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Resumo

Objetivo: Este trabalho de investigagdo ¢ um estudo piloto experimental “in vitro” onde
sera avaliado e comparado qual o impacto do protocolo do processamento de matriz de
dentina autdgena mineralizada e parcialmente desmineralizada relativamente a abertura
dos tibulos dentinarios. Serd feita uma avaliacdo e respetiva comparagao, com recurso a
microscopia eletronica de uma amostra de dentes integros sujeitos a estes dois tipos de

procedimento.

Materiais e métodos: Foram processados e triturados 60 dentes integros por meio da

maquina “Smart Dentin Grinder™”

, estabelecendo-se trés grupos de estudo consoante o
processamento aplicado (Grupo A-controlo, n=20 dentes; Grupo B-dentina mineralizada,
n=20 dentes; Grupo C-dentina parcialmente desmineralizada, n=20 dentes). Todas as
amostras foram observadas ao microscopio eletronico de varrimento (SEM), com
amplia¢do de 1000x com 20Kv e com uma distancia de trabalho de 13mm. O diametro
dos tibulos foi medido individualmente com recurso ao programa informatico “ImageJ”,
dando um total de 3000 tGibulos dentindrios avaliados. Os resultados foram tratados
estatisticamente com o programa “SPSS” de forma a avaliar a existéncia de diferengas

estatisticamente significativas entre o didmetro dos tibulos dentindrios consoante o

processamento aplicado.

Resultados: Foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p<0,001)
entre o Grupo A (1,401+0,285), o Grupo B (2,123+0,303) e o Grupo C (3,323+0,415),

relativamente a abertura dos tibulos dentinarios, consoante o processamento aplicado.

Conclusdo: Esta investigacdo permitiu aferir qual a influéncia do protocolo de
processamento, de um particulado de dentina autégena humana, no diz respeito a abertura
dos tiibulos dentinarios. Foi demonstrado, com diferencas estatisticamente significativas
(p<0,001), que o protocolo de processamento da dentina parcialmente desmineralizada

permite a maior abertura dos tiibulos dentindrios, sendo suportada a hipotese em estudo.

Palavras-Chave: Enxerto de dentina autogena, Matriz de dentina autégena, Enxerto
de dente autégeno, Dentina Mineralizada, Dentina Parcialmente Desmineralizada,

Smart Dentin Grinder, SEM, Regeneracio 0ssea






Abstract

Objectives: This research work is an in vitro experimental pilot study where it will be
evaluated and compared what is the impact of the mineralized and partially demineralized
autogenous dentin matrix processing protocol regarding the opening of the dentinal
tubules. An evaluation and comparison will be made using electron microscopy of a

sample of healthy teeth subjected to these two types of procedure.

Materials and Methods: 60 teeth were processed and ground using the Smart Dentin
Grinder™ machine, establishing 3 study groups according to the applied processing
(Group A-control, n=20 teeth; Group B-mineralized dentin, n=20 teeth; Group C dentin
partially demineralized, n=20 teeth). All samples were observed under a scanning
electron microscope (SEM) with a magnification of 1000x with 20Kv and a working
distance of 13mm. The diameter of the tubules was individually measured using the
software program “Imagel”, giving a total of 3000 evaluated dentinal tubules. The results
were statistically treated with the “SPSS” program in order to evaluate the existence of
statistically significant differences between dentinal tubule diameter according to the

applied processing.

Results: Statistically significant differences (p <0.001) were observed between Group A
(1.401+0.285), Group B (2.123+0.303) and Group C (3.323+£0.415) regarding the

opening of the dentinal tubules, depending on the processing applied.

Conclusion: This investigation allowed us to determine the influence of the processing
protocol of a human autogenous dentin particle on the opening of dentinal tubules. It has
been demonstrated, with statistically significant differences (p <0.001), that the partially
demineralized dentin processing protocol allows the largest opening of the dentinal

tubules, supporting the hypothesis under study.

Key words: Autogenous dentin graft, Autogenous dentin matrix, Autogenous graft,
Mineralized dentin, Partially demineralized Dentin, Smart Dentin Grinder, SEM,

Bone Regeneration
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I-Introdugdo

I. Introducio

1. Extrac¢ao Dentaria

A extracdo dentaria € um dos procedimentos mais comuns em Medicina Dentaria.
E aplicada como tratamento para dentes nio restauraveis, severamente desalinhados,
supranumerarios, afetados por doenga periodontal avancgada, por lesdes periapicais e
periodontais (Khanijou et al., 2018).

As causas mais comuns de extracdo dentéria sdo a doenca periodontal, a cérie, a
fratura radicular (Minamizato et al., 2017).

Estd bem documentado que a extragdo dentaria induz a médio e longo prazo,
mudangas significativas na crista 6ssea (Aratjo & Lindhe, 2009; Binderman et al., 2014).

A auséncia do dente despoleta uma série de eventos que conduzem a alteragdes
anatomicas locais irreversiveis, tanto em altura como em largura ao nivel da crista do
osso alveolar (Araujo & Lindhe, 2009; Kim et al., 2015)

Foi demonstrado através de diversos estudos que apds a extragdo dentaria, o
processo alveolar sofre alteracdes estruturais e dimensionais, causando a atrofia da crista
Ossea alveolar (Aratjo & Lindhe, 2009; Khanijou et al., 2018).

Segundo Kim et al., apds a extragdo, sdo observadas redugdes na largura na ordem
dos 2,6 a 4,6 mm ¢ na altura de 0,4 a 3,9 mm (Kim et al., 2015).

Segundo o estudo realizado por Araujo e Lindhe em 2009, apds a extracao
dentaria, ocorre uma reducgdo de cerca de 35% nas dimensdes do tecido 6sseo (Aratjo &
Lindhe, 2009).

Atualmente o tratamento do edentulismo baseia-se principalmente na reabilitacao
com implantes dentarios. E, pois, fundamental a manutencio e a disponibilidade 6ssea
adequada, para que a reabilitacdo implanto-suportada seja funcional e estética a longo
prazo (Iocca et al., 2017; Milinkovic & Cordaro, 2014).

Na generalidade dos casos os dentes recéns extraidos sdo descartados. Seria
benéfico se estes pudessem ser utilizados como material de enxerto autdégeno, devido as
Otimas caracteristicas por estes apresentadas possibilitando diminuir possiveis sequelas
adicionais para o paciente relacionados com a colheita de enxerto dsseo autdgeno

(Minamizato et al., 2017).
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Comparagdo da abertura dos tubulos dentinarios de um particulado de dentina humana mineralizada e parcialmente
desmineralizada com recurso a microscopia eletronica — estudo piloto experimental “In Vitro”

2. Enxertos Osseos

A reabilitacdo oral com recurso a implantes dentarios tornou-se uma opcao de
tratamento altamente previsivel. Consequentemente, isto tem levado a procura e interesse
crescente pelas técnicas de preservacdo e aumento do osso alveolar (Minamizato et al.,
2017; Koga et al., 2016).

Hoje em dia existem diversas opgdes disponiveis de materiais de enxerto 6sseo, 0
seu uso, serd ditado pelas suas propriedades fisico-quimicas, o tipo de defeito dsseo e o
objetivo principal do procedimento, de forma a melhorar os resultados clinicos (Calvo-
Guirado et al., 2018).

Um enxerto 6sseo ¢ um material que visa a regeneragdo ¢ formagdo dssea. Os
materiais de enxerto podem ser classificados como osteogénicos (habilidade de produzir
novo osso através da diferencia¢do de células progenitoras em osteoblastos presentes no
osso recetor), osteoindutores (indu¢do da diferenciacdo de células estaminais
mesenquimatosas em novas células produtoras de 0sso) e osteocondutores (propriedade
que permite ao enxerto atuar como uma matriz que suportara a formagao de novo osso e
novos vasos sanguineos) (Oryan et al., 2015; Kim et al., 2014; Tang et al., 2016 ). Na
tabela 2 estdo representados os varios tipos de enxerto dsseo consoante a sua origem e
suas caracteristicas (Adaptado de Tang et al., 2016)

Os enxertos podem ser ainda classificados como autélogo (do individuo em
questdo), aloenxertos (de individuos da mesma espécie, mas geneticamente diferentes),
xenoenxertos (derivado de origem animal) e material alopléstico (sintético) (Kim et al.,
2015)

O material ideal de enxerto 6sseo deve estabilizar o codgulo sanguineo que
permanece no alvéolo, fornecer um suporte biomecanico para a migragdo celular,
proliferacdo e diferenciacdo celular. Este, deve ainda conter proteinas funcionais, tais
como fatores de crescimento, e exibir um bom equilibrio entre reabsor¢do e remodelacao
ossea (Kim et al., 2015).

Outra caracteristica importante ¢ a rugosidade e porosidade externa do material.
As superficies das particulas do material irdo influenciar diretamente a fixacdo de
solventes a superficie do biomaterial, permitindo a colonizagao celular, o que conduz ao
processo de remodelac¢dao do biomaterial (Calvo-Guirado et al., 2018).

A presenca de poros, nas particulas do biomaterial de enxerto, tem-se mostrado

um critério deveras importante, permitindo que ocorra a formag¢do de novos vasos
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I-Introdugdo

sanguineos (angiogénese), o que favorece o crescimento e formacao Ossea. O grau de
porosidade e a sua disposi¢ao, influencia diretamente o comportamento bioldgico dos
materiais de enxerto 6sseo (Calvo-Guirado et al., 2018).

Nesse contexto, foi dada preferéncia a duas caracteristicas, o tamanho da particula
e a composi¢cdo quimica do biomaterial, estando estas diretamente relacionadas com a
atividade e velocidade de reabsorcao do biomaterial (Calvo-Guirado et al., 2018).

Um biomaterial de enxerto dsseo deve ter um comportamento “bimodal”, ou seja,
permitir que nas fases iniciais de diferenciacdo os osteoblastos, construam ligacdes entre
as particulas e que interajam com outros osteoblastos, levando a proliferacdo e
diferenciagdo celular (Calvo-Guirado et al., 2018).

Sdo também caracteristicas ideais de enxerto, segundo Tang et al., 2016, a
biocompatibilidade, a taxa de reabsorcao, a semelhanga mecanica com o osso alveolar, a
dimensao dos poros e porosidade. Na tabela 1 podemos observar as caracteristicas ideais

de um enxerto dsseo (Tang et al., 2016).

A reabsor¢do de um material, deve ser feita de uma forma

Taxa de reabsorcio lenta de modo a criar espago para o crescimento de novo

tecido 0sseo.

Propriedade critica para a difusdo de nutrientes e oxigé€nio
P p g

para ser obtida sobrevivéncia e proliferacdo celular. Foi
Dimensio dos poros e demonstrado que é necessaria uma dimensdo minima de

porosidade 100um, apesar de que 200 a 350pm compreende o tamanho
ideal para a formag@o de tecido 6sseo. Porém o aumento da
porosidade resulta na reducdo da resisténcia mecanica do

material.

Tabela 1: Caracteristicas ideais de enxerto 6sseo (Adaptado de Tang et al., 2016)
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Comparagdo da abertura dos tubulos dentinarios de um particulado de dentina humana mineralizada e parcialmente
desmineralizada com recurso a microscopia eletronica — estudo piloto experimental “In Vitro”

2.1 Autoenxertos

Os enxertos 0sseos autdgenos sdo amplamente utilizados e sdo considerados o
"gold-standard" para a regeneracdo oOssea devido as caracteristicas osteogénicas,
osteoindutivas e ostecondutoras que o mesmo exibe. Os autoenxertos nao desencadeiam
respostas imunoldgicas nem patoldgicas, no entanto a disponibilidade limitada, a
possibilidade de origem de defeitos, morbilidade e complicagdes locais para o doente sdo
consideradas limitacdes deste tipo de enxerto (Calvo-Guirado et al., 2017; Minamizato et
al., 2017; Kim et al., 2014; Lee et al., 2014).

De forma a ultrapassar as desvantagens dos enxertos autdégenos e ter
simultaneamente bons resultados, em termos de regeneragdo, tem sido explorado o
potencial do enxerto de matriz de dentina autdgena humana (Khanijou et al., 2018; Koga
et al., 2016).

Por outro lado, a utilizagdo do osso autdogeno ndo estd sujeita a consideragdes
éticas, quando comparado com o uso de aloenxertos e xenoenxertos (Calvo-Guirado et

al., 2018).

2.2 Aloenxertos

Os aloenxertos sdao provenientes de osso humano, geralmente de ossos longos
colhidos de cadaveres, ou seja, o dador e o recetor sao geneticamente diferentes embora
sejam da mesma espécie. Os aloenxertos possuem uma taxa de reabsorcdo rapida,
portanto, ndo fornecem a fun¢do de suporte necessaria para a remodelacdo 6ssea a longo
prazo. No entanto, integram-se muito bem com o osso recém-formado devido a sua
capacidade ostecondutora, além de que estimulam a formacgao dssea por serem altamente
osteoindutivos (Calvo-Guirado et al., 2017; Kim et al., 2014). No entanto ¢ sabido que os
aloenxertos carregam o risco de transmissdo de doengas infeciosas, além de serem

altamente dispendiosos (Koga et al., 2016; Khanijou et al., 2018)

2.3 Xenoenxertos

Os xenoenxertos sdo derivados de origem animal. Estes possuem uma baixa taxa
de reabsor¢ao e atuam como um suporte para a formagao do novo osso (Tang et al., 2016;

Calvo-Guirado et al., 2017).
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I-Introdugdo

O osso bovino desproteinizado anorganico ¢ o xenoenxerto mais utilizado e mais
bem estudado. No entanto, os biomateriais de enxerto derivados de origem animal, além
de serem altamente dispendiosos, apresentam o risco de transmissdo de doengas
infeciosas, como a Doenca de “Creutzfeldt-Jakob” (Pang et al., 2016; Kim et al., 2014;
Kim et al., 2010)

Os tamanhos de particula deste grupo variam entre 0,25 a 1,00 mm (Kim et al.,
2014)

No entanto, o uso deste tipo de biomaterial pode levantar questdes éticas e

religiosas (Khanijou et al., 2018).

2.4 Material Alopléstico

Os enxertos 0sseos sintéticos sdo relativamente baratos e ndo possuem risco de
transmissdo de doengas infeciosas, porém nao tém capacidade osteogénica nem
osteoindutiva (Oryan et al., 2015; Calvo-Guirado et al., 2017; Kim et al., 2010).

O material aloplastico apenas possui inerente a si propriedades osteocondutoras
(Kim et al., 2014; Khanijou et al., 2018).

