
_ e tamanho
publicacao
da amostra
Material de
Estudo de
enxerto 0sseo de
Kim YK. caso
dente autdgeno
etal., 2013
(AutoBT) sob a
N=12
forma de bloco
Estudo de
Matriz de dentina
Kabir MA caso
desmineralizada
etal., 2014
(DDM)
N=2

Defeitos peri-

Local de
Resultado

aplicacao

Em todos os pacientes
foi possivel observar
uma boa cicatrizacao

Ossea. Em apenas um

-implantares
da regido dos casos ndo se
mandibular verificou a
osteointegracdo do
implante.
Regido anterior da
maxila: as
radiografias pos-
operatdrias revelam
uma excelente
Regido cicatrizacdo Ossea por
anterior da acdo da DDM, apos 1
maxila ano.
Regido dos terceiros
Regido dos molares
terceiros mandibulares: as
molares radiografias pos-
mandibulares operatorias

demonstram a
formagao de novo
0sso, revelando uma
completa cicatrizacao

do alvéolo.
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Autor e ano
de

publicacao

Gideon H.
&
Binderman

I, 2014

Nivel de
evidéncia e
tamanho da

amostra

Série de

casos

N>100

Tipo de

enxerto

Particulado
de dentina

autogeno

Introducdo

Local de
. Resultado
aplicacao

48 dos alvéolos
intervencionados e
preenchidos com o material
de regeneragdo proveniente
de dentina autogena
revelaram a formacao de
novo 0sso, 4 meses apos a
intervengao.
Maxila Nao se observou perda dssea

em redor do implante apds

Mandibula = colocagdo do particulado de
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dentina autégeno.
2 meses pos a intervencao do
seio maxilar observou-se uma
cicatrizacdo adequada, o que
tornou possivel a colocacao
de implantes de carga
imediata 1 més depois dessa

observagao.
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Autor e ano
de

publicacao

Pohl V. et
al., 2016

Nivel de

evidéncia e

tamanho da

amostra

Estudo de

caso

N=6

Tipo de Local de
Resultado

enxerto aplicacao

Normal cicatrizacdo pds-
operatoria.
5 anos apds a intervengao, a
profundidade de sondagem peri-
implantar média foi de 1,86 mm
na regido mesio-lingual e 2,07
mm na zona disto-vestibular.
A reabsorcao Ossea peri-
-implantar, no primeiro ano
apos a intervengao foi, em
Particulado meédia, 0,63mm, com valores
Maxila
dentario minimos verificados de 0 mm e
maximos de 2,9 mm.
A avaliagdo histologica
demonstrou osteogenicidade e
osteocondutividade, com
encapsulag¢do do esmalte e
dentina e reabsorg¢do parcial do
particulado dentario.
A andlise imuno-histoquimica
demonstrou a formacao de

novos vasos na area enxertada.
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Autor e ano
de

publicacao

Kim, YK.
etal., 2016

Nivel de
evidéncia e
tamanho da

amostra

Estudo
prospetivo

longitudinal

N=5

Tipo de enxerto

Matriz de dentina

desmineralizada

39

Local de

aplicacao

Maxila

Mandibula

Introducdo

Resultado

Todos os casos
demonstraram uma
completa formagao
6ssea no follow-up
final (5 anos e 5.8

meses apos a
intervengao cirurgica).
Verificou-se uma
diminui¢do da altura
Ossea vestibular (entre
- 0.4 mm e - 3.3mm)
bem como da sua
largura (entre - 0.4mm
e-4.2 mm).

Em suma, as alteragoes

osseas variaram entre

-8.1% ¢ - 36.2%.
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Nivel de
Autor e ano ) )
evidéncia e
de
‘ tamanho da
publicacao
amostra

Ensaio clinico

. randomizado e
Joshi CP et

controlado
al., 2016

N=45

Tipo de

enxerto

Particulado
dentario
autogeno

(ATG)

40

Local de

aplicacao

Maxila
=18

Mandibula
=12

Resultado

Existem diferengas
estatisticamente
significativas na altura e
largura da crista alveolar
no que diz respeito aos
trés grupos de estudo.
De entre os trés grupos
estudados, os locais que
receberam o ATG
demonstraram melhores
resultados.

A analise histologica
demonstrou, também, a
mesma tendéncia de
resultados, com formagao
de novo 0sso nas zonas

enxertadas com ATG.



Nivel de
Autor e ) )
evidéncia e
ano de
‘ tamanho da
publicacao
amostra
' Série de casos
Kim YK et
al., 2017
N=22
Ensaio
clinico
Joshi CP et randomizado
al., 2017 e controlado

N=60

Tipo de enxerto

Matriz de dentina
desmineralizada
em bloco

(ABTB)

Particulado

dentario alogeno

41

Local de

aplicacao

Maxila
=12

Mandibula
=10

Maxila

Mandibula
=19

Introducdo

Resultado

Observou-se uma
incorporagdo e
remodelagao do ABTB
em 0sso cortico-
-esponjoso.