Entre os varios materiais estudados dentro deste grupo, o fosfato tricalcico (TCP)

tem demonstrado os melhores resultados no &mbito da regeneragdo 6ssea (Calvo-Guirado

et al., 2018).

Pontos positivos Pontos negativos
Osteogénico Morbilidade para o doente
Autoenxerto Osteocondutivo Quantidade e disponibilidade
Osteoindutivo limitada
Osteocondutivo Auséncia de capacidade osteogénica
Aloenxerto e Osteoindutivo e vascularizacao
Xenoenxerto Alta disponibilidade Risco de rejeigdo
Obtencao sem causar Risco de transmissdo de doengas
morbilidade local infecciosas
Custo elevado
Substitutos Osteocondutivo Taxa de reabsorc¢ao variavel
modificados Neovascularizagao baixa
através de Resposta imune desconhecida
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Propriedades mecanicas limitadas

Tabela 2: Propriedades dos varios tipos de enxerto consoante a sua origem (Adaptado de Tang et al., 2016)
3. Dentina

De forma a combater as limitagdes dos tipos de enxerto referidos acima, tornou-
se inevitdvel desenvolver um material de enxerto capaz de realizar o processo de
regeneracdo 0ssea e simultaneamente superar as desvantagens destes (Minamizato et al.,
2017).

A dentina tem vindo a ser estudada com o objetivo de ser empregue como material
de enxerto para regeneragdo Ossea devido ao facto de apresentar diversas semelhangas
com o osso alveolar, o que despertou a atencdo para tal possibilidade (Kim et al., 2013).
A dentina ¢ um tecido conjuntivo mineralizado que compreende cerca de 85% da
estrutura total do dente. E constituida por componentes organicos (20%), componentes
inorganicos (70%) e 4dgua (10%), dado que a distribuicdo destes componentes varia de
acordo com a zona e o tipo de dentina (Tabatabaei et al., 2016; Minamizato et al., 2017;
Tjéderhane et al., 2012)

A dentina tem como funcdo proteger o tecido pulpar de estimulos externos
bacterianos e nocivos. Além de que, devido ao seu modulo de elasticidade, fornece
suporte ao esmalte de forma a que este resista a forcas sem fraturar (Tjdderhane et al.,
2012).

O orgao dentinario pode ser dividido em duas partes. Em primeiro lugar a dentina
extracelular que consiste numa matriz extracelular organica mineralizada, em segundo
lugar uma dentina interna celular e funcional, que inclui os odontoblastos e os seus
respetivos prolongamentos de Thomes (Tjaderhane et al., 2012).

Os odontoblastos sdo células colunares secretoras ativas do 6rgdo dentindrio
especializados na fungdo secretora unidirecional e sdo os responsaveis pela produgdo de
substancias colagénicas e ndo colagénicas durante a formagao do 6rgdo dentinario (Smith
et al., 2012). Nestes sdo destacaveis duas partes celulares, o corpo celular e os
prolongamentos odontoblasticos. Os seus corpos celulares permanecem alinhados ao
longo da periferia da polpa dentéria e sdo responsaveis por depositar novas camadas de

dentina. Os prolongamentos atravessam a dentina extracelular mineralizada por meio dos
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tubulos dentindrios. Os tabulos dentinarios sd3o observados como extensdes
citoplasmaticas que envolvem os processos odontoblasticos (Williams et al., 2015).

A matriz organica ¢ composta por macromoléculas comuns ao tecido conjuntivo.
e componentes especificos dos tecidos mineralizados. (Tabatabaei et al., 2016; Kim et al.,
2013). Esta ¢ composta por 90% de colagénio do tipo I e proteinas ndo colagénicas
(NCP’s), tais como fatores de crescimento como a proteina morfogénica 6ssea (BMP),
fosfoproteinas, osteocalcina, proteoglicanos, osteonectina e a sialoproteina dentinaria
(Khanijou et al., 2018). A mesma ¢ sintetizada pelos odontoblastos, aquando da formacao
do 6rgdo dentindrio, e ¢ uma fonte de fatores de crescimento e moléculas bioativas
necessarias para os processos de repara¢do da dentina (Tabatabaei et al., 2016). Ja a sua
matriz inorganica, ¢ formada essencialmente por cristais de hidroxiapatite (Smith et al.,

2012).

3.1 Dentinogénese

A dentinogénese corresponde ao processo pelo qual a dentina ¢ formada. A
dentina ¢ uma estrutura altamente permeavel que pode ser sub-dividida em varios tipos
de acordo com o local, funcdo e origem de formacdo. Dado que a sua composi¢ao e
estrutura iréd variar de acordo com as diferentes partes do dente (Tjdderhane et al., 2012).

Esta pode ser entdo dividida, de acordo com as fases de formagao, em dentina do
manto, dentina primdria, dentina secunddria e dentina terciaria (Tjdderhane et al., 2012).

A dentina pode ser também dividida em dentina intertubular e peritubular

(Tjaderhane et al., 2012).

3.1.1 Dentina do manto

A matriz da dentina do manto ¢ produzida de forma heterogénea por odontoblastos
diferenciados. Esta possui um modulo de elasticidade que permite evitar fraturas através
da dissipagdo das forcas a que ¢ sujeita (Goldberg et al., 2012; Tjdderhane et al., 2012).
Difere dos restantes tipos de dentina, devido ao facto de possuir uma matriz organica
irregular formada por fibras de Von Korff compostas por colagénio do tipo III e tipo I
(Tjaderhane et al., 2012)

A sua composicdo quimica também difere, pois, a mesma ndo possui

fosfoproteinas. O contetudo inorganico da dentina do manto ¢ menor quando comparado
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com dentina circumpulpar, além do facto de que a dentina do manto ¢ desprovida de

tubulos dentinarios (Tjaderhane et al., 2012).

3.1.2 Dentina Primaria

A dentina primdria corresponde a por¢do principal de dentina secretada pelos
odontoblastos durante a formagdo do dente. A matriz organica da dentina primaria ¢é
sintetizada de forma homogénea por odontoblastos e a matriz de colagénio, do tipo I, é
altamente compacta (Tjdderhane et al., 2012).

A dentinogénese primaria finda quando os dentes se tornam funcionais e quando

a rizogénese termina (Goldberg et al., 2012; Tjaderhane et al., 2012).

3.1.3 Dentina Secundaria

Apos os contatos entre as cuispides antagonistas serem estabelecidos e o término
da dentinogénese primdria ocorre a formagdo da dentina secundaria, sendo que esta ¢
continua ao longo da vida do individuo (Goldberg et al., 2012).

Esta dentina tem o nome de dentina secundaria. A dentina secunddaria difere da
dentina primaria na curvatura dos tabulos dentinarios, além de que a estrutura tubular ¢

menos regular (Tjaderhane et al., 2012).

3.1.4 Dentina Terciaria

A dentina tercidria representa uma defesa para o tecido pulpar em resposta a
irritacdo e estimulos externos tais como a atri¢ao, abrasao, erosao, trauma e carie dentaria
(Tjaderhane et al., 2012; Cox et al., 1992; Goldberg et al., 2012).

Existem duas formas de dentina tercidria, a dentina reacional (produzida por
odontoblastos diferenciados originais) e a dentina reparadora (produzida por células
semelhantes a odontoblastos recém-diferenciados) (Tjaderhane et al., 2012; Goldberg et
al., 2012; Lesot et al., 1993; Magloire et al., 1992).

A dentina reparadora ¢ o resultado da atividade odontoblastica e de células
progenitoras da polpa, implicadas na mineralizagdo. Tal estrutura apresenta mais

semelhancas com o 0sso alveolar do que com a dentina (Goldberg et al., 2012).
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3.1.5 Dentina Peritubular e Intertubular

A dentina peritubular refere-se ao material formado em torno dos tubulos
dentinarios. Este tipo de dentina resulta da deposi¢do, ao longo da superficie interna do
limen dos tubulos, de uma matriz mineral amorfa, pelos odontoblastos apds a formagao
da dentina intertubular (Goldberg et al., 2012; Tjdderhane et al., 2012).

A sintese de dentina peritubular leva a redugdo progressiva do lumen dos tubulos
dentindrios, o que explica as variagdes de diametro consoante a idade (esclerose
dentinaria) (Goldberg et al., 2012; Tjaderhane et al., 2012).

A dentina intertubular tem um moddulo de dureza menor do que a dentina
peritubular, dado que a dureza dentinaria estd inversamente correlacionada com o
contetido organico e a densidade dos tubulos (Tjdderhane et al., 2012; Kinney et al.,
1996).

Relativamente ao contetdo inorganico, a dentina peritubular possui um contetido
inorganico cerca de 40% superior ao da dentina intertubular. A mesma, além de possuir
um contetido inorgénico superior, possui uma percentagem inferior em colagénio e
componentes organicos. Ja a dentina intertubular ¢ composta por 90% de colagénio do
tipo I e componentes organicos (Goldberg et al., 2012; Tjdderhane et al., 2012).

A percentagem de dentina intertubular e peritubular ¢ altamente variavel de

espécie para espécie (Goldberg et al., 2012).

3.1.6 Tubulos dentinarios

A presenca de tubulos ¢ uma caracteristica inerente ao 6rgao dentinario que define
as suas propriedades mecanicas, a capacidade de resistir a forcas oclusais e o seu
comportamento na adesdo (Williams et al., 2015; Tjdderhane et al., 2012).

O diametro dos tubulos dentinérios ¢ variavel consoante a posi¢do espacial, dado
que o mesmo aumenta em direcdo a polpa. Os ramos principais possuem um didmetro de
0,5 a 1,0 mm e s@o abundantes na periferia, enquanto que os ramos finos tém um diametro
de 300 a 700 nm e estdo presentes nas areas de baixa densidade tubular. Existem ainda os
micro-ramos com um didmetro de 25 a 200 nm (Tjaderhane et al., 2012; Goldberg et al.,
2012).

O numero de tibulos dentinarios também ¢ variavel, situando-se entre 18.000 a

21.000 tabulos dentinarios por mm?. (Goldberg et al., 2012).
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Os odontoblastos ao diferenciarem-se, alongam-se e comegam a exibir duas partes
anatomicas distintas, um corpo celular e um prolongamento que percorre o lumen dos
tubulos dentinérios (prolongamentos de Thomes) (Goldberg et al., 2012; Tjdderhane et
al., 2012).

3.1.7 Modelo de trés compartimentos

Fisiologicamente e estruturalmente a dentina ¢ altamente complexa. Sendo assim
diferentes dentina sdo identificaveis: osteodentina, vasodentina e ortodentina (Goldberg
et al., 2012; Kawasaki et al., 2007; Takuma et al., 1977).

Estudos filogenéticos afirmam as semelhangas entre a dentina e o osso alveolar.
As células osteoblasticas, semelhantes a odontoblastos, estdo localizadas dentro dos
alvéolos, como se aplica ao caso dos osteocitos envolvidos por osso dentro das lacunae.
Esta organizacdo estrutural com o nome de osteodentina, ¢ observada durante o
desenvolvimento dos dentes em algumas espécies de mamiferos, tais como nos roedores
e na dentina reparadora em humanos (Kawasaki et al., 2007; Takuma et al., 1977;
Goldberg et al., 2012).

A dentina, ao contrario do osso, ¢ avascular. Porém, em algumas espécies de
peixes foi identificado dentina vascularizada denominada de vasodentina (Kerebel et al.,
1979; Goldberg et al., 2012).

Quando os odontoblastos se diferenciam, produzem a ortodentina. Esta ¢ marcada
pela presenca de corpos celulares, localizados na exterior da camada de dentina e pré-
dentina, na periferia da polpa cujos processos odontoblasticos (prolongamentos de
Thomes) atravessam a pré-dentina e se estendem pelos tibulos dentinarios até a juncdo

amelo-dentinaria (JAD) (Goldberg et al., 2012).

3.2 Matriz organica da dentina (ECM)

Cerca de 90% da matriz orgénica da dentina € composta por colagénio, sendo o
colagénio do tipo I o mais abundante. Os odontoblastos sdo os responsaveis pela sintese
de colagénio, um homopolimero composto por trés cadeias alfa-1 também designadas de
trimero do tipo I (Butler & Ritchie, 1995; Sodeck & Mandell, 1982; Tjidderhane et al.,
2012).
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O colagénio tipo I da matriz, permite formar um modelo dindmico e instrutivo
para a deposi¢do de cristais de fosfato de célcio para sua transformagdo posteriormente
em cristais de hidroxiapatite. O processo de enucleagdo de hidroxiapatite e mineralizacao
do colagénio da matriz ¢ altamente regulado pelas proteinas ndo colagénicas (NCP’s)
(Ravidran et al., 2015; Tabatabaci et al., 2016).

Os fatores de crescimento presentes na matriz organica da dentina incluem tais
como as proteinas morfogénicas 6sseas (BMPs), o fator de crescimento semelhante a
insulina do tipo I e I (IGF-I e II), o fator de crescimento transformante-p. (TGF-f) e fator
de crescimento derivado das plaquetas (PDGF). Todos os fatores atras referidos
desempenham um papel importante no processo de formacao e remodelagdo 6ssea (Smith
et al., 2015; Goldberg et al., 2012; Khanijou et al., 2018).

Os outros 10% da matriz orginica da dentina, sdo representados por
proteoglicanos, proteinas nao colagénicas (NCP’s) e lipidos (Tabela 3) (Goldberg et al.,
2012). As proteinas ndo colagénicas tais como fosfoproteinas, osteocalcina,
proteoglicanos, osteonectina e a sialoproteina dentinaria, desempenham papéis biologicos
fulcrais na formacgao e remodelacdo de osso alveolar e dentina (Tjdderhane et al., 2012;
Khanijou et al., 2018). Estas sdo produzidas pelos odontoblastos e estdo situadas entre as
fibras de colagénio e as paredes dos tiibulos dentinarios (Tjdderhane et al., 2012).

A proteinas da matriz organica da dentina, t€ém variadas func¢des tais como a
sinalizacdo intracelular, a diferenciacdo de células progenitoras, a proliferagdo celular e
a mineraliza¢do (Ravidran et al., 2015).

Todos os constituintes da matriz organica da dentina acima referidos encontram-

se representados na tabela 3 (Goldberg et al., 2012).

Colagénio 90% Colagénio tipo I | Colagénio tipo III e tipo
(89%) V (1-3%)
1. Sialofosfoproteina
dentinaria (DSPP)
2. Sialoproteina
dentinaria (DSP)
3. Glicoproteina
Integrinas dentinaria (DGP)
(SIBLINGS’s) 4. Fosfoproteina
dentinaria (DPP)
5. Proteina da matriz
dentinaria-1
(DMP-1)
6. Sialoproteina
ossea (BSP)
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Proteinas néo
colagénicas NCP’s
(10%)

Proteinas
fosforiladas
nao colagénicas

7. Osteopontina
(OPN)

8. Fosfoglicoproteina
da matriz extra-

celular (MEPE)
Familia de pequenos Decorina
proteoglicanos ricos
em leucina (SLRP)
Formas resultantes de
Amelogenina splicing alternativo:
1. A+4
2. A4
Outras proteinas do Ameloblastina
esmalte
Proteolipidos Fosfolipidos da matriz

Proteinas nao
colagénicas NCP’s
(10%)

Proteinas nio
fosforiladas
nao colagénicas

Osteocalcina e
Proteina-Gla

1. 5.7kDa inibidora
da mineralizagao

dentinaria 2. 14kDa
Osteonectina 43kDa
(SPARC)
1. Albumina
Proteinas séricas 2. Glicoproteina Alfa
3. Fetuina
SLRP’s 1. Biglicano
2. Decorina
3. Lumican
4. Fibromedulina
5. Osteoaderina
Fatores de FGF2, TGF betal, BMP’s.
crescimento IGFI ¢ II, PDGF
1. Fosfatase alcalina
2. Fosfatase acida
3. Proteases séricas
Enzimas 4. Colagenases
5. Gelatinases
6. Metaloproteinas
1. Espermina
Poliaminas 2. Espermidina
3. Putresceina
1. Calmudulina
Proteinas fixadoras 2. Calbindina
de 3. Anexina
calcio 4. Nucleobindina

Tabela 3: Constituintes da matriz orgénica da dentina (Adaptado de Goldberg et al., 2012)
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3.2.1 Proteinas ndo colagénicas da matriz dentindria (NCP’s)

As proteinas nao colagénicas (NCP’s), sdo moléculas reguladoras bioativas do
tipo proteinas fosforiladas que incluem a sialoproteina dentindria (DSP), a fosfoproteina
dentinaria (DPP), a sialoproteina 6ssea (BSP), a proteina da matriz dentinaria-1 (DMP-
1), a osteopontina (SPARC) e a osteoregulina (MEPE), osteocalcina (OCN) e a
osteopontina (OPN) (Tabela 4) (Orsini et al., 2012). Este grupo de proteinas, participa
ativamente na sinalizacdo celular e atuam como fatores de nucleacdo e de regulagdo no
processo de mineralizacdo. Estas, estdo entdo diretamente envolvidas nos processos de
reabsor¢do, remodelacdo e formagao de novo osso (Kim et al., 2013; Butler et al., 1977).

Existem diversos grupos dentro das NCP’s, mas apenas um grupo contém
proteinas especificas para a dentina. Este grupo de proteinas, expresso e sintetizado
apenas por odontoblastos, ¢ designado como proteinas especificas da dentina. Inclui a
fosfoproteina dentinaria (DPP), a sialoproteina dentinaria (DSP) e a proteina da matriz
dentinaria (DMP-1). O outro grupo de NCP’s, corresponde as proteinas da matriz
extracelular. Estas sdo encontradas tanto no osso como na dentina e cimento. Este grupo
inclui a sialoproteina 6ssea (BSP), a osteocalcina e a proteina-Gla 6ssea (BGP). Sendo
este grupo reconhecido como proteinas especificas dos tecidos mineralizados. O efeito
destas proteinas na proliferacdo celular, os seus efeitos sinérgicos ou antagdnicos com
fatores tais de crescimento tais como PDGF e TGF-beta foram ja previamente
demonstrados (Tabatabaei et al., 2016).

A DSP ¢ uma proteina reguladora da formagdo e crescimento dos cristais de
fosfato de céalcio (Goldberg et al., 2012; Kim et al., 2013). A DPP, incluindo a fosfoforina,
leva a nucleacdo e inibicdo da mineralizacdo da dentina intertubular (Goldberg et al.,
2012). Tanto a DSP como DPP sdo sub-produtos resultantes da clivagem da
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) e sdo expressas principalmente pelos odontoblastos
(Smith et al., 2012; Ritchie et al., 1995).

A BSP esta presente na dentina terciaria e no tecido dsseo, estando envolvida na
formacao dos cristais de hidroxiapatite além de também funcionar como um inibidor da
formagao dos mesmos (Qin et al., 2004; Boskey et al., 2008; Smith et al., 2012).

A proteina da matriz dentinaria-1 (DMP-1) promove a diferenciacdo dos
odontoblastos e ¢ essencial para a mineralizacdo e maturagdo do o6rgdo dentinario

(Toyosawa et al., 2004; Smith et al., 2012).
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A osteopontina (OPN) estd envolvida no processo inflamatorio e desencadeia o
processo de osteogénese através da diferenciagdo dos osteoblastos, porém também
participa do processo de reabsor¢do dssea, pois permite a aderéncia de osteoclastos a
superficie dssea (Kim et al., 2013; Goldberg et al., 2012; Smith et al., 2012).

A osteocalcina (OCN) estd presente tanto na matriz extracelular dssea como na
matriz dentinaria, sendo inibidora da atividade da transglutaminase tecidular
(Papagerakis et al., 2002; Smith et al., 2012).

Tanto a osteoregulina (MEPE/OF45) como a proteina da matriz-Gla (MGP)
funcionam como inibidores da mineralizagdo (Goldberg et al., 2012).

A osteonectina ou proteina secretada acida e rica em cisteina (SPARC), ¢ uma
proteina da membrana basal de ligacdo ao calcio e ao colagénio. Pode contribuir
indiretamente para a mineraliza¢do da dentina (Goldberg et al., 2012).

Os proteoglicanos da matriz dentinaria (PGs) desempenham papéis estruturais,
metabolicos e funcionais nos tecidos moles e mineralizados, mas também participam no
processo de mineralizagdo tanto da dentina como do osso alveolar (Orsini et al.,2012)

Por fim, as metaloproteinases (MMPs) sdo uma familia de enzimas dependentes
de Zn2 + e Ca2 +. Este tipo de enzimas sdo componentes importantes em muitos
processos biologicos e patoldgicos, devido a sua capacidade de degradacdo da matriz

organica da dentina (Mazzoni et al., 2012).
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Glicoproteinas

® NN kW

Osteocalcina (OCN)

Fosfoproteinas séricas calcio-ligantes (SCPP)
Osteonectina (SPARC)

Osteopontina (OPN)

Proteina da matriz dentinaria 1 (DMP1)
Sialoproteina dssea

Sialofosfoproteina dentinaria

Fosfoglicoproteina da matriz extracelular

Enzimas

Metaloproteinases e catepsinas
1.

A

Colagenase-2 (MMP-8)
Gelatinase A (MMP-2)
Gelatinase B (MMP-9)
Esmaltelisina (MMP-20)

Catepsina B

Tabela 4: Proteinas nio colagénicas da matriz organica da dentina (NCP’s) (Adaptado de Orsini et al.,
2012)
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3.2.2 Fatores de crescimento da matriz organica da dentina

A matriz organica da dentina ¢ constituida por inimeros de fatores de crescimento.
Estes incluem as proteinas morfogénicas osseas (BMPs), o fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo I e II (IGF- I e II), o fator crescimento transformante-f3
(TGF-p), o fator de crescimento fibroblastico (FGF), o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), o fator de crescimento epidérmico (EGF) entre outros (Gomes et al.,
2006). Os fatores de crescimento, sdo proteinas envolvidas na sinalizacao celular que
regulam o crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular, além de que os mesmos ao
ligarem-se a glicoproteinas, como a fibronectina, influenciam a adesdo celular (Smith et
al., 2012; Kim et al., 2013). Todos estes desempenham um papel importante no processo
de formagdo e remodelacdo 6ssea (Khanijou et al., 2018). Os fatores de crescimento
demonstraram estimular o processo de mineralizagdo e regeneragdo “in vitro e “in vivo”.
Além disto, alguns destes possuem propriedades anti-inflamatorias tais como o TGF-p),
e a adrenomedulina (ADM) (Smith et al., 2012; Chung et al., 2011; de Gorter et al., 2011)

O fluido dentinario, é entdo um reservatorio de inumeras enzimas ¢ fatores de
crescimento (Khanijou et al., 2018).

Diversos autores afirmam que a proliferacdo celular ¢ iniciada por fatores
estimulantes locais, nomeadamente por meio da proteina morfogenética 6ssea (BMP)
(Gomes et al., 2006). A BMP ¢ uma proteina quimiotatica que promove a diferenciagao
de pré-condroblastos e de pré-osteoblastos. Através da acdo da BMP, a diferenciagdo para
condroblastos e osteoblastos permite a formagao de novo osso por aposicao (Kim, 2014;
Kim et al., 2013). A BMP derivada da dentina difere da BMP derivada do osso alveolar
na sua origem, porém o modo de acdo de ambas ¢ similar. As proteinas morfogénicas
Osseas (BMPs) também possuem propriedades ostecondutoras, por servirem como
suporte para a formacao do novo osso (Khanijou et al., 2018). Dos varios tipos de BMP,
a BMP-2 ¢ a que possui mais capacidade osteoindutiva, influenciando esta tanto a
diferenciagdo quanto a proliferacao de osteoblastos (Kim, 2014). A presenca da BMP na
matriz dentindria foi confirmada pela primeira vez em 1965 por Urist. A BMP além de
estar presente na matriz dentindria existe também na matriz dssea e no tecido de
osteosarcoma (Urist, 1965; Bessho et al., 1990).

Outro fator de crescimento de alta importdncia no processo de formagdo e

remodelagdo Ossea, ¢ o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Este ¢ o fator
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pro-angiogénico mais importante no processo de angiogénese, pois participa diretamente
na regulacdo da permeabilidade vascular do processo inflamatério. Esta proteina ¢ 50.000
vezes mais eficiente do que a histamina no que diz respeito ao aumento da permeabilidade
vascular (Reis-Filho et al., 2011). Durante o processo de cicatrizagdo dssea, a angiogénese
¢ elementar, dado que a formacdo de novo osso estd intimamente dependente do aporte
de nutrientes por parte dos vasos recém-formados e de vasos pré-existentes (Reis-Filho
etal., 2011).

Na tabela 5 podemos ver os fatores de crescimento presentes na matriz organica

da dentina e as suas respetivas fungdes (Smith et al., 2015; Orsini et al., 2012).

Fatores de crescimento Fungao

Participa na proliferagdo celular das células do
TGF-beta 1 ligamento periodontal; estimula adesdo celular e
quimiotaxia; participa na mineralizagdo dentinaria e

regula o turn-over do complexo pulpo-dentinario

Agente angiogénico que intervém no processo de
PDGF proliferac@o e quimiotaxia das células do ligamento
periodontal; participa no processo de diferenciagao

odontoblastica

Estimula a diferenciacdo osteoblastica e
BMP cimentoblastica; participa diretamente na quimiotaxia,

proliferacdo e adesao celular

IGF-I Estimula a proliferacao das células do complexo
pulpar
SGF/IGF-II Potente indutor da formagao de osteodentina
VEGF Estimula a proliferacao das células endoteliais
PIGF Agente angiogénico potenciador do VEGF e regulador

da vascularizagdo pulpar

FGF-2 Agente angiogénico
EGF Agente angiogénico
ADM O aumento da sua concentragdo ¢ concomitante com a

presenca de carie dentaria

Tabela 5: Fatores de crescimento da matriz organica da dentina (Adaptado de Smith et al., 2015; Orsini et
al., 2012)
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3.2.3 Ligacdo, imobilizagdo e libertacdo de moléculas bioativas da matriz organica da

dentina

A matriz organica da dentina desempenha um papel fulcral no desenvolvimento
tecidular, na homeostase e reparagao, através de interagdes entre células e moléculas. No
processo de sinalizagdo, estdo incluidos componentes intrinsecos da ECM, enzimas e
fatores de crescimento ligados a matriz (Smith et al., 2012).

A natureza bioativa da ECM permite a regulagdo da atividade celular, incluindo
os processos de adesdo e migracdo celular. A ligacdo dos fatores de crescimento, a matriz
organica, ¢ necessaria para a bioatividade dos mesmos na resposta celular. Posto isto, a
dentina atua como um reservatorio para moléculas bioativas e fatores de crescimento
(Kawada et al., 2009; Smith et al., 2012; Kassolis et al., 2000).

Os componentes da ECM possuem locais de ligacdo para proteinas, permitindo
assim a incorporacdo destes na matriz extracelular. Um grupo importante dessas
moléculas da ECM sao os proteoglicanos de heparan sulfato. Estes representam um grupo
de compostos extracelulares capazes de se ligarem a uma vasta gama de proteinas. O
biglicano e a decorina sd3o os principais proteoglicanos encontrados na matriz 6ssea e
dentinaria (Smith et al., 2012).

Os fatores de crescimento sdo sintetizados na forma de uma proteina precursora
inativa, ou entdo ligados a uma proteina de ligacdo especifica, o que lhes confere
capacidade de liga¢do a matriz (Smith et al., 2012; Binderman et al., 2014).

Por exemplo, o TGF-beta ¢ secretado pelas células na forma de um complexo
latente inativo com um fator de crescimento dimérico e um propeptideo associado a
laténcia (LAP), que tem capacidade de realizar ligacdes covalentes a uma proteina latente
de ligagao (LTBP). O LTBP ¢ capaz de se ligar a uma variedade de moléculas da matriz
organica o que resulta na imobilizagdo destes a ECM (Smith et al., 2012; Li et al., 2005).

Logo, as moléculas bioativas da matriz ficam imobilizadas dentro da matriz por
fossilizagdo protegidas dos estimulos e interagdes externas com outras moléculas até
serem libertadas por degradacdo da ECM (Smith et al., 2012).

Os complexos ligados a ECM estdo na forma inativa e, podem ser libertados e
ativados, através de desmineralizagdo, degradacdo, remodelagdo, protedlise e

acidificacdo da matriz (Smith et al., 2012; Lin & Hankenson, 2011; Heldin et al., 1998).
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Os agentes quelantes, sdo capazes de degradar a matriz, através do processo de
desmineraliza¢do, o que permite a libertacdo destas moléculas aprisionadas na matriz, tais
como fatores de crescimento e NCP’s. O 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), tem-
se mostrado ser o mais eficaz nesse aspeto (Tabatabaei et al., 2016; Smith et al., 2012).

Uma vez que a dentina sofra degradacdo da sua matriz pelo processo de
desmineraliza¢do, ocorre um aumento de calibre dos tubulos dentinarios, favorecendo
dessa forma isto a libertacdo de proteinas e dos fatores de crescimento (Minamizato et

al., 2017).