A forma e o volume
foram mantidos,
verificando-se apenas
um pequeno volume de
perda 6ssea marginal.
Comparando com outras
localizagdes (de controlo
e de aplicagdo de FDBA
— particulado alégeno de
osso liofilizado), a
aplicacdo de WTA
(aloenxerto
correspondente a
totalidade do dente) e
DA (aloenxerto de
dentina) apresentam
melhores resultados.
A andlise histologica
verificou formagao de
Nnovo 0sso nhas zonas de
utilizacdo de WTA e
DA.
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Nivel de
Autor e ' '
evidéncia e
ano de
_ tamanho da
publicacao
amostra
Estudo
' clinico
Kim YK et ]
retrospetivo
al., 2017
N=18

Tipo de enxerto

Matriz de dentina
alogena
desmineralizada

(DDM)

42

Local de

aplicacao

Maxila
=10

Mandibula
=8

Resultado

Nao foram observadas
complicagdes.
Decorreu encapsulacao
das particulas de DDM,
parametro passivel de
avaliar a
biocompatibilidade.
Remodelagdo completa,
com formagao de novo

tecido 0sseo.



Nivel de
Autor e
evidéncia e
ano de
‘ tamanho da
publicacao
amostra
Ensaio clinico
randomizado
Pang KM
e controlado
etal., 2017

N=33

Tipo de Local de
enxerto aplicacao
Material de )
Maxila
enxerto
=21
osseo de
dente
Mandibula
autogeno
=12
(AutoBT)

43
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Resultado

Ambos os grupos (AutoBT e
Bio-Oss®) demonstraram
uma cicatrizagao favoravel,
semelhante estabilidade
implantar e confirmagao
histologica de nova formacao
Ossea.

Em termos
histomorfométricos, a
formac¢ao de novo osso foi de
31,24 £ 13,87% no caso dos
alvéolos enxertados com
AutoBT, ao passo que a
utilizacdo de Bio-Oss®
apresentou valores de 35,00 +
19,33%.

O ISQ dos implantes
colocados nos alvéolos onde
foi utilizado AutoBT foi de
72,80 10,81 e de 70,0 +
12,86 onde se utilizou Bio-

Oss®.
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Autor e ano
de

publicacao

Minamizato
T. et al.,,
2018

Nivel de
evidéncia
e tamanho

da amostra

Estudo
piloto

N=16

‘ Local de
Tipo de enxerto ‘ Resultado
aplicacao

A preservagao alveolar
com material de enxerto
foi praticado em 7
pacientes, com colocacgao
de implante 4-6 meses
apos, nao se verificando a
perda dos mesmos no
follow-up de 24 meses.
A cirurgia de elevagdo do
seio maxilar foi efetuada
em 3 pacientes, cujas

Matriz de Maxila

. imagens da tomografia
dentina autégena =9

parcialmente computorizada (TC)

_ _ revelam aumento e
desmineralizada = Mandibula

remodelac¢do Ossea.
(APDDM) =7

Em relagdo a colocagao
de implantes com
utilizacdao simultanea de
APDDM, os resultados
revelaram a substitui¢ao
do material de enxerto
por tecido 6sseo imaturo,
3 meses ap0s a cirurgia,
sem perda do implante

aos 24 meses de follow-

up.
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A partir dos estudos clinicos referidos na tabela 3, podemos inferir que, entre si,
conclusdes semelhantes ou seja, evidenciam a biocompatibilidade dos materiais de
enxerto de origem dentindria, com recuperagdes pos-operatorias favoraveis e sinais
osteoindutivos, osteocondutivos e osteogénicos. No que diz respeito a taxa de
sobrevivéncia implantar, mais propriamente sobre os implantes colocados apos a
regeneracao alveolar com biomaterial de enxerto dentinarios, ndo existem referéncias a

casos de insucesso.
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II. OBJETIVOS
1. Objetivos do estudo

Este trabalho de investigagcdo laboratorial trata-se de um estudo piloto in vitro, no
qual se pretende avaliar um particulado de dentina autégena humana mineralizada no

que se refere:

a) Andlise da eficicia da aplicagdo da solugdo basica alcodlica na eliminagdo
bacteriana;
b) Andlise da composi¢ao inorganica apos obtengdo do particulado de dentina

autdgena mineralizada de varias partes do dente (coroa, raiz e dente completo).

2. Hipoteses de estudo
2.1. Primeira fase de estudo

Hipotese 1 (H1) — A aplicagdo da solugdo basica alcoolica ¢ eficaz na

eliminagdo bacteriana.

2.2. Segunda fase de estudo

Hipotese 2 (H2) — O racio célcio/fosforo, contabilizado com recurso ao sistema
espectrometro de fluorescéncia de raios x por dispersdo em comprimento de
onda, contido no particulado de dentina autdogena humana mineralizada de

diferentes zonas do dente, apresenta diferencas estatisticamente significativas.
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III. MATERIAIS E METODOS

1. Tipo de estudo

Estudo de investigagdo piloto in vitro.

2. Local de realizacio do estudo

Este trabalho de investigagdo piloto in vitro foi realizado nos laboratorios do Centro

de Investigacdo Interdisciplinar Egas Moniz (CiiEM).

3. Amostra

A amostra ¢ constituida por 16 particulados, obtidos a partir da trituracdo de 16

dentes integros extraidos, por motivos periodontais, ortodonticos, terceiros molares e

dentes total ou parcialmente impactados, excluindo-se dentes endodonciados, na Clinica

®99

Dentéria Egas Moniz (CDEM), com recurso a maquina “Smart Dentin Grinder™”.