33 Semelhangas da dentina com o osso alveolar

Sabe-se que a estrutura e a composi¢ao da dentina detém uma alta semelhanga
com o osso alveolar, sendo constituida por material organico (20%), material inorgénico
(70%) e 4gua (10%), ja o osso € constituido por 25%, 65% e 10% respetivamente (Calvo-
Guirado et al., 2018; Minamizato et al., 2017; Koga et al., 2016; Kim et al., 2010; Lee et
al., 2014).

Relativamente a estrutura, o 0sso possui um sistema de Harvers composto por
numerosos canais, enquanto a dentina ¢ uma estrutura composta por uma complexa rede
de tubulos dentindrios. Existe pois semelhanca destes na sua arquitetura estrutural
(Khanijou et al., 2018; Smith et al., 2012).

Relativamente a composicao organica ¢ de destacar as proteinas comuns ao 0sso
e dentina, tal como a osteopontina (OPN), a osteocalcina (OC), a sialoproteina 0ssea
(BSP), o osterix, o colagénio do tipo I e a Cbfal (Runx2). A proteina morfogénica 6ssea
(BMP) derivada da dentina, apesar de derivar de entidades distintas, possui um modo de
acao semelhante 8 BMP derivada do tecido dsseo (Khanijou et al., 2018).

E também de salientar a presenca de vitamina D e da hormona paratiroideia
(PTH), reguladores da aposi¢cdo e homeostase, no osso e dentina, além da presenca de
fatores de crescimento comuns entre a dentina e tecido 6sseo (Smith et al., 2012).

Além da estrutura e composicdo, as duas entidades, dentina e osso alveolar,
também partilham origem histologica. Os dentes, cartilagens, ossos da face e do cranio
desenvolvem-se a partir das células da crista neural, portanto ¢ de esperar que as proteinas
e constituintes organicos sejam comuns entre osso alveolar, dentina e cimento. (Yoshida
et al., 2008; Stevens et al., 2008; Arthur et al., 2008; Binderman et al., 2014; Kim et al.,
2013).
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Porém, o dente em comparagdo com o 0sso, tem um teor em gordura muito menor
além de ndo conter medula. O alto nivel de colagénio reticulado no tecido 6sseo e a
auséncia de colagénio do tipo III sdo também diferencas entre dentina e osso alveolar.
(Tjaderhane et al., 2012; Schlueter et al., 1964; Kim et al., 2015).

Logo, de acordo com todas as informagdes acima referidas, ¢ natural que a
dentina, que compreende mais de 85% da estrutura do dente, possa ser uma opgao viavel
que atrai cada vez mais atencdo como material de enxerto autdogeno para regeneragao

6ssea (Binderman et al., 2014; Koga et al., 2016; Kim et al., 2015).

3.4  Matriz de dentina autdgena para enxerto

A dentina tem atraido muita atengdo e, portanto, tem sido alvo de diversos estudos
devido ao seu potencial uso como biomaterial de enxerto para regeneragdo Ossea, pois
além de possuir um contetdo mineral elevado, quando comparado com os restantes
substitutos 0sseos, possui uma alta semelhanga com o osso alveolar tanto na sua
composi¢do como na sua estrutura (Canto-Diaz et al., 2018).

A primeira evidéncia descrita do potencial regenerativo da matriz de dentina
autdgena desmineralizada (DDM) data de 1967 por parte de Yeomans e Urist, num estudo
animal, onde foi demonstrado a capacidade osteoindutiva desta (Khanijou et al., 2018).
De acordo com estes autores, as BMPs, presentes na matriz de dentina € no 0sso,
conferem as propriedades osteoindutivas a este tipo de enxerto (Khanijou et al., 2018).

O primeiro caso clinico documentado, em humanos, remonta a 2003 por parte de
Murata, M. que utilizou a matriz de dentina autégena desmineralizada com o objetivo de
realizar elevacdo do seio maxilar (Khanijou et al., 2018).

Acredita-se que a dentina tenha uma alta osteocondutividade, pois ¢ um tecido
altamente mineralizado composto por hidroxiapatite. Além disso, espera-se também que
a matriz de dentina apresente alta osteoindutividade, pois contém proteinas morfogénicas
Osseas (BMPs) e diversos fatores de crescimento (Minamizato et al., 2017; Koga et al.,
2016; Kim et al., 2014).

A osteocondutividade e a osteoindutividade, foi demonstrada por Canto-Diaz et
al., em 2018 através de um estudo piloto onde testou eficacia do uso de enxerto de dentina
autogena. Este estudo piloto demonstrou que, devido a formagao de novo osso ao redor

do enxerto, ¢ dedutivel que a dentina apresente propriedades osteocondutoras e
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osteoindutoras, dado que os componentes da matriz organica da mesma intervém no
processo de formacao e remodelacdo 6ssea (Canto-Diaz et al., 2018).

Além das suas propriedades, a dentina ndo possui associado o risco de rejei¢ao
imunoldgica ou de transmissdo de doencgas infecciosas, uma vez que a matriz de dentina
¢ um tecido autégeno (Calvo-Guirado et al., 2018; Minamizato et al., 2017).

Foi concluido através de andlise de microscopia eletronica que, mesmo apds o
processo de trituragdo e desinfe¢do, os componentes tais como o calcio e o fosfato sdo
mantidos na matriz de colagénio (Calvo-Guirado et al., 2018).

Adicionalmente, Reis-Filho et al., em 2011, relataram que a matriz de dentina
autdgena possui propriedades quimiotaticas para com as células osteoprogenitoras. Esta
além de ser reabsorvida durante o processo de remodelagdo dssea, acelera a reparacao
Ossea e a formagao de novos vasos por estimulagdo da expressao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) (Minamizato et al., 2017; Reis-Filho et al., 2011).

Num estudo realizado por Calvo-Guirado e seus colaboradores, em 2018, foi
aferido que ¢ possivel obter um volume final de enxerto apds o processo de trituragao e
processamento de cerca 3 vezes maior do que o volume original. Dado que, segundo os
mesmos, 0,25gr de dente humano originam 1.0cc de biomaterial de enxerto. Sendo assim
Calvo-Guirado et al sugerem que, devido a composi¢do quimica e volume obtido, o
particulado de dentina autdgena seja considerado um bom potencial biomaterial para
regeneragdo dssea (Calvo-Guirado et al., 2018).

Também segundo Binderman et al., 2014, o particulado de dentina autdgeno,
utilizado imediatamente ap0s as extracdes, deve ser considerado como o “gold-standard”
para o aumento de volume 6sseo (Binderman et al., 2014).

Tanto o tipo de processamento, como qual o tamanho ideal de particula, t€ém sido
os principais alvos de estudo deste tipo de enxerto ao longo do tempo. Dado que,
relativamente ao tipo de processamento, de acordo com Koga et al., 2016 a matriz de
dentina autégena induz a formacdo de novo osso, independentemente do tipo de
processamento aplicado. Relativamente as dimensdes ideais ainda ndo existe um
consenso sobre qual o tamanho ideal a ser utilizado, no entanto diversos autores afirmam
que as particulas com dimensodes situadas entre 300 a 1200um promovem a formagao de
novo o0sso. Dado que, as particulas de pequenas dimensdes, inferiores a 300um, possuem
uma alta taxa de reabsorcdo e baixa resisténcia, ja as particulas de grandes dimensdes,
superiores a 1200um, possuem baixa taxa de reabsor¢ao e alta resisténcia. O que faz com

que particulas fora deste intervalo sejam pouco eficazes (Koga et al., 2016; Calvo-
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Guirado et al., 2018; Khanijou et al., 2018; Binderman et al., 2014). Sendo assim, as
particulas com dimensdes compreendidas entre 800 a 1200pm, possuem resultados
superiores no que toca a taxa de reabsor¢ao, taxa de formacdo de novo osso e resisténcia
(Koga et al., 2016).

No entanto, existem algumas desvantagens inerentes uso desta técnica como a
disponibilidade limitada, as indicacdes limitadas, alguns possiveis problemas que possam
estar associados ao seu processamento e quando os defeitos 6sseos a serem preenchidos
sdo de grandes dimensdes, uma vez que o volume de enxerto ¢ limitado (Minamizato et

al., 2017; Khanijou et al., 2018).

3.5  Métodos de processamento da matriz de dentina

E posta entdo a questdo se sera necessario que a matriz de dentina sofra algum
tipo de processamento previamente ao seu uso como material de enxerto autégeno e qual
o melhor tipo de processamento (Tabatabaei et al., 2016).

Existem diversos métodos de processamento da matriz de dentina autogena
incluindo a dentina inalterada, tratada com nitrogénio liquido, por eliminagdo da matriz
organica, com extracdo da NCP’s, mineralizada, parcialmente desmineralizada e
totalmente desmineralizada (Atiya et al., 2014; Tabatabaei et al., 2016).

No entanto, existem escassas informagdes acerca do processamento adequado da
matriz dentina a ser usada como biomaterial de enxerto. Portanto, fica entdo necessario
clarificar qual o grau apropriado de desmineralizagdo e qual o tamanho das particulas
conveniente de forma a serem obtidos os melhores resultados na regeneracao 6ssea (Koga

etal., 2016).

3.5.1 Utilizacao de dentina inalterada

Um dente inalterado ndo pode induzir facilmente a formagao de novo osso devido
ao seu alto contetido inorgéanica e baixa porosidade, o que pode interferir na fixagao,
migracdo e proliferagdo celular vascular e mesenquimatosa. Dado que diversos estudos
mostraram que o processamento da matriz de dentina autégena melhora as propriedades
osteoindutoras da mesma, sendo entdo este um método pouco utilizado (Tabatabaei et al.,

2016).
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3.5.2 Processamento da dentina através de extragdo das NCP’s

O método introduzido pela primeira vez por Smith et al., em 1979, ¢ um dos
métodos mais antigos de extragdo das proteinas ndo colagénicas da matriz de dentina.
Esta técnica, consiste em triturar os dentes de forma a ser obtido um particulado, que
posteriormente, serd tratado com EDTA a 10% durante 10 dias com o objetivo de realizar
a degradacdo da matriz organica. Apds isto, segue-se a centrifugacdo e didlise de forma a
serem removidas as NCP’s da matriz dentindria. Apesar deste método ainda ser usado
atualmente, o mesmo tem vindo a sofrer pequenas variagdes ao longo do tempo
(Tabatabaei et al., 2016; Smith & Leaver, 1979).

Atualmente, existem diversos materiais de processamento com vista a extragao de
NCP’s da matriz da dentina tais como, compostos acidicos, hidroxido de célcio e
diferentes tipos de agregados de triéxido mineral (MTA) (Tomson et al., 2007). No
entanto diversos estudos apontam o uso de EDTA como o mais eficiente para a

degradacdo da matriz organica da dentina (Tabatabaei et al., 2016).

3.5.3 Processamento da dentina por desmineraliza¢ao ultra-sdénica em vacuo

Um dos problemas inerentes ao uso da matriz de dentina totalmente
desmineralizada é o tempo inerente ao processamento da mesma. O método convencional
de desmineralizagdo, desenvolvido por Kim et al., em 2008, requer cerca de 10 dias de
forma a ser concluido. Para colmatar este facto, Lee e colaboradores em 2014,
desenvolveram um método mais rapido de desmineralizacdo que utiliza um acelerador
ultrassénico a vacuo (VacuaSonic™; Cosmobio-medicare, Seul, Coréia) (Lee et al.,
2014).

Inicialmente todos os tecidos remanescentes sdo removidos através de uma lamina
e com auxilio de um descolador. Além disto, sdo executados orificios com cerca 0,3 mm
de didmetro ao longo de toda a superficie do dente. Apods o tratamento inicial o dente ¢é
colocado numa solugdo estéril no interior do sistema ultrassonico a vacuo durante 10
minutos. De seguida sdo colocados numa solu¢do 0,6 N de HCI por 90 minutos na
maquina ultrassonica a vacuo (VacuaSonicTM), e sdo posteriormente lavados durante 15
minutos em agua desionizada ou numa solugdo salina tamponada com fosfato (PBS). O

tempo de processamento ¢ inferior a 2 horas (Lee et al., 2014)
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Este método, além de superar as limitagdes associadas ao tempo de processamento
necessario da dentina totalmente desmineralizada, permite prevenir danos térmicos as
proteinas da matriz organica dentindria (Lee et al., 2014; Kim et al., 2015).

Com o objetivo de testarem a eficacia deste método, Lee e seus colaboradores,
realizaram espectroscopia de raio x por dispersdo em energia (EDS) com o sistema
TEAMTM (Bruker Co., Ewing, NJ, EUA) de forma a determinarem as concentragdes
minerais de célcio apds o processamento com este método. De acordo com os resultados
do estudo a concentragdo de cdlcio na dentina desmineralizada por este método foi de
6,52%, enquanto que no grupo de controlo foi de 31,17% a uma profundidade de 300~600
micrometros da superficie. O que nos indica que cerca 79% do célcio presente

inicialmente na dentina foi removido (Lee et al., 2014).

3.5.4 Processamento da dentina por elimina¢do da matriz organica

Este tipo de método foi pouco estudado e ndo ¢ utilizado com frequéncia. Pois,
devido ao peso e a importancia das proteinas da matriz dentindria nos processos de
migracgdo, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de celular, a maioria dos investigadores
atua de forma a conservar a matriz organica da dentina o melhor possivel (Tabatabaei et
al., 2016). O mesmo consiste em ferver a matriz de dentina em 4gua durante cerca de duas
horas e armazenar a mesma em isopropanolol durante o mesmo tempo. ApoOs este
procedimento o particulado ¢ seco a 100 C° (Moharamzadeh et al., 2008; Tabatabaei et
al., 2016).

3.5.5 Processamento de dentina com nitrogénio liquido

Neste método inicialmente tecidos moles e duros, esmalte e cimento sdo
removidos. A dentina radicular ¢ colocada dentro de um tubo e congelada em nitrogénio
liquido durante 15 min a-196° (MVE Vapor Shippers, M02-SC4 /3V). Apos o tratamento
com nitrogénio a dentina ¢ entdo imersa num recipiente estéril preenchido com 0,2 ml de
gentamicina e 5 ml de 4lcool etilico a 70% por cerca de 30 a 60 minutos. Previamente ao
enxerto, a dentina ¢ esmagada em pequenas particulas (2 a 4 mm) com auxilio um

almofariz e pildo (Atiya et al., 2014).
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Atiya e colaboradores, em 2014, realizaram um estudo animal onde o proposito
foi avaliar a eficacia do enxerto de dentina processada com nitrogénio liquido. Neste
estudo foi comparado a eficacia do enxerto de dentina autdgena, tratada com nitrogénio
liquido a -196° durante 20 minutos, com o do enxerto 6sseo autdgeno. Foram incluidos
neste estudo 16 coelhos. Os resultados clinicos demonstraram que a matriz de dentina
autogena, tratada com nitrogénio liquido, fomentou a regeneragdo Ossea tal como o
enxerto 0sseo autdégeno evidenciando as propriedades osteoindutores e ostecondutoras

deste tipo de enxerto (Atiya et al., 2014).

3.5.6 Processamento de dentina mineralizada

De forma a colmatar o facto do processo de desmineralizagdo da matriz de dentina
ser muito demorado Binderman et al., em 2014 desenvolveram um novo procedimento,
realizdvel em ambiente clinico, que utiliza os dentes humanos recém extraidos como
enxerto autégeno (Binderman et al., 2014).

Inicialmente sdo removidas dos dentes as restauragoes, lesdes de carie, dentina
esclerotica, restos de ligamento periodontal e tartaro, com auxilio de uma broca de
tungsténio multi-laminada. Sendo de seguida necessario que o dente seja seco com
recurso a uma seringa de ar. Apds isto os dentes sdo triturados com recurso a maquina
“Smart Dentin Grinder™” (SDG) durante 3 segundos, originando um particulado com
cerca de 300-1200um. Além disto, apds o processo de trituragdo inicial, a cadmara de
trituragdo executa movimentos vibratorios durante vinte segundos que irdo permitir que
as particulas inferiores a 1200um sejam deslocadas através de uma peneira para um
compartimento inferior. Desta forma, ir4 ser garantida a obtencdo de um particulado com
dimensdes compreendidas entre 300-1200um, separando-se as particulas de tamanho
inferior para uma segunda gaveta que ira ser desperdicada, dado que as particulas
inferiores a 300um sdo consideradas pouco eficazes para enxerto 6sseo devido a sua alta
taxa de reabsorcao e baixa capacidade de formag¢ao de novo osso (Binderman et al., 2014).
As células com capacidade osteogénica, tais como os osteoblastos e células
osteoprogenitoras, fixam-se preferencialmente na superficie de particulas de maiores
dimensodes (Koga et al., 2016).

As particulas sdo posteriormente imersas numa solucdo alcodlica basica
(“cleanser”) durante 15 a 20 minutos, num recipiente de vidro estéril. A solugdo de 0,5M

de hidréxido de sdédio (NaOH) e 30% alcool (v/v) (“cleanser”) permite a dissolucao de
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residuos organicos, bactérias e toxinas presentes no particulado (Binderman et al., 2014;
Calvo-Guirado et al., 2018). Em seguida ao tratamento com a solucdo desinfetante
(“cleanser”), o particulado de dentina ¢ lavado com uma solugdo salina de tampao fosfato
(PBS). O PBS ¢ uma solug¢ao isotonica, ndo tdxica para a maioria das células que favorece
a manutencdo de um pH constante (Tabela 6) (Binderman et al., 2014; Calvo-Guirado et
al., 2018).

Apo6s todo o processo o particulado € seco, com o auxilio de uma compressa,
dando origem a um particulado isento de bactérias pronto a ser utilizada como enxerto
autogeno para procedimentos de regeneracdo 0ssea (Binderman et al., 2014).

O estudo de Binderman et al., em 2014 demonstrou que o particulado de dentina
mineralizada autdgena, leva cerca de 20 minutos para ser preparado. E ainda, que este
mesmo particulado, mantém-se integrado no osso recém-formado permitindo a criagdo
de um local adequado para a ancoragem de implantes dentarios apos 2-3 meses da
realizacdo do enxerto (Binderman et al., 2014; Khanijou et al., 2018).

Segundo Koga et al., 2016, a matriz de dentina mineralizada ¢ biocompativel, é
lentamente reabsorvida, porém ¢ menos eficaz na formacdo de novo osso quando
comparada a outros métodos de processamento da matriz de dentina autégena como a
dentina parcialmente desmineralizada (Koga et al., 2016).

Ja Calvo-Guirado et al., em 2017 realizaram um estudo animal de forma avaliar o
material de enxerto derivado de dentes recém-extraidos, onde foram incluidos seis caes
da raca American Fox Hound. Os dentes foram triturados e processados segundo o
método anteriormente descrito por Binderman et al., 2014. Foram realizadas analises
histologicas e histomorfométrica de forma a aferir a cicatrizag@o tecidular e a formagao
Ossea, que demonstraram que, com diferencas estatisticamente significativas (p<0,05),
ocorreu maior percentagem de formagao o6ssea no grupo experimental (82,22+1,7%) do
que o grupo controlo (57,29+0,11%). Além de ter sido verificado menor percentagem de
formagdo de osso imaturo no grupo experimental (25,7+0,11%) do que no grupo controlo

(55,98+0,16%), aos 60 e 90 dias (Calvo-Guirado et al., 2017).
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1" Passo 2" Passo

S

Liquido “Cleanser™ PBS

Solucdo basica Solucio salina

alcoolica composta

por 0,5M de NaOH e

30% de alcool (v/v)

Composigiao tampdo fosfatada

Cobrir o enxerto Cobrir o enxerto

3min e

Procedimento

\r com

compressa esterilizada
Duracao 10min Imin

Tabela 6: Protocolo de processamento de matriz de dentina autégena mineralizada (Adaptado de Protocolo
da Kometabio para processamento de matriz de dentina autdégena mineralizada)

3.5.7 Processamento de dentina parcialmente desmineralizada

Este método, que constitui uma variag@o a técnica de processamento da matriz de
dentina mineralizada previamente descrita por Binderman e seus colaboradores em 2014,
surgiu de forma a ultrapassar as limitagdes associadas ao processo de desmineraliza¢do
total da matriz de dentina (Binderman et al., 2014; Koga et al., 2016; Calvo-Guirado et
al., 2018; Minamizato et al., 2017).

Sendo uma variag@o do protocolo de processamento da dentina mineralizada sao
varias as semelhancas entre as duas técnicas. A exce¢do que no método de processamento
da dentina parcialmente desmineralizada, apos a aplicagdo do “cleanser”, sera aplicada
adicionalmente, uma solugdo de acido etilenodiaminatetra-acético (EDTA) a 10% por
cerca de 2 min com vista & desmineralizagdo parcial (Binderman et al., 2014; Calvo-
Guirado et al., 2018). De seguida, o particulado de dentina ¢ lavado durante 3 min com
uma soluc¢do salina de fosfato tampao (PBS). O PBS ¢ uma solugdo isotonica, ndo tdxica
para a maioria das células que favorece a manuten¢do de um pH constante (Tabela 7)
(Binderman et al., 2014; Calvo-Guirado et al., 2018).

Apds o todo o processo o particulado € seco, com o auxilio de uma compressa,
dando origem a um particulado isento de bactérias pronto a ser utilizada como enxerto

autdgeno para procedimentos de regeneragdo o0ssea (Binderman et al., 2014).
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Este método de processamento, além de realizar uma desmineralizagdo parcial da
superficie dentinaria na ordem dos 20pm, permite a obten¢ao de um particulado autégeno
livre de bactérias, virus e toxinas apto a ser utilizado em apenas 15 a 20 minutos (Calvo-
Guirado et al., 2018; Binderman et al., 2014; Koga et al., 2016). Sendo conjeturavel que
a matriz de dentina parcialmente desmineralizada, devido ao tempo relativamente curto
de preparagdo comparavel com as técnicas de técnicas de desmineralizagdo total e as suas
caracteristicas inerentes, tem o potencial de se tornar uma das melhores opgdes de
tratamento no ambito da regeneracdo o6ssea (Minamizato et al., 2017). Segundo Koga et
al., a matriz de dentina parcialmente desmineralizada ¢ mais osteoindutiva do que a matriz
de dentina totalmente desmineralizada, visto, que a maior parte das NCP's e fatores de
crescimento sdo libertados da matriz organica da dentina durante o processo de
desmineraliza¢do (Koga et al., 2016). Além de que este tipo de processamento ¢ mais
rapido do que os processos de desmineralizacdo total (Khanijou et al., 2018).

Em 2016, Koga e colaboradores, realizaram um estudo animal em ratos, cujos
principais objetivos deste estudo eram, avaliar a influéncia da dimensdo das particulas e
do grau de desmineralizagdo da matriz de dentina autégena na regeneracao 6ssea. Sendo
entdo as amostras divididas por grupo consoante as dimensdes das particulas (200, 500,
1000um) e de acordo com o grau de desmineraliza¢do (matriz de dentina mineralizada,
matriz de dentina parcialmente desmineralizada e matriz de dentina totalmente
desmineralizada. De acordo com os resultados obtidos foi demonstrado que, a matriz de
dentina parcialmente desmineralizada, especialmente nas particulas de 1000um,
revelaram uma nova formagao 6ssea mais rapida e consistente, quando comparado com
os outros grupos (Koga et al., 2016). Foi também dito pelos mesmos que, quanto maior
for a dimensdo das particulas, maior serd o tempo necessario para a respetiva

desmineralizagdo pretendida (Koga et al., 2016).
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1" Passo 2" Passo 3" Passo
Liquido “Cleanser™ EDTA PBS
Solugao basica Acido Solugio salina
Composigio alcodlica composta Etilenodiamino tampdo fosfatada
por 0.5M de NaOH ¢ tetracético a 10% esteril
30% de alcool (v/v)
Cobrir o enxerto Cobrir o enxerto Cobrir o enxerto
‘ N lurante 2 ¢ 3 minutos e
Procedimento  durante 10 minutos ¢ durante = minutos ¢ tecidratar com
desidratar com desidratar com Hesrardr o

mnr toril 1 compressa esterilizada
compressa esterilizada compressa esterilizada I

Duracio 10min 2min Imin

Tabela 7. Protocolo de processamento de matriz de dentina autdégena parcialmente desmineralizada
(Adaptado de Protocolo da Kometabio para processamento de matriz de dentina autégena parcialmente
desmineralizada)

3.5.8 Processamento de dentina totalmente desmineralizada

O enxerto de matriz de dentina totalmente desmineralizada, derivado de dentes
humanos extraidos, foi um método de processamento desenvolvido em 2008 por Kim e
seus colaboradores (Kim et al., 2010; Kim et al., 2017).

Apos a extracdo, os dentes sdo armazenados num recipiente com alcool a 75%
num congelador, até os mesmos serem enviados para o Korea Tooth Bank (Seul, Coreia)
para processamento. Primeiramente sdo removidas dos dentes as restauragdes, caries e
restos de ligamento periodontal remanescente. Apos isto, € realizado o processo de
trituragdo e esmagamento, que ird permitir obter um particulado com um tamanho
compreendido entre 200 e 1.000um. De seguida, o particulado € lavado e submetido a um
processo de descalcificagdo, desidratagdo, desengorduramento e liofilizagdo. Por fim o
particulado ¢ esterilizado com 6xido de etileno gasoso, embalado e entdo enviado para a
clinica que solicitou o material, dado que o mesmo pode ser armazenado nas mesmas
condi¢des, em temperatura ambiente, durante cerca de 5 anos (Kim et al., 2010; Kim et
al., 2014; Pang et al., 2016).

O processo de desmineralizagdo permite proceder como antissético e
antimicrobiano, tendo a vantagem de diminuir possiveis infe¢des locais, o que permite

aumentar a taxa de sucesso. (Minamizato et al., 2017). Além disto, o processo de

41



Comparagdo da abertura dos tubulos dentinarios de um particulado de dentina humana mineralizada e parcialmente
desmineralizada com recurso a microscopia eletronica — estudo piloto experimental “In Vitro”

desmineraliza¢ao da matriz de dentina expde os tiibulos dentinarios e aumenta o diametro
dos mesmos, o que resulta na libertagdo de NCP’s e fatores de crescimento que promovem
a proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos, logo a formacdo e remodelacdo Ossea
(Khanijou et al., 2018). Adicionalmente este método, sendo autdogeno, elimina assim o
risco de uma reagdo imunologica de corpo estranho bem como a transmissao de doengas
infecto-contagiosas (Kim et al., 2010; Pang et al., 2016

Contudo o processamento da matriz de dentina totalmente desmineralizada, ¢ um
método muito demorado que leva horas ou até dias, além deste poder levar a destruicdo
das proteinas e fatores de crescimento da matriz organica, sendo isto apontado como a
principal desvantagem da técnica (Minamizato et al., 2017; Kim et al., 2015; Khanijou et
al., 2018). Na maioria dos estudos clinicos, acerca da matriz de dentina totalmente
desmineralizada, foram necessarias aproximadamente 12 horas para a desmineralizagao
total da dentina. J4 nas técnicas de desmineralizagdo parcial apenas foram necessarios
cerca de 10 minutos para completar o processo (Minamizato et al., 2017). Além de que a
matriz de dentina desmineralizada ¢ fragil para permitir a ancoragem adequada de
implantes dentarios (Calvo-Guirado et al., 2018; Binderman et al., 2014).

Desde entdo a técnica tem sido alvo de variados estudos e de variadas
modificac¢des (Kim et al., 2017).

Em termos de estudos clinicos, Gomes et al. foi o primeiro a relatar a utilizagdo
de matriz de dentina desmineralizada autégena em alvéolos pos-extracdo (Gomes et al.,
2006).

Varios estudos em animais demonstraram que a matriz de dentina desmineralizada
ndo s6 ¢ biocompativel, mas também osteoindutiva, apresentando semelhangas com a
matriz 6ssea desmineralizada (Koga et al., 2016; Minamizato et al., 2017).

No estudo de Kim et al., 2010, onde foram incluidos um total de 6 pacientes, foi
realizado a técnica de regeneracdo Ossea com enxerto de matriz de dentina
desmineralizada simultanecamente a da colocacdo do implante. Os resultados
demonstraram, através de analise histomorfométrica, nova formacao ¢ remodelagdo 6ssea
em 46%-87% dos defeitos. Apds 6 meses, verificou-se a reabsor¢do da maior parte do
material de enxerto e existéncia de novo osso formado (Kim et al., 2010).

Kim et al., em 2014, realizaram um estudo animal, onde foram incluidos vinte
ratos, de forma a provarem a capacidade osteoindutiva da matriz de dentina autdogena
totalmente desmineralizada. Os resultados demonstraram que a matriz de dentina

totalmente desmineralizada induziu a formagdo de novo osso, dado que o exame

42



I-Introdugdo

histoloégico verificou a presenca de células com capacidade osteogénica tais como
osteoblastos, as duas, quatro e oito semanas (Kim et al., 2014).