4. Materiais

16 dentes autdlogos

Brocas de carbide de tungsténio

“Smart Dentin Grinder® (Kometabio, USA)
Capsulas de trituracao esterilizadas

Frascos de anélise esterilizados de 60 ml
Cureta cirtirgica

Pipeta graduada 10 ml

Solucao salina tampao fosfatada estéril (PBS)
Meios de cultura gelose sangue

Zaragatoa esterilizada

Solugdo basica alcodlica composta por 0,5M de NaOH e 30% de alcool (v/v)
(“cleanser”)

Pipeta plastica esterilizada

WDXRF (modela S4 Pionner, marca Bruker)

Copos de amostra de polietileno, de diametro 35,8mm
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e Peliculas de filme Prolene 4 um

5. Grupos de estudo

Para andlise da eficacia da solucdo basica alcoodlica foi utilizado o particulado obtido

através da trituragdo de um dente molar (N=1).

Para a analise da composi¢do inorganica, foi utilizado o particulado obtido através
da tritura¢do de 15 dentes, definidos trés grupos de estudo: grupo A (coroa triturada),
grupo B (raiz triturada) e grupo C (dente completo triturado). Cada grupo foi ainda
segmentado em cinco subgrupos, por forma a abranger os cinco tipos de dentes -
incisivos centrais, incisivos laterias, caninos, pré-molares e molares - tal como se

representa na tabela seguinte (ver tabela 4):

Tabela 4 — Grupos de estudo.

Grupo A - coroa Grupo B —raiz Grupo C — dente completo
N=5 N=5 N=5

Al —coroa IC N=1 B1 —raiz IC N=1 Cl-IC N=1

A2 —coroa IL =1 B2 —raiz IL N=1 C2-1L N=1

A3 —coroa C N=1 B3 —raizC N=1 C3-C N=1

A4 —coroaPM  N=1 B4 — raiz PM N=1 C4 -PM N=1

AS—coroaM = N=I B5 —raizM N=1 C5-M N=1

IC: incisivo central; IL: incisivo lateral; C: canino; PM: pré-molar; M: molar

6. Protocolo experimental

Preparacido dos dentes autdlogos extraidos

1. Remocgdo dos tecidos periodontais relacionados com os dentes extraidos, com

recurso a brocas de carbide de tungsténio (ver figura 1).

Figura 1 — Remocgao dos tecidos periodontais com recurso a broca de carbide de tungsténio.
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2. Secagem dos dentes com seringa de ar.

Preparacio do dispositivo “Smart Dentin Grinder® (Kometabio, USA)

1. Inserir a cdmara de trituracao esterilizada no aparelho.
2. Alinhar a seta da camara de trituragao “LOCK” com a mesma seta que consta no
equipamento, rodando-a para a direita, por forma a trava-la na posi¢ao.

3. Ligar o equipamento (ver figura 2).

£ SMART DENTIN GRINDER
a 7 Kometaio
@ o
ol | D
stast rirce

¥ ‘ote

Figura 2 — Equipamento “Smart Dentin Grinder®”.

Trituracdo do(s) dente(s)

1. Colocar o(s) dente(s) na camara de trituracdo, previamente seco(s) com seringa

de ar (ver figura 3).

Figura 3 — Dente na cAmara de trituragdo da “Smart Dentin Grinder®”.

2. Colocar a tampa transparente na camara e rodar no sentido contrario ao dos

ponteiros do reldgio, travando-a na posigao.
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3. Pressionar o botao “GRIND”, definindo o tempo de trituragdo (3 segundos)
através dos botdes “UP” e/ou “DOWN”.

4. Pressionar o botdo “SORT”, definindo o tempo de trituragdo (20 segundos)
através dos botdes “UP” e/ou “DOWN”.

5. Pressionar o botao “START”, dando inicio a trituragao.

6. Repetir o procedimento, caso seja necessario completar a trituragao.

Recolha do particulado

1. As particulas de tamanho compreendido entre 300 a 1 200 um, resultantes deste
processo, sdo depositadas no compartimento superior do equipamento. No
compartimento inferior depositam-se as particulas de tamanho inferior a 300 pm

(ver figura 4).

Figura 4 — Compartimentos inferior (a esquerda) e superior (a direita) do equipamento “Smart Dentin
Grinder®”.

2. Armazenamento do particulado de acordo com os grupos de estudo definidos

(ver figura 5).

Figura 5 — Particulado de dentina autdgena mineralizada, nos respetivos frascos, de acordo com os grupos
estipulados para este trabalho de investigacdo.
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Diluicdo do particulado — até um maximo de 250 coldnias

1. Dilui¢do de 0,5 g de particulado em 4,5 ml de solugdo salina tampao fosfatada
estéril (PBS), numa propor¢ao de 1:9, no sentido de manter o fator de diluigdo
107,

2. Pipetar 0,1 ml da solucdo 1., adicionado a 9 ml de solugdo salina tampao
fosfatada estéril (PBS), no sentido de manter o fator de dilui¢io de 102,

3. Pipetar 0,1 ml da solugdo 2., adicionado a 9 ml de solugdo salina tampao

fosfatada estéril (PBS), no sentido de manter o fator de dilui¢do de 107>,

Incubacao da solucao

1. Incubar a solucdo de fator de diluicdo 10 num meio de cultura de gelose

sangue, a 35°C, durante 24/48 horas, recorrendo a zaragatoa esterilizada.