Ja Pang et al., em 2016 realizaram um estudo prospetivo randomizado, onde foram
incluidos um total de 33 locais de enxerto em 24 pacientes, cujo objetivo foi avaliar a
eficécia clinica da matriz de dentina autdogena desmineralizada comparativamente com o
xenoenxerto. Os resultados demonstraram que a matriz de dentina desmineralizada
autdgena foi to eficaz na formagao de novo como o xenoenxerto. Sugerindo entdo que o
material de enxerto derivado de dentes autégenos € uma opg¢ao vidvel para a regeneragao
Ossea (Pang et al., 2016).

Apesar de diversos estudos recentes relatarem que a matriz de dentina autdogena
totalmente desmineralizada ¢ capaz de fornecer resultados semelhantes ou superiores aos
obtidos com outros substitutos 6sseos, ndo existe, no entanto, evidéncia suficiente no que
diz respeito a resultados a longo prazo, o que obriga a necessidade da execu¢do de mais
estudos que abranjam um maior nimero de casos com um maior periodo de

acompanhamento (Kim et al., 2016).

4. Evidéncia Cientifica

Para a realizagdo deste trabalho de investigacdo, foi executada uma revisao da
literatura focada na utilizagdo da matriz de dentina autdgena humana enquanto potencial
material de regeneragdo Ossea, tendo a pesquisa dos artigos sido efetuada nas plataformas
agregadoras de bases de dados “Pubmed” e “B-on”. As palavras chave aplicadas foram

b

“dentin processing”, “autogenous dentin graft”, “autogenous dentin matrix”, “bone
regeneration”, “tooth extraction”, “tooth graft” e “dentin matrix graft”, tendo sido
escolhidos os artigos publicados entre 2006 e 2018, publicados em inglés.

Nao foi verificado a existéncia de meta-analises acerca do tema, porém verificou-se a
existéncia de duas revisdes sistematicas acerca dos varios métodos descritos de
processamento da matriz de dentina para a utilizacdo como material de enxerto para
regeneragao Ossea.

Na revisdo de Tabatabaei et al., (2016) foi realizada uma revisdo sistematica acerca
dos diferentes métodos de processamento da matriz de dentina e qual a eficacia dos

mesmos. Para tal foram selecionados 36 artigos publicados entre 2000 e 2016 que

permitem concluir, a Tabatabaei et al., (2016), que o protocolo de processamento
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aplicado, a dimensdo e a forma das particulas de dentina desempenham um papel

importante nas propriedades osteoindutivas e osteocondutivas da mesma.

Na revisao de Khanijou et al., (2018) foi realizada uma revisdo com o intuito de

discutir as semelhangas entre o 0sso e o dente, bem como discutir o uso e aplicacdo do

enxerto derivado de dentes humanos.

Na tabela 8, encontram-se presentes os estudos clinicos em humanos descritos nas

revisdes sistematicas encontradas (Tabatabaei et al., 2016; Khanijou et al., 2018).

Particulado de

Elevagao de

seio maxilar

Ap0s 5 meses de pos-
operatorio, 3 implantes

puderam ser colocados

Murata, | 2003 Relato de dentina na zona do enxerto.
M. caso, n=1 autogena (zona dos O exame histologico
desmineralizad dentes 24 a revelou tecido 6sseo
a 26) maduro, associado a
remanescente do
enxerto de particulado
de dentina
desmineralizada.
O exame radiologico
demonstrou maior
Matriz de Alvéolos radiopacidade 6ssea
dentina dentarios de homogénea no grupo
Gomes, | 2006 Fstudo de autogena terceiros ADDM + PTFE do que
M. et al. caso, n=27 desmineralizad molares no grupo Controlo +
a (ADDM) inferiores PTFE. O enxerto de

ADDM desapareceu
progressivamente do
alvéolo
intervencionado,
sugerindo a sua

reabsor¢ao a medida
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que 0oCorre O processo

de remodelagdo dssea.

O exame histologico
revelou reabsor¢ao

progressiva do

Kim, Y. | 2010 material, que foi
Série de Dente Maxila: 5
et al substituido por novo
Casos, n=6 autdégeno Mandibula:
tecido 6sseo. Novo
(AutoBT) 1
0sso formou-se por
unido direta ao AutoBT
residual. Foi verificado
87% de formagao de
novo 0sso.
Preservacao
alveolar em
Enxerto dsseo mandibula e Boa cicatrizagdo. Apos
Kim, Y. | 2011 de dente maxila, com 3-3,5 meses da
ot al Relato de autdgeno na elevaciio de realizac¢do do enxerto,
Caso, n=2 forma de p6 ou seio maxilar foi possivel a colocagdo
blocos simultinea de implante.
Relato de P6 de dente- Mandibula Estabilidade inicial
Kim, Y. | 2011 Caso, n=1 0S80 autogeno superior. Excelente
et al cicatrizagdo e
regeneragao
periodontal.
Kim, Y. | 2011 Relato de P6 de dente- Maxila Enxerto 6sseo em
et al Caso, n=1 0880 autogeno anterior combinagdo com
atrofica expansao da crista

0ssea demonstrou

cicatrizagdo favoravel.
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O enxerto 6sseo de

dente autogeno foi

Lee, J. 2012 Estudo AutoBT Maxila e confirmado como
et al Retrospetivo mandibula sendo um procedimento
Cohort, n=54 seguro, demonstrando
excelente cicatrizagao
0ssea, no espaco de 2
anos.
Park, S. | 2012 Estudo de AutoBT do Maxila e A perda média de osso
et al. Caso, n=133 | tipo bloco, p6 | Mandibula na mandibula, apds 6
ou combinagdo meses de colocagado de
de ambos prétese em carga, foi de
0,29 mm.
Kimet | 2013 Estudo de Bloco de Defeitos Verificou-se 6tima
al. Caso, n=12 dentina peri- cicatrizagdo 0ssea em
autogena implantares | todos os pacientes. Ndo
mandibulare | ocorreu osteointegracao
] do implante em
nenhum paciente.
As radiografias apos 1
ano de pds- operatorio
Kabir, 2014 Relato de Matriz de Maxila demonstraram
M. et al. Caso, n=2 dentina anterior e excelente cicatrizagdo
desmineralizad | Mandibula dssea. Radiografias
a (DDM) posterior p6s-operatorias
(terceiros mostraram que o
molares)

alvéolo, resultante da
extragao dentaria,
cicatrizou por completo

com novo tecido 0sseo.
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Binderm
an, L. et

al.

2014

Série de
Casos,

n>100

Particulado de
dentina

autdogena

Maxila e

Mandibula

Apo6s 4 meses da
colocagao do
particulado de dentina
autogena em 48
alvéolos dentarios,
verificou-se formagao
de novo tecido 6sseo.
Auséncia de sinais de
perda Ossea peri-
implantar, apos a
colocagdo de implantes

em zonas de enxerto.

Pohl, V.

et al.

2016

Relato de

Caso, n=6

Particulado de

dentina

Maxila

Cicatrizacdo pos-
operatdria normal com
reabilitacdo protética.

A profundidade de
sondagem peri-
implantar média apos 5
anos foi de 1.86 mm
(mesiolingual) e 2.07
mm (distovestibular). A
média de reabsorgao
Ossea peri- implantar
durante o primeiro ano
foi de 0.63 mm. O
exame histologico
demonstrou ocorréncia
dos fenomenos de

osteocondugdo e

osteoinducao,
ocorrendo a
encapsulagdo da
dentina e esmalte do
dente com reabsorgao
parcial do enxerto de

dente particulado. Teste
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imuno-histoquimico
revelou a formagao de
novos vasos sanguineos
nas zonas onde se

efetuou o enxerto.

Todos os casos
demonstraram a
Kim, Y. | 2016 Estudo Matriz de Maxila: 4 ocorréncia de formagao
et al. Prospetivo Dentina Mandibula: dssea ap6s 5 anos e 5.8
Longitudinal, | Desmineralizad 1 meses. Verificou-se

n=5 a uma perda de altura

ossea vestibular (-0.4 a

-3.3 mm) e de largura

da crista alveolar (-0.4
a-4.2 mm).

As alteragdes 0sseas

verificadas variaram

entre -8.1 € -36.2%.

Verificaram-se
diferengas
estatisticamente
significativas na largura
e altura da crista do
Joshi, C. | 2016 Ensaio Enxerto de Maxila: 18 | ©8s0 alveolar nos trés
et al. Clinico dente autdgeno | Mandibula: grupos de estudo. Os
Randomizad (ATG) 12 locais que receberam o
0, n=45 ATG demonstraram
resultados superiores,
verificando-se perdas
minimas de altura e

largura osseas. O
exame histologico
revelou que os locais
que receberam o ATG

tiveram maior

formagao ossea.
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Kim, Y.

et al.

2017

Série de

Casos, n=22

Bloco de
matriz de
dentina

desmineralizad

a (ABTB)

Maxila: 12

Mandibula:

10

O ABTB foi
incorporado e
remodelado em 0sso
cortico- esponjoso. A
forma e o volume 6sseo
foi mantido,
registando-se apenas
uma minima perda

ossea.

Joshi, C.

et al.

2017

Ensaio
Clinico
Randomizad

0, n=45

Enxerto de

dente alogeno

Maxila: 26
Mandibula:
19

Os locais onde se
utilizou enxerto
alogeno de dente
completo e enxerto
alogeno de dentina
demonstraram
melhores resultados ao
nivel de redugéo da
largura e altura do osso
alveolar crestal, quando
comparados com 0s
locais controlo € onde
se aplicou FDBA
(enxerto alogeno de
osso liofilizado). A
analise histologica
revela uma maior
formagao 6ssea nos
locais de enxerto de

dente alogéno

Kim, Y.

et al.

2017

Estudo de
Caso, n=18

Enxerto
alogéno de
matriz de
dentina
desmineralizad

a (DDM)

Maxila: 10
Mandibula:
8

Nao foram verificadas
complicagoes.
Verificou-se a

encapsulagdo das
particulas de DDM por
tecido fibroso

altamente celularizado
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e formac¢ao de novo
tecido 0ssco. As
particulas de DDM
raramente foram vistas
no tecido 6sseo recém-

formado.

Tanto o grupo que
recebeu o xenoenxerto
de Bio-Oss™ como o

grupo que recebeu o
enxerto AutoBT
apresentaram uma
cicatrizagdo favoravel,
estabilidade implantar e
confirmacgao

histologica de formacao

Pang, K. Estudo Enxerto de Maxila: 21 de osso.
2017 . .
et al. Clinico dente autdogeno | Mandibula: Histomorfometricament
Randomizad (AutoBT) 12 ¢, a formagdo de novo
0sso nos locais com
0, n=33

enxerto AutoBT foi de
31.24 +13.87%,
enquanto que nos locais
com enxerto Bio-Oss™
foi de 35.00 + 19.33%.
O quociente de
estabilidade implantar
(ISQ) dos implantes
colocados nos locais
em que se recorreu ao
enxerto de AutoBT foi
de 72.80 £ 10.81,
enquanto que nos locais
em que se recorreu ao
enxerto de Bio-Oss™

foi de 70.0 = 12.86.
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Minami
z ato, T.

et al.

2018

Estudo
Piloto, n=16

Matriz de
dentina
autdogena
parcialmente

desmineralizad

a (APDDM)

Maxila: 9
Mandibula:
7

Foi efetuada
preservacao alveolar
com colocagdo de
implante apds 4-6
meses em 7 pacientes,
nao foi perdido nenhum
implante com follow-
up de 24 meses.
Em 3 pacientes foi
efetuada cirurgia de
elevacao do seio
maxilar e as imagens da
TC indicam aumento e
remodelagdo 6ssea. Em
6 pacientes foi efetuado
enxerto 0sseo com
APDDM, com
colocacdo imediata de
implante. Numa
segunda cirurgia 3
meses apos a colocagao
do implante, verificou-
se que o material de
enxerto APDDM foi
substituido por um
tecido semelhante a
0sso sem perdas de
implantes com 24
meses de follow-up. O
exame histologico,
efetuado a 4 pacientes,
demonstrou a
existéncia de novo
tecido 6sseo ao redor

do enxerto de APDDM.

Tabela 8: Utilizagdo da matriz de dentina como enxerto autégeno (Khanijou et al., 2018; Tabatabei et al.,

2016)
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De uma forma geral, todos os estudos clinicos particularizados na tabela 8
adquiriram resultados e conclusdes idénticas entre si. Foi entdo demonstrada a
biocompatibilidade do enxerto de matriz de dentina, dado que em todas as situagdes foi
verificada uma boa cicatrizagdo pds-operatoria, osteocondugdo, osteoindugdo,
capacidade de resisténcia para ancoragem de implantes, formacdo Ossea e integracio
tecidular. Nao foram relatados insucessos relativamente a taxa de permanéncia dos

implantes colocados apds o enxerto de dentina (Tabatabei et al., 2016).
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I1. Objetivos e hipoteses

1. Objetivos do estudo

Este trabalho de investigacdo ¢ um estudo piloto experimental “in vitro” onde
sera avaliado e comparado qual o impacto do protocolo do processamento de matriz de
dentina autdgena mineralizada e parcialmente desmineralizada relativamente a abertura
dos tiibulos dentinarios. Serd feita uma avaliacdo e respetiva comparagao, com recurso a
microscopia eletronica de uma amostra de dentes integros sujeitos a estes dois tipos de

procedimento.

2. Hipoteses do estudo

e H 1.0 (hipdtese nula): Nao existem diferengas estatisticamente significativas na
abertura dos tubulos dentinarios apds imersdo do particulado de dentina autégena
numa solu¢do alcodlica basica (dentina mineralizada) ou com aplicacdo de uma
solucdo de EDTA a 10% (dentina parcialmente desmineralizada) apds andlise com

recurso a microscopia eletronica.

e H 1.1 (hipotese teste): Existem diferencas estatisticamente significativas na abertura
dos tubulos dentindrios apo6s imersdo do particulado de dentina autégena numa
solugdo alcoolica basica (dentina mineralizada) ou com aplicacdo de uma solucao de
EDTA a 10% (dentina parcialmente desmineralizada) ap6s andlise com recurso a

microscopia eletronica.
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III. Materiais e métodos

1. Tipo de estudo

Estudo de investigagado piloto experimental “in vitro”.

2. Local de realizacao do estudo

Este estudo de investigacdo piloto experimental “in vitro” foi realizado no
Laboratério de Microscopia Eletronica e Histomorfologia (Cmicros) do Centro de

Investigacao Interdisciplinar da Egas Moniz (CiiEM).