Teste a eficacia da solucdo de desinfecdo

1. Cobrir toda a area do meio de cultura com a solucdo basica alcodlica “cleanser”,
com recurso a pipeta plastica esterilizada, analisando os resultados de acordo
com os periodos de tempo protocolados:

e Antes da colocagdo da solugdo basica alcodlica;
¢ Imediatamente apds a colocacdo da solucdo basica alcoolica (0 minutos);
e 3 minutos apos a colocagdo da solugdo basica alcoodlica;

¢ 10 minutos ap6s a colocagdo da solugdo basica alcodlica.

Determinacdo da composicdo inorganica das amostras de dentina autdgena mineralizada

1. Preparagdo dos copos de amostra de polietileno, de 34,8 mm, com pelicula de
filme Prolene de 4mm, capaz de suportar as amostras, distribuindo a amostra de
forma uniforme pelo didmetro do copo.

2. Encerrar os copos com a tampa apropriada.

3. Colocacao dos copos em porta-amostras de ago, de didmetro de abertura de 34

mm (figura 6).
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Figura 6 — Copo de amostra de polietileno, devidamente preparados com a pelicula de filme capaz de
suportar as amostras, devidamente encerrado ¢ posicionado.

4. Disposicao dos porta-amostras no tabuleiro do aparelho WDXRF (Modelo S4

Pionner, da marca Bruker), de forma ordenada (figuras 7 e 8).

Figura 7 — Aparelho WDXRF (Modelo S4 Pionner, da marca Bruker).
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Figura 8 — Porta-amostras dispostos no tabuleiro do aparelho WDXRF.

5. Controlada através de um programa informatico, a maquina faz a recolha dos
porta-amostras pretendidos, colocando-os na cdmara de analise (ver figura 9),
onde se faz incidir o feixe de raios x. Esta informacdo ¢ processada, obtendo-se
as concentragdes elementares presentes nas amostras, registadas em partes por
milhdo (ppm). E também possivel analisar o espectro de emissdo dos elementos

presentes em cada uma das amostras.

Figura 9 — Porta-amostras transportados até a cdmara de analise.
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IV. RESULTADOS
1. Determinacio da eficacia da solucao basica alcodlica na eliminac¢ao bacteriana

Ap6s diluicdo do particulado até um maximo de 250 colonias, e sua posterior
incubacdo num meio de cultura de gelose sangue num periodo de 48 horas, ¢ possivel
observar, através da figura 10, que houve crescimento bacteriano, considerando a
presenga de colonias maioritariamente na forma de pontos e na forma circular, de

coloracdo cinzenta.

Figura 10 — Meio de cultura de gelose sangue apds 48 horas de incubag@o.

A eficacia da solucao de desinfecao foi testada de acordo com os periodos de tempo
protocolados, isto €, imediatamente apos a colocagdo da solu¢do de desinfecdo (A), 3

minutos apos (B) e 10 minutos apos (C) (ver figura 11).

(A) (B) ©)

Figura 11 — Acdo da solucdo de desinfe¢do imediatamente apds a colocacdo da mesma (A), 3 minutos
apos (B) e 10 minutos apos (C).
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Na figura 11(A), captada imediatamente apds a utilizacdo da solug¢ao de desinfecao,
ainda ¢ possivel observar-se a presenga de colonias sob a forma de pontos e na forma
circular, de cor cinzenta, no entanto a coloracdo ¢ mais desvanecida. As figuras 11(B) e
11(C), apesar de terem sido captadas em momentos diferentes, aos 3 ¢ 10 minutos apos
utilizacao da solugdo de desinfegado, respetivamente, apresentam resultados semelhantes,
com uma descolora¢do quase total das colonias que se desenvolveram apds incubacio
em meio de cultura de gelose sangue por 48 horas, o que significa que a atividade
bacteriana foi inibida.

Afirma-se, assim, a primeira hipotese de estudo (H1) — a aplicacdo da solucao
basica alcodlica é eficaz na eliminaciio bacteriana - constatando-se que existe eficacia
na eliminagdo bacteriana quando aplicada a solugdo basica alcodlica (“cleanser”),
observavel através da destruicdo e inibi¢do dos microrganismos existentes, desde os

periodos de tempo primarios protocolados.

2. Determinacido da composicio elementar das amostras analisadas

Foram analisadas as composi¢des elementares das amostras que constituem os trés
grupos em estudo e seus subgrupos. Constam, na tabela 5, em partes por milhdo (ppm) e
percentagem (%) com duas casas decimais, a massa dos elementos célcio e fosforo,
relativamente a massa da amostra de cada um dos subgrupos analisados, obtidos apos
analise através do sistema espectrometro de fluorescéncia de raios x por dispersdo em

comprimento de onda.
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Tabela 5 — Massa dos elementos célcio e fosforo, relativamente a massa da amostra, em ppm e
percentagem, de cada um dos subgrupos, obtidos apds analise pelo sistema espectrometro de raios x por

Grupos Subgrupos

Al

A A2
A3

N=5 A4
AS

B1

B B2
B3

N=5 B4
BS

C1

C C2
C3

N=5 C4
C5

N=1
N=1
N=1
=1
=1

=1
N=1
=1
N=1
N=1

=1
N=1
=1
N=1
N=1

dispersdo em comprimento de onda.