3. Amostra

A amostra ¢ constituida por 60 dentes integros extraidos por motivos periodontais,
ortoddnticos, terceiros molares inclusos e dentes total ou parcialmente impactados, na
Clinica Dentéria Egas Moniz, tendo sido estes triturados com recurso & maquina “Smart
Dentin Grinder™”. Foram excluidos dentes endodonciados e com restauragdes ou caries
extensas. Os 60 dentes foram distribuidos equitativamente por trés grupos de estudo,
sendo cada grupo constituido pelas respetivas 20 amostras. Em cada amostra foram
avaliados aleatoriamente 50 tabulos dentinarios, dando um total de 1000 tabulos
dentindrios avaliados por grupo, perfazendo um total de 3000 tibulos dentinarios
avaliados. Em cada amostra foram recolhidas 5 imagens, dando um total de 100 imagens

por grupo, dado que cada imagem representa uma particula de dentina diferente.

4. Materiais

- Brocas esféricas de carbide de tungsténio

- Cureta Gracey

- “Smart Dentin Grinder™” (Kometabio, USA)

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

- Solugdo de EDTA a 10%
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- Solucao salina tampao fosfatada estéril (PBS)

- Dentes humanos

- Capsulas de trituracao esterilizadas

- Pipetas de plastico

- Godés esterilizados

- Méquina de evaporagdo a vacuo JEE-400

- Paladio

- Microscoépio eletronico de varrimento (SEM) — JSM-5400

5. Grupos de estudo

Foram definidos trés grupos de estudo: Grupo A (controlo-sem tratamento),
Grupo B (dentina mineralizada) e Grupo C (dentina parcialmente desmineralizada), de
acordo com o respetivo processamento aplicado. Em cada grupo constam 20 dentes dando

um total de 60 dentes, conforme representa a tabela 9:

Grupo A Grupo B (dentina mineralizada)  Grupo C (dentina parcialmente

(controlo) n=20 desmineralizada) n=20
n=20

Sem Aplicagdo de “cleanser” durante 10 | Aplicacdo de “cleanser” durante 10
tratamento | minutos + Aplicagdo de PBS | minutos + Aplicagdo de EDTA a
durante 3 minutos 10% durante 2 minutos + Aplicacao

de PBS durante 3 minutos

Tabela 9: Grupos de estudo

6. Protocolo experimental

Preparacdo do dente

1. Eliminacdo do tecido periodontal e calculo dentério associado ao dente extraido
com o auxilio de cureta de gracey e broca de tungsténio (Figura 1)

2. Secagem do dente com seringa de ar

56



1lI-Materiais e métodos

Figura 1: Preparacdo do dente com broca de tungsténio para o processamento

Trituracio do dente com a maquina “Smart Dentin Grinder™”

3. Coloca-se o dente no interior da cAmara de trituragdo da maquina “Smart Dentin

Grinder™” a alinham-se as marcagdes para encaixar a camara esterilizada na

maquina (Figura 2)
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Figura 2: Dente dentro da cAmara da maquina “Smart Denti Grinder™” o

4. Roda-se a cdmara da maquina no sentido anti-horario para trancar o sistema

5. Seleciona-se a opgdo GRIND, e pressiona-se UP e DOWN de forma a definir a
definir o tempo de trituragdo (3 segundos) (Figura 3)

6. Seleciona-se a opg¢do SORT, pressionando-se UP e DOWN de forma a definir o
tempo de separagdo (20 segundos) (Figura 3)

7. Seleciona-se a op¢do START para iniciar o processo (Figura 3)
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Figura 3: Selecdo das defini¢oes adequadas no painel para a trituragdo do dente

8. Abre-se 0 compartimento superior que possui o particulado com as dimensdes
pretendidas (300-1200um), sendo desperdi¢ado o particulado com dimensdes

inferiores a 300um presente no compartimento inferior (Figura 4 e Figura 5)

Figura 4: Particulado de enxerto de dentina autégena humana, obtido ap6s trituragdo. (Compartimento
superior ¢ inferior respetivamente)
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Figura 5: Particulado de dentina autégena humana com as dimensdes pretendidas situadas entre 300 ¢
1200pm

9. Disposigao do particulado pelos grupos de estudo estipulados (Figura 6)

Grupo A (n=20) Grupo B (n=20) Grupo C (n=20)

Figura 6: Particulado de dentina autégena humana distribuido pelos respetivos grupos de estudo (Ver tabela
7. Grupos de estudo)
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Tratamento do particulado com a solugdes (Figura 7)

10. Coloca-se o particulado num godé esterilizado e aplica-se o “cleanser” durante
10 minutos

11. Apos a acdo do “cleanser”, o mesmo ¢ removido com auxilio de uma pipeta e
compressa esterilizadas

12. Aplicagdo do EDTA a 10% durante 2 minutos (passo aplicavel apenas ao grupo
C — dentina parcialmente desmineralizada)

13. Apos a agdo do EDTA, o mesmo ¢ removido com auxilio de uma pipeta e
compressa esterilizadas (passo aplicavel apenas ao grupo C — dentina
parcialmente desmineralizada)

14. Aplicagdo de PBS durante 3 minutos

15. Apos aagdo do PBS, o mesmo € removido com auxilio de uma pipeta e compressa

esterilizadas

{080 Trindade

980 Trindade

€0TA 10% PBS

’w ‘!‘(\1 y F 19 T’“ 4,5310(.

lodo Trindade

off
“olica NaOH o,sM !'

dlcool 30%

‘%

Figura 7: SolugGes aplicadas ao particulado de dentina, “cleanser”, EDTA e PBS respetivamente

Recobrimento das amostras com paladio

16. As amostras numeradas s3o colocadas num suporte metalico para o recobrimento

(Figura 8)
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17. As amostras sdo colocadas no interior da maquina de evaporacdo a vacuo JEE-
400, onde sdo recobertas com particulas de paladio, de forma a permitir a

observacdo das amostras com recurso ao SEM (Figura 9)

Figura 9 Maquina de evaporagéo a vacuo JEE-400

Observacio ao Microscopio eletronico de varrimento (SEM) — JISM-5400

18. As amostras sdo observadas com uma magnificagdo de 1000x, com uma distancia

de trabalho de 13mm e com alta voltagem de 20Kv (Figura 10)
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sy xi.o00  TnD

Figura 10: Microscépio eletronico de varrimento (SEM) — JSM-5400

Medicdo do didmetro dos tubulos dentinarios

19. Determinag@o do didmetro dos tibulos dentinarios das varias amostras através do

programa informéatico “Imagel]” (Figura 11)
-

|Angle |Length |
0 3.811

Figura 11: Determinagio do didmetro dos tibulos dentinarios através do programa “Image]J”
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IV.  RESULTADOS

1. Determinacio do didmetro dos tiibulos dentinarios

Foram obtidas imagens ao microscopio eletronico de varrimento (SEM) das

amostras dos respetivos grupos de estudo (Ver Tabela 10: Grupos de estudo)

Grupo A Grupo B (dentina Grupo C (dentina parcialmente

(controlo) n=20 mineralizada) n=20 desmineralizada) n=20

Sem tratamento | Aplicagdo de “cleanser” | Aplicacdo de “cleanser” durante 10
durante 10 minutos + | minutos + Aplicagdo de EDTA a 10%
Aplicacao de PBS durante 3 | durante 2 minutos + Aplicagdo de

minutos PBS durante 3 minutos

Tabela 10: Grupos de estudo

Em cada grupo foram avaliadas as respetivas 20 amostras e em cada amostra
foram avaliados 50 tGbulos dentinarios, dando um total de 1000 tubulos dentinarios
avaliados por grupo. Em cada amostra foram recolhidas 5 imagens, dando um total de
100 imagens por grupo, dado que cada imagem representa uma particula de dentina
diferente.

Na figura 12 podemos observar a superficie de uma particula de dentina
pertencente ao Grupo A (controlo) que ndo sofreu agdo da solugdo desinfetante
(“cleanser”) e/ou EDTA. E de salientar a presenga de iniimeros tubulos dentinarios

dispersos pela superficie juntamente com varios fragmentos de esmalte.
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Amostra 8 613
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm

Figura 12: Uma das particulas de dentina do Grupo A, observada ao SEM (1000x)

Nas figuras 13 podemos observar a superficie de uma particula de dentina
pertencente ao Grupo B (dentina mineralizada) apos ter sofrido ag¢do da solugdo
desinfetante (“cleanser”). Tal como observado na figura 12 € de salientar a presenga de
inameros tibulos dentinarios dispersos pela superficie juntamente com varios fragmentos
de esmalte. Porém, quando comparados os didmetros dos tibulos dentinarios analisados

com os do grupo A, verifica-se que os mesmos apresentam um maior calibre.

)

Amostra 10 961
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm

Figura 13: Uma das particulas do Grupo B, observada ao SEM (1000x)
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Na figura 14 podemos observar a superficie de uma particula de dentina
pertencente ao Grupo C (dentina parcialmente desmineralizada) apds ter sofrido agdo da
solugdo desinfetante (“cleanser”) e de EDTA. Tal como observado nas figuras 12 e 13 ¢
de salientar a presenga de inumeros tibulos dentindrios dispersos pela superficie
juntamente com varios fragmentos de esmalte. Porém, quando comparados os didmetros
dos tiibulos dentinarios analisados com os do grupo A e do grupo B, verifica-se que os

mesmos apresentam um maior calibre.

L SR
&7

o RN
Amostra 7 669
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm

Figura 14: Uma das particulas do Grupo C, observada ao SEM (1000x)

Com recurso ao programa informatico “Imagel)”, foram medidos aleatoriamente
o diametro de 50 tibulos dentindrios de cada amostra através das imagens obtidas,
perfazendo um total de 3000 tubulos dentindrios medidos. Inicialmente, foi feito a
medicao da escala da imagem de forma a ser realizada a calibragdo da régua digital tal

como esta representado na figura 15.
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® o Set Scale

Distance in pixels: 197.5006

Known distance: 40

Pixel aspect ratio: 1.0

Unit of length: [ um

Click to Remove Scale

| Global
Scale: 4.9375 pixels/um

Help Cancel

Figura 15: Medigdo da escala da imagem para calibragdo da régua digital com o programa informatico
“ImageJ”

Apos a calibragdo é iniciada a medigdo dos tubulos dentinarios, o valor de cada

medigdo € transposto automaticamente para uma tabela (Figura 16).

Qjojc|ofF £\ |Ala|a|C] Qlos s]s]7] | |»

" x=152.71 (754), y=116.25 (574), value=152,152,152 (#989898)
~ - )

Figura 16: Medigdo do didmetro dos tibulos dentinarios de uma particula de dentina com o programa

informatico “Image]”
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A medicdo dos tubulos, além de ter sido realizada de forma aleatoéria, foi feita na
sua totalidade com um angulo de O graus, o que permitiu que todos os tubulos fossem
avaliados da mesma forma e com o mesmo critério, aumentando a reprodutibilidade e
aleatoriedade dos testes realizados (Figura 17). Todas as avaliagdes foram feitas por um
unico operador (JT). De forma a ser efetuada a calibragdo intra-examinador foram
selecionados aleatoriamente tibulos de uma amostra e feitas a respetivas medicdes.

Tendo as mesmas medi¢des sido repetidas apos uma semana, foi verificado uma

concordancia dos resultados de 90%.

o] ofB < 1| Al a| o]0 Qo

x=63.59 (314), y=59.34 (293), value=158,158,158 (#9e9e9e)
3

+t,
++ ]

IOOOOOOOOOQOOO

. 3 . ‘. i ; “;"-

Figura 17: Critério de medigéo dos tibulos dentinarios de uma particula de dentina com o programa
mformatico “Imagel”

2, Metodologia da analise estatistica

Na analise geral da amostra as varidveis numéricas sdo resumidas através da
média, desvio padrdo (DP), erro padrdo (EP), intervalo de confianga para a média (IC
95%), minimo e 0 maximo.

Para avaliar a hipotese de estudo, verificando-se igualdade de varidncias e dados
homogéneos com distribuicdo normal, foi utilizado o teste One-way ANOVA com
comparagdes multiplas de Tuckey.

A anélise estatistica foi realizada com recurso ao programa informatico IBM SPSS

versdo 24.0,2016 (IBM Corporation, New York, USA).
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3. Caracterizacao estatistica da amostra

A Tabela 11 apresenta os resultados referentes a estatistica descritiva do diametro
dos tabulos dentindrios consoante o grupo respetivo. Nesta mesma tabela podemos
observar que as médias do didmetro dos tibulos dentinarios variam de acordo com o
grupo, o mesmo se aplica ao desvio padrao e intervalo de confianca (95%).

Relativamente aos grupos, a média do didmetro dos tibulos dentinarios do Grupo
A = 1,401%0,285 (controlo) ¢ inferior & média do didmetro dos tubulos dentinérios do
Grupo B =2,123+0,303 (dentina mineralizada). No diz respeito ao Grupo B, a média do
didmetro dos tiibulos dentinérios deste ¢ inferior ao do Grupo C = 3,323+0,415 (dentina
parcialmente desmineralizada).

Tendo o Grupo C a média mais alta no que se refere a abertura dos tiibulos

dentinarios.
Intervalo de
Numero confianga (95%
n | detibulos | Média DP — — Minimo | Maximo

Grupo Limite | Limite
dentinario . . .

superior | inferior

]

A-Controlo 20 1000 1,401 0,285 1,534 1,267 0,978 1,822

B-Dentina 20 1000 2,123 0,303 2,265 1,981 1,599 2,661

mineralizada

C-Dentina 20 1000 3,323 0,415 3,517 3,128 2,547 4,073
parcialmente

desmineralizada

Tabela 11: Estatistica descritiva do didmetro dos tubulos dentinarios consoante o grupo
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Verificou-se a existéncia de homogeneidade e de uma distribui¢do normal para

todos os grupos de estudo, dado que ndo foi necessario recorrer a eliminagdo de outliers

(Tabela 12).

4,000

3,000

2,000

Diametro dos tubulos (um)

1,000

T
A - Controlo

Grupo

T
B - Mineralizado

T
C - Parcialmente desmineralizado

Tabela 12: Boxplot representativo do didmetro dos tiibulos dentindrios dos grupos de estudo

Foi realizado um teste One-way ANOVA (Tabela 13), para amostras homogéneas

e com distribui¢do normal, seguido de um teste de comparagdes multiplas de Tuckey

(Tabela 14).

Foram observadas diferengas estatisticamente significativas (p<0,001) entre os

grupos de estudo no que diz respeito a abertura dos tibulos dentinarios consoante o

processamento aplicado (Tabela 13 e Tabela 14).