Cilcio (ppm) Cailcio (%) Fosforo (ppm) Fosforo (%)

211110,5
230206,1
235514,0
225492,1
216071,1

213696,8
224418,8
206263,7
197478,2
186686,3

187899,3
2093227
210869,1
194916,3
226664,2

21,11
23,02
23,55
22,55
21,61

21,37
22,44
20,63
19,75
18,67

18,79
20,93
21,09
19,50
22,67

100330,0
107306,8
110314,3
104747,3
97625,5

97595.,6
103200,9
88643,6
86470,8
79186,0

83259,7
95728,0
93363,2
88775,5
99173,8

10,03
10,73
11,03
10,47
9,76

9,76
10,32
8,86
8,65
7,92

8,33
9,57
9,34
8,88
9,92

Os valores registados na tabela 5 foram obtidos apds analise pelo sistema

espectrometro de raios x por dispersdo em comprimentos de onda. Os porta-amostras,

que contém as amostras a ser analisadas, sdo unitaria e ordenadamente selecionados

pelo aparelho que, na sua camara de andlise, faz incidir um feixe de raios x sobre esse

objeto. A informagdo obtida é processada através de um programa informatico, sendo

assim possivel obter a massa dos elementos célcio e fosforo, relativamente a massa da

amostra, existente em cada uma dessas. E também possivel obter o espectro de emissao

dos elementos presentes em cada uma das amostras, como exemplifica a figura 12, que

diz respeito ao espectro de emissao relativo aos elementos célcio e fosforo presentes nas

amostras Al (coroa triturada de incisivo central) e B1 (raiz triturada de incisivo lateral).
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P ka1

lca kB1

P KB1

b S \“\«L AU
2 - - "

Figura 12 - Espectro de emissdo relativo aos elementos célcio e fosforo, presentes nas amostras Al e B1.

Através da formula
Racio Ca/P = Calcio (%) / Fésforo (%)
foi possivel calcular o racio célcio/fosforo (Ca/P), com duas casas decimais (ver
tabela 6), presente em cada um dos subgrupos.

Tabela 6 — Racio de calcio/fosforo em cada um dos subgrupos.

Grupos Subgrupos Ca/P
Al N=1 2,10

A A2  N=1 215
A3 N=1 213
N=5 A4 N=1 215

AS N=1 2,21

B1 N=1 2,19

B B2 N=1 217
B3 N=1 233
N=5 B4 N=1 228

B5 N=1 236

Cl N=1 2,26

C C2 N=1 219
C3 N=1I 226
N=5 C4 N=1 220

C5 N=1 2,29
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Para o célculo dos valores registados na tabela 6, através da formula anteriormente
referida, foram utilizados os valores, em partes por milhdo (ppm), da massa dos
elementos célcio e fosforo, relativamente @ massa da amostra existente, obtidos pela
incidéncia de um feixe de raios x nas amostras contidas em cada um dos porta-amostras,

pelo sistema espectrometro de raios x por dispersao em comprimento de onda.

3. Metodologia de analise estatistica

A analise estatistica foi executada com recurso ao sistema operacional IBM SPSS,

na versao 24.0, do ano de 2016 (IBM Corporation, New York, USA).

A consideracdo simultidnea das trés varidveis até aqui referidas (percentagem de
calcio, percentagem de fosforo e racio calcio/foésforo), para efeitos de analise estatistica,
inflacionariam o nivel de significancia da andlise que se pretende efetuar com este
estudo piloto, resultando em conclusdes cuja validade ndo seria estatisticamente
sustentada. Desta forma, tendo em conta a correlagdo entre as variaveis acima referidas,
por razdes quantitativas relativas ao tamanho da amostra, e argumentos de natureza
fisiologica que dao relevo a razao calcio/fosforo, este serd o Unico pardmetro analisado

por meio de testes estatisticos.

Realizou-se uma analise estatistica descritiva, relativa aos valores percentuais dos
elementos célcio e fosforo, tendo-se obtido os valores de média, desvio padrdo, erro
padrdo, intervalo de confianga de 95% relativamente a média, com limites inferior e

superior, minimos € maximos.

Relativamente a andlise estatistica do racio calcio/fosforo, e tendo em conta o design
experimental, as caracteristicas das varidveis avaliadas e a dimensao dos grupos, entre
outros fatores, seguiu-se uma abordagem com a utilizacao dos testes de Kruskal-Wallis,
seguido de teste de Dunn com corre¢dao de Bonferroni. O nivel de significancia utilizado

foi de 5%.

4. Caracterizacio estatistica da amostra

Este estudo piloto tem como objetivo verificar se existem diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao racio célcio/fosforo. Uma vez que os

valores calculados e/ou obtidos, dentro de cada um dos grupos, se apresentam
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semelhantes, avangou-se para a possibilidade de realizagao do estudo estatistico entre

grupos (A — coroa triturada, B — raiz triturada e C — dente completo triturado).

Na tabela 7 constam os resultados obtidos apds andlise estatistica descritiva das

percentagens de calcio e fosforo, obtidos de acordo com os grupos estudados (A — coroa

triturada, B — raiz triturada e C — dente completo triturado).

Tabela 7 — Estatistica descritiva das percentagens de célcio e fosforo segundo os grupos estudados.

Grupos N  Média

Total 15 21,1787

& A 5 22,3680
:
2]
= B 5 20,5720
o
C 5 20,5960
Total 15 9,5713
S A 5 10,4040
2
=]
Z B 59,1020
=

C 5 92080

DP

1,51576

1,00156

1,45111

1,50996

0,90220

0,51408

0,94558

0,61925

EP

0,39137

0,44791

0,64896

0,67527

0,23295

0,22990

0,42288

0,27694

IC 95% média

Lim

sup.

20,3393

21,1244

18,7702

18,7211

10,0710

11,0423

10,2761

9,9769

Lim inf.

22,0181

23,6116

22,3738

22,4709

9,0717

9,7657

7,9279

8,4391

Min

18,67

21,11

18,67

18,79

7,92

9,76

7,92

8,33

Max

23,55

23,55

22,44

22,67

11,03

11,03

10,32

9,92

DP: desvio padrao; EP: erro padrao; IC 95% média: intervalo de confianca de 95%

relativamente a média; Lim sup: limite superior; Lim inf: limite inferior; Min: minimo;

Max:

maximo

A figura 13 ilustra, por meio de um grafico de barras, os valores médios dos grupos

A, B e C relativamente a percentagem de célcio.
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Figura 13 — Grafico de valores médios dos grupos A, B e C relativamente a percentagem de calcio.

A figura 14 ilustra, por meio de um grafico de barras, os valores médios dos grupos

A, B e C relativamente a percentagem de fosforo.

10,60
10,40
10,20
10,00

9.80

% Fosforo

9.60
940

o ]
500 _—
A B C
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Figura 14 — Grafico de valores médios dos grupos A, B e C relativamente a percentagem de fosforo.

Na tabela 8 constam os resultados obtidos apds anélise estatistica descritiva do racio
calcio/fosforo, obtido de acordo com os grupos estudados (A — coroa triturada, B — raiz

triturada e C — dente completo triturado).
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Tabela 8 - Teste Kruskal-Wallis para identificagdo de diferencas estatisticas entre grupos, relativamente
ao racio calcio/fosforo.

IC 95% média

Amplitude
Grupos N Meédia Mediana DP Li Li
m M jnterquartil
sup. inf.
A 5 2,1506 2,1454  0,01792 2,2004 2,1009 0,06
&
s
g B 5 22666 02,2832  0,03658 2,3692 2,1650 0,16
g
= C 5 22364 2,2557 0,01911 2,2895 2,1833 0,10

DP: desvio padrao; IC 95% média: intervalo de confianga de 95% relativamente a

média; Lim sup: limite superior; Lim inf: limite inferior

A partir da tabela 8, podemos inferir a variacdo dos valores medianos relativamente

ao racio calcio/fosforo.

Referente ao racio calcio/fosforo, o valor mediano do grupo B (raiz triturada) ¢ igual
a 2,2832, sendo por sua vez superior ao dos grupos A (coroa triturada) e C (dente
completo triturado), de valores medianos 2,1454 e 2,2557, respetivamente (ver figura
15).

2,40
1

% 2,304
O 1
2
'ﬁ "

2,20+ e —

]
2,10 7 T T
A B C
Grupos

Figura 15 — Diagramas de extremos e quartis referentes aos valores do racio Ca/P.
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Em termos estatisticos, e de acordo com os resultados do teste de Kruskal-Wallis
sdo identificadas diferencas estatisticamente significativas relativamente ao racio

calcio/fosforo (p=0,034).

Através do teste de Dunn com correcdo de Bonferroni, ¢ possivel verificar que a
diferenca estatistica reside entre os grupos A (coroa triturada) e B (raiz triturada), de
p=0,049. A comparacdo entre os grupos A (coroa triturada) e C (dente completo
triturado), de p=0,121, e entre os grupos B (raiz triturada) e C (dente completo

triturado), de p=1,000, ndo revelam diferencas significativas (ver tabela 9).

Tabela 9 — Teste de Dunn com corre¢do de Bonferroni para identificagdo de diferencas estatisticas entre
grupos, relativamente ao racio calcio/fosforo

Grupo Grupo de comparacio p*
o A B 0,049
v
&
= B C 1,000
=
(]
=
(5]
S C A 0,121

* valor indicador da presenca de diferencas estatisticas significativas entre grupos.

Nivel de significancia: 0,05

Desta forma, relativamente a segunda hipotese de estudo (H2) — o racio
calcio/fosforo, contabilizado com recurso ao sistema espectrometro de
fluorescéncia de raios x por dispersio em comprimento de onda, contido no
particulado de dentina autéogena humana mineralizada de diferentes zonas do
dente, apresenta diferencas estatisticamente significativas — constata-se que existem
diferencas estatisticamente significativas (p=0,034) em relagdo ao racio calcio/fosforo
nos grupos estudados, isto €, coroa triturada (grupo A), raiz triturada (grupo B) e dente
completo triturado (grupo C). Essa diferenca reside entre os grupos A (coroa triturada) e

B (dente completo triturado) (p=0,049).
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V. DISCUSSAO
1. Relevancia do tema estudado

As extragdes dentarias sao um dos procedimentos médico-dentdrios mais comuns,
amplamente documentado, podendo induzir alteragdes significativas nas dimensdes da

crista 0ssea alveolar (Binderman, Hallel, Nardy, Yaffe, & Sapoznikov, 2015).