Soma dos Quadrado
Quadrados gl Médio F Significancia
Entre Grupos
37,710 2 18,855 163,188 0,000
Nos grupos
6,386 57 0,116
Total 44,296 59

Tabela 13: Estatistica descritiva do didmetro dos tibulos dentindrios consoante o grupo segundo teste One-

way ANOVA
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Intervalo de Confianga

Diferenga 95%

média (I- Erro Signific Limite Limite
(D) Grupo (J) Grupo 1)) Padrio ancia inferior superior
A — Controlo B - Mineralizado | 4722700 | 0.107491 | 0000 | -098137 | -0.46403

C - Parcialmente

: " -1,922300 0,107491 0,000 -2,18097 -1.66363
desmineralizado

B -Mineralizado A - Controlo 0,722700 0,107491 0,000 0,46403 0,98137

C - Parcialmente

: 3 -1,199600 0,107491 0,000 -1,45827 -0.94093
desmineralizado

C -Parcialmente A - Controlo 1,922300 0,107491 0,000 1,66363 2,18097

desmineralizado
1,199600 0,107491 0,000 0,94093 1,45827

B -Mineralizado

Tabela 14: Estatistica descritiva do didmetro dos tiibulos dentindrios consoante o grupo segundo o teste de
Tuckey

Verifica-se com diferengas estatisticamente significativas, (p<0,001) que as
médias dos diametros dos tibulos dentinarios do Grupo A = 1,401+0,285 (controlo) e do
Grupo B = 2,123+0,303 (dentina mineralizada) sdo mais baixas do que a média do
didmetro dos tubulos dentinarios do Grupo C = 3,323+0,415 (dentina parcialmente
desmineralizada), tendo este Gltimo a média mais alta

Estes dados permitem afirmar que o tratamento do particulado de dentina
autogena humana com uma solugdo alcoolica basica desinfetante “cleanser” seguido da
aplicagdo de EDTA (Grupo C - dentina parcialmente desmineralizada) permite a maior

abertura dos tabulos dentinarios quando comparado com os restantes grupos (Tabela 15).

3,4

2,55

0,85

Grupo A Grupo B Grupo C

Tabela 15: Grafico de barras de médias dos grupos de estudo
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V. DISCUSSAO

1. Pertinéncia do tema

Presentemente o tratamento do edentulismo baseia-se principalmente na
reabilitacio com implantes dentarios. Sendo fundamental a manutengdo e
biodisponibilidade dssea adequada de modo a que reabilitagdo, implanto-suportada, seja
funcional e estética a longo prazo (Minamizato et al., 2017; locca et al., 2017; Milinkovic
& Cordaro, 2014).

Este tipo de reabilitagdo oral tornou-se uma das opcdes de tratamento mais
previsivel. Naturalmente, a necessidade de evitar a perda dssea alveolar, leva ao interesse
pelas técnicas de regeneracdo ossea (Minamizato et al., 2017; Koga et al., 2016).

Os substitutos 6sseos tém sido intensivamente estudados e utilizados, nas técnicas
de regeneragdo 0ssea, de forma a reconstruir e aumentar o volume 6sseo. Existem
atualmente quatro tipos de enxerto 6sseo, que sdo eles o autdogeno, aldgeno, aloplastico e
xendgeno. Sendo que a escolha de um destes biomateriais depende de aplicabilidade
clinica e volume do defeito (Kim et al., 2013).

Apesar do osso autdogeno ser considerado o “gold-standard”, devido as suas
caracteristicas osteoindutivas, ostecondutoras e osteogénicas inerentes, 0s mesmos
apresentam limita¢des. Limitagdes estas que podem resultar em alta morbilidade, alta taxa
de reabsorcao e alto custo para o doente (Kim et al., 2013).

Com o objetivo de colmatar as limitagcdes dos enxertos acima referidos, tornou-se
inevitdvel desenvolver um biomaterial de enxerto capaz de realizar o processo de
regeneracdo Ossea € concomitantemente superar as desvantagens destes (Minamizato et
al., 2017).

A dentina tem atraido muita atengdo e, portanto, tem sido alvo de diversos estudos
devido ao seu potencial uso como biomaterial de enxerto para regeneragdo Ossea, pois
além de possuir um contetdo mineral elevado, quando comparado com os restantes
substitutos 0sseos, possui uma alta semelhanga com o osso alveolar tanto na sua
composi¢ao como na sua estrutura (Canto-Diaz et al., 2018; Kim et al., 2013). Atualmente
existem diversos métodos de processamento da matriz de dentina autégena, no entanto,

existem escassas informacdes acerca do processamento adequado da matriz dentina a ser
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usada como biomaterial de enxerto (Koga et al., 2016; Atiya et al., 2014; Tabatabaei et
al., 2016).

Recentemente foram desenvolvidas técnicas de processamento que permitem a
utilizagdo da matriz de dentina, mineralizada e parcialmente desmineralizada, para
enxerto imediatamente apds a extragdo dentdria. Além de estes métodos superarem
limitagcdes relacionadas com os restantes métodos descritos, permitem a sua
aplicabilidade da matriz de dentina autégena 15 a 20 minutos apds a extracao dentdria.
Adicionalmente permite obter um particulado ausente de bactérias, virus e toxinas pronto
a ser utilizado como biomaterial de enxerto para regeneraciao 6ssea (Binderman et al.,

2014; Calvo-Guirado et al., 2018; Koga et al., 2016).

2. Analise do estudo realizado

O objetivo deste trabalho de investigacdo foi comparar dois métodos de
processamento da matriz de dentina autégena humana (mineralizada e parcialmente
desmineralizada), relativamente a abertura dos tibulos dentinarios. Esta foi triturada com
o auxilio da maquina “Smart Dentin Grinder™” e tratada com uma solugdo alcodlica
basica desinfetante (“cleanser”), com uma solucdo desmineralizante (EDTA) (exclusiva
do grupo ¢ — dentina parcialmente desmineralizada) e ainda com uma solugao fosfatada
tampao (PBS). As observagdes microscopicas foram realizadas com microscopio
eletronico de varrimento (SEM) e as medigdoes dos diametros dos tibulos foram
determinadas com o programa informatico “ImageJ”.

Tal como no estudo de Williams et al. (2015) foi realizada a analise do diametro
dos tibulos dentindrios através do programa “Imagel”’, que consiste num método
eficiente e pouco dispendioso para andlise de imagens obtidas com recurso a microscopia
eletronica (SEM). O programa informatico permitiu converter o resultado da abertura do
didmetro dos tibulos dentindrios em dados numéricos, que podem ser facilmente
estudados e replicados.

O uso da solugdo alcodlica “cleanser” teve como principal objetivo dissolver
matéria e residuos organicos dispostos a superficie do particulado, que simultaneamente
promove a abertura dos tubulos dentinarios. O etanol presente na solugdo afeta apenas
compostos organicos presentes na superficie externa, pois ndo consegue transpor a
superficie mineral externa e, portanto, ndo danifica o colagénio nem a matriz organica da

dentina (Calvo-Guirado et al., 2018). A solu¢do de EDTA a 10%, aplicada
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exclusivamente ao grupo da dentina parcialmente desmineralizada, teve como finalidade
aumentar o didmetro dos tibulos dentindrios por meio de a¢do desmineralizante. O
aumento do didmetro dos tubulos permite a libertagdo dos compostos da matriz dentinaria
que desempenham um papel importante na remodelagdo e formagao dssea (Tabatabaei et
al., 2016). A solucao tampao (PBS) aplicada, no fim do processamento do particulado de
dentina, permite interromper a a¢do quimica dos compostos bem como promover a
manuten¢do do ph (Binderman et al., 2014).

No estudo de Binderman et al. (2014), foi observado com recurso a microscopia
eletronica, um particulado de dentina autdgena mineralizada humana apo6s o respetivo
processamento. Porém, enquanto que no estudo do Binderman foi observado e analisado
as particulas de dentina mineralizada, nesta investigacdo realizou-se a andlise
comparativa entre o resultado do processamento tanto do particulado de dentina autogena
humana mineralizada como parcialmente desmineralizada.

Os resultados obtidos, decorrentes deste estudo de investigacdo, permitem afirmar
que existem diferengas estatisticamente significativas (p<0,001) entre o processamento
da matriz de dentina autégena humana mineralizada (2,12340,303) e parcialmente
desmineralizada (3,323+0,415), no que toca a abertura do didmetro dos tabulos
dentinarios. No entanto, era benéfico a realizacdo de mais estudos “in-vitro” que
permitissem contabilizar e definir, através de espectroscopia de raio X por dispersdo em
energia (EDS), qual o grau de desmineralizagdo que as solugdes, “cleanser” e EDTA a
10%, efetuam na matriz de dentina, consoante as dimensdes do particulado, através da
determinagdo das concentragdes minerais antes € apds processamento.

Verificou-se que o volume de particulas resultante do processo de trituragdo ¢
cerca de 2 a 3 vezes superior ao volume original do dente, demonstrando resultados
acordantes com estudo de Calvo-Guirado et al. (2018) onde o mesmo afirma que 0,25gr
de dente humano originam, apos trituragdo, 1.0cc de biomaterial.

Foi apurado um aumento do didmetro dos tibulos dentinarios, apos o
processamento do particulado de dentina autdgena mineralizada numa solugdo alcoolica
basica (“cleanser”), sendo os resultados acordantes com o estudo de Binderman et al.
(2014). Este aumento ¢ devido a presenga de NaOH e alcool a 30% na composicao da
solugdo “cleanser”, que, além de atuar de forma a eliminar bactérias e virus, dissolve
matéria e residuos organicos da superficie do particulado (Calvo-Guirado et al., 2018).

No entanto, esse aumento de didmetro dos tibulos, foi maior apds o

processamento do particulado de dentina autdégena humana numa solugdo
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desmineralizante (dentina parcialmente desmineralizada), tal como ocorreu no estudo de
Koga et al. (2016). A dentina parcialmente desmineralizada contém uma maior
percentagem de fatores de crescimento, que aquando da realizacdo da abertura dos
tubulos através do processo de desmineralizagdo, ira permitir a libertagcdo destes. Sendo
demonstrado no estudo de Koga et al. (2016), uma maior percentagem de formagao dssea,
no diz respeito a dentina parcialmente desmineralizada, quando comparada com a
mineralizada (Koga et al., 2016).

Outro fator a ter em conta, acerca do processo de desmineralizacao, prende-se pelo
facto de que o mesmo leva a dissolucgao do calcio das superficies das particulas, que por
sua vez origina a formag¢do de regides porosas e rugosas que favorecem os processos de
adesdo e proliferacao celular, das células osteoprogenitoras, essenciais na cascata de
formagdo d6ssea (Khanijou et al., 2018).

O processo de trituragdo com a maquina “Smart Dentin Grinder™” permite obter
e selecionar um particulado com um tamanho compreendido entre 300 a 1200pm o que ¢
altamente benéfico para o sucesso da técnica. Pois, segundo o estudo de Koga et al.
(2016), a formagao de novo osso, nomeadamente com dimensdes de particula de tamanho
compreendido entre 800 a 1200um, ¢ muito superior quando comparado a dimensdes de
particulas fora de este intervalo (Koga et al., 2016).

Eventualmente teria sido interessante, analisar como varia a média da abertura do
didmetro dos tubulos dentinarios consoante o tempo de aplicagdo da solucdo
desmineralizante (EDTA). Visto que, o mesmo fomenta a libertagdo dos fatores de
crescimento da matriz organica da dentina que t€ém um papel direto na formagdo e

remodelagdo Ossea.
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VI Conclusao

Apos a realizacdo deste trabalho de investigacdo e formuladas as hipoteses, foi
concluido que tanto a solucdo alcodlica basica desinfetante (“cleanser’”) como a solucao
desmineralizante (EDTA), integrantes no protocolo de processamento do enxerto de
matriz de dentina autdégena humana, promovem a abertura dos tibulos dentinarios.
Contudo foi demonstrado, com diferencas estatisticamente significativas, que o
tratamento do particulado de dentina autégena humana com a solugdo alcoolica bésica
desinfetante “cleanser” seguido da aplicagdo de EDTA a 10% (Grupo C - dentina
parcialmente desmineralizada) permite a maior abertura dos tibulos dentinarios.

Sendo assim a hipotese de estudo H1.1 foi comprovada, existindo diferencas
estatisticamente significativas na abertura dos tubulos dentinarios apds imersdao do
particulado de dentina autégena numa solucao alcodlica basica (dentina mineralizada) ou
com aplicacdao de uma solugdo de EDTA a 10% (dentina parcialmente desmineralizada)
apos analise com recurso a microscopia eletronica.

Podemos assim concluir que, a matriz de dentina parcialmente desmineralizada,
devido ao tempo relativamente curto de preparagdo e as suas caracteristicas inerentes,
possa ser considerada como uma op¢do de tratamento viavel no ambito da regeneragdo

ossea.
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VII. Perspetivas futuras

Demonstra-se relevante a realizagdo de mais estudos “in vivo” em animais e
humanos randomizados, com um longo periodo de acompanhamento, de forma a
averiguar e comparar os métodos de processamento da matriz dentina autdogena, bem
como determinar qual o verdadeiro impacto que, a aplicagdo de uma solugdo
desmineralizante (EDTA), provoca no que toca a formagao de novo 0sso, nomeadamente
acerca da densidade, qualidade e quantidade obtida.

Sdo também requeridos mais estudos humanos, a longo prazo, de forma a aferir a
eficdcia dos processamentos aplicados ao particulado de dentina autdgena humana.

Surge também a necessidade da realizacdo de mais estudos, em animais e em
humanos, de forma a verificar qual a influéncia dos varios métodos de processamento da
matriz de dentina, no que toca ao coeficiente de estabilidade implantar e a respetiva

osteintegracdo e sobrevivéncia dos mesmos.
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4. Base de dados Grupo B (matriz de dentina mineralizada)
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5.Base de dados Grupo C (matriz de dentina parcialmente desmineralizada)
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6.Particulado de dentina autégena humana em tubo ependorf

7. Particulado de dentina imerso em soluc¢iao de EDTA a 10%




8. Ph final do particulado apés processamento para dentina parcialmente
desmineralizada

9. Uma das particulas de dentina do Grupo A, observada ao SEM (1000x)

Amostra 2 574
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm




10. Uma das particulas de dentina do Grupo A, observada ao SEM (1000x)

Amostra 16 1045
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm

Amostra 5 684
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm




12. Uma das particulas do Grupo C, observada ao SEM (1000x)
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Amostra 19 1065
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm

Amostra 4 596
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm




14. Uma das particulas do Grupo B, observada ao SEM (1000x)

Amostra 12 983
MAG: 1000x HV:20kV WD: 13 mm