Relativamente a reconstru¢ao dos defeitos dos tecidos duros, varios estudos afirmam
que o material de enxerto de osso autdégeno ¢ o material ideal na regeneragdo Ossea,
também designado de “gold standard”. A vantagem de utilizacao deste inclui o aumento
da capacidade de formagdo Ossea, osteocondugao e osteoindugdo, de rapidos resultados
cicatriciais, ndo induzindo rejeicdo imunologica. Porém, a quantidade limitada de
material possivel de obter, assim como os defeitos secundédrios na area dadora
revelaram-se as principais desvantagens (Y.-K. Kim, Kim, Bae, et al., 2014; Y.-K. Kim,

Kim, Yun, et al., 2014; Y.-K. Kim, Lee, Yun, Yun, & Um, 2014).

Como alternativa, foram desenvolvidos outros tipos de substitutos dsseos, entre eles
aloenxertos, xenoenxertos e materiais aloplastico que, em termos regenerativos,
apresentam resultados inferos ao material de enxerto de osso autdlogo (Y.-K. Kim,

2012; Y.-K. Kim, Kim, Bae, et al., 2014).

Os dentes extraidos sdo geralmente consideradas um biomaterial supérfluo e desta
forma a sua aplicabilidade clinica como material cirurgico para a regeneracdo do 0sso
alveolar apos a(s) extracdo(des) ¢ vantajoso, inclusivamente em termos econdmicos

(Rijal & Shin, 2017).

A matriz dentinaria ¢ considerada uma alternativa apropriada aos materiais de
enxerto 60sseo, na reconstru¢do e regeneracdo dos defeitos maxilo-faciais, dada a
possibilidade de libertacdo de proteinas insoliveis bioativas como as BMPs bem como
de células de suporte, que facilitam o processo osteogénico (Rijal & Shin, 2017,

Tabatabaei et al., 2016).

Desta forma, quando as extracdes dentarias sao necessarias, 0os materiais de enxerto
derivados do material dentario podem ser considerados como uma opg¢ao viavel, gragas
a sua origem autdgena e resultados clinicos e histologicos favoraveis (Y.-K. Kim, Lee,

Um, et al., 2013).
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A “Smart Dentin Grinder™ torna possivel a preparacdo de um particulado de
dentina mineralizada, livre de bactérias, a partir de dentes recentemente extraidos, que
pode ser utlizado como material de regeneracdo 6ssea no mesmo tempo de consulta

(Calvo-Guirado et al., 2017).

O particulado de dentina mineralizada tem a vantagem de conseguir manter a
estabilidade mecéanica, tornando também possivel a carga imediata com implantes.
Embora as propriedades indutivas sejam mais tardiamente colocadas em pratica, a
dentina mineralizada ¢ firmemente integrada na formac¢ao de novo osso (Calvo-Guirado

etal., 2017; Y.-K. Kim, 2012).

2. Analise do estudo executado

O objetivo principal deste estudo vincula a caracterizagdo da composi¢ao inorganica
de um particulado de dentina autégena humana mineralizada, com recurso ao sistema
espectrometro de fluorescéncia de raios x por dispersdo em comprimento de onda,
tendo-se obtido o particulado através do aparelho “Smart Dentin Grinder®. Foi
igualmente objetivada a andlise da efic4cia da solug¢do basica alcoolica (“cleanser’) na

eliminagdo bacteriana.

A andlise da solucdo bésica alcodlica, respeitando os tempos protocolados,
demonstrou ser eficaz na eliminacdo da totalidade ou quase totalidade dos
microrganismos presentes, uma vez que, tal como relatado por Binderman et al. (2017),
pode dar-se a possibilidade de algumas bactérias sobreviverem a este tipo de processo

de desinfe¢do, uma vez que algumas delas vivem em harmonia com o hospedeiro.

De forma a analisar a composi¢do inorganica da totalidade do dente, apenas da
coroa e sO da raiz, executou-se uma andlise da composi¢do elementar de célcio e
fosforo, presentes em cada uma das quinze amostras analisadas, através do sistema de
fluorescéncia de raios x por dispersao em comprimento de onda. A partir dos valores

obtidos foi possivel calcular o racio calcio/fosforo referente a cada uma das amostras.

A consideragdo simultdnea das variaveis calcio, fosforo e racio calcio/fosforo, para
efeitos de andlise estatistica, inflacionariam o nivel de significancia da andlise que se
pretendia efetuar com este estudo piloto, resultando em conclusdes cuja validade nao
seria estatisticamente sustentada. Desta forma, tendo em conta a correlagao entre as trés

varidveis atras referidas, por razdes quantitativas relativas ao tamanho da amostra, e
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argumentos de natureza fisiologica que dao relevo a razdo calcio/fésforo, este foi o

unico parametro analisado por meio de testes estatisticos.

Desta forma, no que respeita ao racio célcio/fésforo, o valor mediano do grupo B
(2,2832), que diz respeito a raiz triturada, ¢ superior ao dos grupos A (coroa triturada) e
C (dente completo triturado), de valores medianos 2,1454 e 2,2557, respetivamente.
Aqui considera-se que existem diferencgas estatisticamente significativas (p=0,034) de
entre grupos estudados, isto €, coroa triturada (grupo A), raiz triturada (grupo B) e dente
completo triturado (grupo C), sendo que essa diferenca reside entre os grupos A (coroa

triturada) e B (raiz triturada) (p=0,049).

O mineral que se apresenta em maior abunddncia no dente humano ¢ a
hidroxiapatite (HA) [Caio(PO4)s(OH)2]. O esmalte e a dentina sdo predominantemente
compostos por este mineral, apresentando-se numa percentagem de 97% a nivel do

primeiro e 70% ao nivel do segundo (Teruel et al., 2015).

Y.-K. Kim, Kim, Yun, et al. (2014) refere as afirmagdes de numerosos autores
acerca da solubilidade da HA, que reportam elevada solubilidade para os cristais de HA
de baixa cristalinidade e insolubilidade dos cristais de HA de cristalinidade elevada. A
solubilidade e a dissolucdo sdo dois factores que estdo relacionados, pelo que a
dissolugdo e substituicdo idnica na formagdo de novo osso, por meio dos materias de

enxerto, aumentam com o aumento da solubilidade.

Tal como afirma Y.-K. Kim et al. (2011), o grau de cristalizacdo da HA difere
consideravelmente, dependendo da 4rea do dente. A porcdo de esmalte, componente
principal da coroa, ¢ composta por HA de elevada cristalinidade. J4 a dentina,
maioritariamente presente na raiz, ¢ composta por HA de baixa cristalinidade, tal como

se verifica a nivel 6sseo alveolar (Y.-K. Kim, Kim, Yun, et al., 2014).

Por Y.-K. Kim, Kim, Yun, et al. (2014) sao também referidos melhores resultados
em termos osteocondutivos por parte dos componentes de baixa cristalinidade,
nomeadamente por parte da raiz, maioritariamente constituida por dentina. O material
caracterizado pela alta cristalinidade, onde se inclui o esmalte, componente prinicpal da
coroa, deve ser desprezado, uma vez que ndo ¢ facilmente reabsorvido e, por isso, ndo
facilita a formacdo de novo tecido 6sseo, interferindo na migragdo, proliferacdo e

adesdo das células vasculares e mesenquimatosas (E. Kim, 2015; Kosinski, 2017).
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A partir dos dados obtidos, nao ¢ possivel fazer extrapolagdes acerca do grau de
cristalizacdo de HA, dependo da éarea do dente (coroa ou raiz). Contudo, ¢ tendo em
conta os valores anteriormente referidos, no que diz respeito aos valores medianos do
racio calcio/fosforo de cada um dos grupos analisados [A (coroa triturada) — 2,1458; B
(raiz triturada) — 2,2832; C (dente completo triturado) — 2,2557] confirma-se que
existem, de facto, diferencas entre o grupo maioritariamente composto por esmalte,
componente principal da coroa, e o grupo maioritariamente composto por dentina,

componente principal da raiz, estatisticamente significativas (p=0,049).

70



Conclusdo

VI. CONCLUSAO

O trabalho de investigacdo verificou, atendendo as hipoteses formuladas, que existe
eficacia na eliminagdo bacteriana quando aplicada a solugdo basica alcoodlica
(“cleanser”), observavel através da destruicdo e inibi¢do dos microrganismos

existentes, desde os periodos de tempo primarios protocolados.

Verificou-se, em relagdo ao racio calcio/fésforo, que existem diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos A (coroa triturada), B (raiz triturada) e C
(dente completo triturado) estudados, sendo que essa diferenca reside entre os grupos A

(coroa triturada) e B (dente completo triturado).
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VII. PERSPETIVAS FUTURAS

Futuramente, sugere-se a realizagdo de um estudo experimental “in vitro”, de forma
a caracterizar a composicao inorganica de um particulado de dentina autégena humana
mineralizada, aumentando consideravelmente o tamanho da amostra, e analisando

isoladamente os principais tipos de dentes presentes na cavidade oral.

Sugere-se, também, a avaliacdo clinica, radiografica e histologica dos mecanismos

de cicatrizacdo alveolar com o particulado de diferentes por¢des dentarias (coroa e raiz).

A realizagdo de estudos “in vivo”, como forma de comparagdo da utilizagdo dos

particulados de dentina desmineralizada e mineralizada parece também pertinente.

Poderia também ver-se avaliada a estabilidade implantar, com e sem carga imediata
apods regeneragdo alveolar, com material de enxerto autégeno de dentina mineralizada,

em tempos de follow-up consideraveis.

Considera-se igualmente relevante a caracterizagdo microbioldgica do particulado
de dentina obtido pela mesma forma como se processou este estudo, permitindo aferir a

eficacia da solucgdo de desinfe¢do nos varios grupos de microrganismos identificados.
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Ex.ma Senhora

Inés Sofia dos Anjos

Monte de Caparica, 30 de maio de 2018.

Ex.ma Senhora,

Apos as opinides recebidas dos docentes Prof. Doutor Carlos Zagalo e Prof. Francisco
Proenca sobre o estudo denominado “Caracterizagdo da composigdo inorganica de um
particulado de dentina autégena humana mineralizada - estudo in vitro” foi aprovado

por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comissfigda Efica da Egas Moniz

Prof?. Doutora Maria F da.de Mesquita

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitario — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica






