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RESUMO

Objetivos: Avaliar o efeito dos agentes de reticulacdo na mineralizagdo ex vivo
de dentina profunda, por andlise da variagdo da microdureza de Vickers a fragmentos de
dentes tratados de acordo com um protocolo anteriormente desenvolvido (Kakavas,
2020).

Materiais e métodos: 50 fragmentos de dentina profunda foram divididos,
aleatoriamente, por 5 grupos experimentais (n=10): Grupo Dp0 — dentina profunda sa;
Grupo Dpl — dentina profunda tratada com HCI (10 mM), 60 s; Grupo Dp2 — dentina
profunda tratada com HCI e posteriormente com uma solucdo de calcio (15,8 mM) em
tampdo de neutralizacdo pH 7,4 contendo fosfatos (12,6 mM), 72 h a 21 °C; Grupo Dp3
— dentina profunda tratada com HCI, com solu¢do de glutaraldeido (5%) durante 1 h a
37 °C e posteriormente com uma solug¢do de calcio em tampao de neutralizacao pH 7,4
contendo fosfatos; Grupo Dp4 — dentina profunda tratada com HCI, com solucdo de
genipina (0,5%) durante 1 h a 37 °C e posteriormente com uma solu¢do de calcio em
tampao de neutralizacdo pH 7,4 contendo fosfatos. Apds o tempo de tratamento avaliou-
se a microdureza de Vickers dos espécimes e os resultados obtidos foram estatisticamente
analisados aplicando o teste ANOVA a um fator.

Resultados: A média dos valores médios obtidos para a microdureza de Vickers
para a dentina profunda de cada grupo foram: grupo Dp0 — 66,5+5,2 HV; grupo Dpl
— 61,9+6,8 HV; grupo Dp2 — 77,7£8,4 HV; grupo Dp3 — 76,5+8,8 HV; grupo Dp4
— 66,4+8,0 HV.

Conclusao: A utilizagdo de uma solucao de mineralizante, induziu um aumento
na microdureza de Vickers da dentina profunda. No entanto, o glutaraldeido nao
apresentou qualquer efeito favorecedor da mineralizagdo e o consequente aumento da
microdureza. Por outro lado, a adicdo de genipina parece ter inibido o processo de

mineralizacdo da dentina profunda, provocando uma diminui¢ao da microdureza.

Palavras-chave: Dentina profunda; Genipina; Glutaraldeido; Remineralizacao






ABSTRACT

Objective: to evaluate the effect of crosslinking agents on the ex vivo
mineralization of deep dentin, by measuring the Vickers microhardness, based on
previously obtained results (Kakavas, 2020).

Materials and methods: 50 deep dentin fragments were randomly divided into 5
experimental groups (n=10): Group Dp0 — sound deep dentin; Group Dp1 — deep dentin
treated with HC1 (10 mM), 60 sec; Group Dp2 — deep dentin treated with HCI and
subsequently with a calcium solution (15,8 mM) in a pH 7,4 neutralization buffer
containing phosphates (12,6 mM), 72 h at 21 °C; Group Dp3 — deep dentin treated with
HCI, with a glutaraldehyde solution (5%), for 1 h at 37 °C and later with a calcium
solution in a pH 7,4 neutralization buffer containing phosphates; Group Dp4 — deep
dentin treated with HCI, with a genipin solution (0,5%), for 1 h at 37 °C and then with a
calcium solution in a pH 7,4 neutralization buffer containing phosphates. After the
treatment time, the Vickers microhardness of the specimens was evaluated, and the results
obtained were statistically related by applying the one-way ANOVA test.

Results: The mean of the mean values obtained for the Vickers microhardness for
the deep dentin of each group were: Group Dp0 — 66,5+5,2 HV; Group Dpl — 61,9+6,8
HV; Group Dp2 — 77,7£8,4 HV; Group Dp3 — 76,5+£8,8 HV; Group Dp4 — 66,4+8,0
HV.

Conclusion: The use of a mineralizing solution induced an increase in the Vickers
microhardness of the deep dentin. However, glutaraldehyde did not have any effect that
favors mineralization and the consequent increase in microhardness. On the other hand,
the addition of genipin seems to have inhibited the mineralization process of deep dentin,

causing a decrease in microhardness.

Keywords: Deep dentin; Genipin; Glutaraldehyde; Remineralization
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Introducdo

1. INTRODUCAO

Os dentes sdo tecidos altamente mineralizados, estando por isso, constantemente
sujeitos a processos de desmineralizagdo e remineralizacdo (He et al.,, 2019). A
biomineralizagdo ¢ um processo organico complexo e dindmico no qual ocorre a
formagdo de cristais minerais numa matriz organica para originar tecidos bioldgicos
hibridos, como a dentina, sendo a sua compreensao fundamental para o desenvolvimento
e inovagao do tratamento de condigdes patologicas como a doenga de carie (Abou Neel
et al., 2016; Di Foggia et al., 2019).

O colagénio tipo 1 € o principal componente da matriz organica da dentina e o
arranjo tridimensional das suas fibras forma uma estrutura altamente organizada, onde
ocorre formagao de hidroxiapatite (HA) a partir de ides célcio, de ides fosfato e de ides
hidroxilo (Abou Neel et al., 2016; Tomoaia & Pasca, 2015). Esta estrutura organica ¢
estabilizada por ligagdes de hidrogénio e cruzadas (ou de crosslink), inter e intracadeais,
cuja formagdo pode ser adicionalmente induzida por agentes de reticulacdo (ou de
crosslink) de colagénio extrinsecos, como o glutaraldeido e a genipina (Abou Neel et al.,

2016; Al-Ammar et al., 2009).

1.1. DENTINA E SUA ESTRUTURA

A dentina ¢ um complexo hidratado constituido em peso por 70% de matriz
inorganica, cujo principal componente ¢ Caio(PO4)s(OH) (hidroxiapatite/HA), 20% de
matriz organica e os restantes 10% de dgua (Cao et al., 2015). 91% da matriz organica é
constituida por colagénio, maioritariamente do tipo I, € em menor quantidade do tipo V.
Os componentes da matriz ndo colagénica incluem fosfoproteinas, proteoglicanos,
proteinas contendo gama-carboxiglutamato (proteinas Gla), glicoproteinas 4cidas, fatores
de crescimento e lipidos. Ja em volume, a matéria inorganica representa 45% da dentina,
enquanto as moléculas organicas e a agua 33% e 22%, respetivamente (Liwei et. al.,
2016). Segundo a literatura, este tecido biologico pode ser dividido em 5 tipos diferentes:
jungdes amelodintinaria (JAD) e cimentodentinaria (JCD), dentina do manto, dentina
primaria, dentina secundaria e dentina terciaria (Tjdderhane et al., 2012). Podemos ainda
distinguir 3 tipos de dentina: dentina do manto, dentina circumpulpar e pré-dentina. A

dentina do manto ¢ a primeira a formar-se e esta localizada subjacentemente ao esmalte
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e cemento e, apds a sua deposicao, € entdo formada a dentina circumpulpar, que constitui
a maioria da dentina e ¢ essencialmente constituida por fibrilhas de colagénio. A pré-
dentina consiste numa matriz organica nao mineralizada de dentina, situada entre a
camada de odontoblastos e dentina mineralizada (Liwei et al., 2016). A dentina
circumpulpar ¢ composta por quatro elementos: (1) tubulos orientados rodeados por (2)
uma zona peritubular altamente mineralizada embutida em uma matriz intertubular
consistindo em grande parte de (3) colagénio tipo I com cristais de apatite e (4) fluido
dentinario (Marshall, 1993).

A presenca de tubulos ¢ uma caracteristica central da dentina, afetando, por
exemplo, as suas propriedades mecanicas, a sua capacidade de resistir as forcas oclusais
e seu comportamento na adesdo (Tjdderhane et al., 2012). Os tubulos dentinarios resultam
dos processos odontoblasticos, atravessando toda a extensao da dentina desde a JAD ou
JCD até¢ a frente de mineralizagdo e, ao aproximarem-se da mesma, convergem, uma vez
que a superficie da camara pulpar contempla uma area muito menor que a area da
superficie de dentina ao longo da JAD (Liwei et al., 2016). Estdo normalmente
preenchidos, pelo menos em parte, por fluido proveniente dos odontoblastos (Marshall,
1993) e, sendo estruturas conicas, sdo maiores perto da polpa e mais finos na jungao
amelodentinaria (Liwei et al., 2016). Os tibulos seguem um percurso em forma de “S”
da periferia da dentina até a zona da polpa da dentina coronal, resultando estas curvaturas
da aglomerac¢do e do caminho seguido pelos odontoblastos a medida que se movem em
direcdo ao centro da polpa (Nanci, 2017). Os tubulos dentinérios nao sao tubos lisos, mas
sim canais que possuem paredes irregulares com varios ramos laterais e microcanais que
se ligam a tubulos adjacentes. O niimero de ramificagdes € maior nas zonas onde a
densidade tubular ¢ menor (Pashley, 1989; Mjor & Nordhal, 1996).

Os tibulos sao delimitados por um colar de matriz mais mineralizada, denominado
dentina peritubular, que comeca perto da frente da mineralizagdao (Nanci, 2017). Este tipo
de dentina ¢ depositado na face interna do lumen tubular pelos odontoblastos
posteriormente a formagao de dentina intertubular, mas o seu mecanismo de formacao e
a sua composicao exata ainda nao estdo completamente estabelecidas (Nanci, 2017;
Tjdderhane et al., 2012). E nitidamente distinta da dentina intertubular, sendo mais
mineralizada, praticamente livre de matriz colagénica € com maior propor¢ao de
proteoglicanos sulfatados. A dentina peritubular considera-se ser essencialmente

constituida por HA (Pashley, 1989; Tjaderhane et al., 2012; Liwei, et al, 2016), embora
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Introducdo

possa variar significativamente a sua simetria € o seu grau de mineralizagdo possam variar
significativamente (Tjdderhane et al., 2012).

A dentina intertubular compreende a maior parte do volume dentinario,
constituindo o centro da dentina circumpulpar. Estd localizada entre os tibulos
dentindrios € a sua matriz organica consiste principalmente em fibras de colagénio
orientadas aleatoriamente em angulos retos com os tubulos dentinarios (Liwei et al., 2016;
Nanci, 2017). A dentina intertubular ¢ formada pelo odontoblasto durante a
dentinogénese e forma-se por meio da mineralizacdo da pré-dentina (Tjdderhane et al.,
2012). A dentina intertubular representa o produto formativo primario dos odontoblastos
e consiste numa rede entrelagada de fibras de colagénio tipo I (50 a 200 nm de diametro)
dentro e ao redor das quais os cristais de apatite sdo depositados (Nanci, 2017).

Existem diferencas entre a estrutura da dentina superficial e profunda, pois as
quantidades relativas das areas tubular, peritubular e intertubular variam drasticamente
(figura 1), devido ao arranjo estrutural provocado pelas células formativas (Marshall,
1993). A medida que a distancia a polpa aumenta, ha uma diminui¢do no numero de
tubulos dentinarios, bem como o seu raio e a area ocupada pelos mesmos, sendo que para
estes dois ultimos os valores sdo aproximadamente 1,25 p e 22%, respetivamente, perto
da polpa, € 0,4 1 e 1%, respetivamente, na JAD. A area ocupada pela dentina peritubular
também diminui, com valores registados a volta dos 60% na pré dentina e 2,9% perto da
juncdo amelodentinaria, enquanto a drea ocupada pela dentina intertubular aumenta a
medida que nos afastamos da polpa, com um aumento de 12% para 96% (Pashley, 1989).
Todas estas caracteristicas estruturais contribuem para a heterogeneidade da dentina.
Como a dentina peritubular ¢ muito mais dura do que a dentina intertubular, e a dureza
dentinaria estd inversamente relacionada com a densidade tubular (Kinney et al., 1996),
essa alteracao pode contribuir para as diferengas gerais de dureza observadas na dentina.

Os cristais de apatite da dentina sdo muito menores (aproximadamente 5 x 30 x
100 nm) que aqueles encontrados no esmalte, apresentam menos quantidade de célcio,
consequéncia indireta da incorporagdo de fluor no cristal, e contém cerca de 5% a 6% de
carbonato (Marshall, 1993; Featherstone & Lussi, 2006). A presenga de carbonatos e
outras substituicdes idnicas perturba significativamente a estrutura cristalina da HA,
tornando-a mais vulneravel suscetivel a ataques acidos e a solubilidade (Featherstone &

Lussi, 2006).
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DS

@ @

Figura 1. Ilustragdo da diferenga no numero de tiibulos dentinarios (T) e presenca de dentina peritubular
(P) e intertubular (I), entre dentina profunda (DP) e a dentina superficial (DS) coronarias (adaptado de
Liwei et al., 2016).

Devido a estrutura tubular, a dentina ¢ uma estrutura altamente permeavel na qual
pode ocorrer nao apenas o fluxo de fluido dentinario para o exterior, mas também o
movimento para o interior, por exemplo, de microrganismos (Tjdderhane et al., 2012). A
permeabilidade da dentina ¢ altamente variavel e ¢ dependente da localizagcdo no dente,
sendo maior perto da polpa e dos cornos pulpares do que nas zonas adjacentes, derivado
das caracteristicas estruturais anteriormente descritas (Pashley et al., 1987). Ainda, o
conteudo de dgua ¢ bastante mais elevado na dentina profunda (22% do volume) do que

na dentina superficial (1% do volume) (Srinivasulu et al., 2012).

1.2. BIOMINERALIZACAO

A dentina circumpulpar € responsavel pela parte mais mineralizada da dentina e
normalmente envolve secrecdo de colagénio tipo I juntamente com a participagao de
proteinas ndo colagénicas (NCPs) para regulacdo da mineraliza¢ao (Sharma et al., 2021).
A maioria dos moduladores de mineralizagdo, incluindo proteinas colagénicas e nao
colagénicas, sdo secretados por odontoblastos, que também desempenham um papel
fundamental no transporte de ides Ca?* para a frente de mineralizacdo (Goldberg et al.,
1995). Na mineralizacdo da dentina, o colagénio tipo I, a principal proteina da matriz,
atua como um molde para a deposi¢ao mineral na presenca de NCPs (como a proteina da
matriz da dentina, DMP-1 e fosfoproteina da dentina, DPP) (D1 Foggia et al., 2019).

Durante a dentinogénese, ocorrem geralmente trés tipos de mineralizagao:
mineralizacdo guiada por vesiculas derivadas da matriz celular (na dentina do manto)
(Liwei et al., 2016), mineralizagdo derivada das moléculas da matriz extracelular (na

dentina intertubular) e mineralizacdo derivada do soro sanguineo (na dentina peritubular).
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Embora diferencas substanciais sejam reconhecidas entre os trés tipos de mineralizagao,
existem algumas caracteristicas comuns que permitem a proposi¢cao de um conceito geral

sobre os mecanismos envolvidos (Goldberg, 2011).

1.2.1. COLAGENIO

O colagénio tipo I € um heterotrimero, formado por duas cadeias al e uma cadeia
a2, com cerca de 1000 aminoacidos por cadeia, numa sequéncia repetida de glicina-X-Y,
em que geralmente, X corresponde a prolina e Y a hidroxiprolina, permitindo assim, a
formagdo de uma estrutura helicoidal com aproximadamente 300 nm de comprimento e
1,5 nm de largura (Landis et al., 2006; Henriksen & Karsdal, 2019; Martinez-Ortiz, 2014).
O colagénio tipo I ¢ constituido por um dominio central helicoidal e dois dominios
terminais ndo helicoidais, N (N-propéptido) e C (C-propéptido), sendo que o dominio
central corresponde a aproximadamente 95% da molécula na sua totalidade (Henriksen
& Karsdal, 2019). Apds a sua sintese no reticulo endoplasmatico, as trés cadeias o
associam-se umas as outras em C-terminal e a tripla hélice forma-se na direcdo de N-
terminal, formando assim o procolagénio (Yamauchi & Sricholpech, 2012). Durante este
processo, as moléculas sofrem modificagdes poOs-translacionais intracelulares como
glicosilagdo e hridroxilagdo (Cui et al., 2007). Posteriormente, as moléculas de
procolagénio sdo transportadas do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi e
seguidamente para o espago extracelular (Yamauchi & Sricholpech, 2012; Henriksen &
Karsdal, 2019), onde sdao convertidas em tropocolagénio (figura 2), através da remogao
dos propéptidos N e C pelas metaloproteinases, N-proteinase e C-proteinase,

respetivamente (Abou Neel et al., 2016).

17



Mineralizagdo da dentina profunda na presenga de agentes de reticulagdo — um estudo ex vivo

__— Dominios terminais N- e C- ~—

Cadeias al
Cadeia a2
Dominio central
N- propéptido C- propéptido.
'\ _—r

MQWO‘J-\J Procolagénio

e— 300y —'

ST RS e st et v Es S S e = AR E S S s e =

)oQchp@ wéoonﬁaooci «choc-ooc

WCWWI\WM
MWWW/1M

Fibrilha de colagénio

Figura 2. Ilustragdo esquematica da fibrilhogénese do colagénio (adaptado de Henriksen et al., 2019).

Fibra de colagénio

A estrutura tridimensional do colagénio foi primeiramente proposta por Petruska
e Hodge, em 1964, num estudo de microscopia eletronica. As suas observagdes levaram
ao modelo de estrutura quaternaria que, ao longo dos anos, foi refinado e em 2006, Orgel
et al. descreveu com maior detalhe as microfibrilhas. O modelo mais amplamente aceite
para descrever o emparelhamento das moléculas de colagénio consiste no alinhamento
paralelo e longitudinal de cinco moléculas de tripla hélice, com uma distdncia de
aproximadamente um quarto do comprimento molecular, para formar microfibrilhas (Cui
et al., 2007). Assim, depois de ambos os propéptidos N e C serem clivados, as moléculas
de colagénio sdo, entdo, espontaneamente emparelhadas em relacdo umas as outras com
uma distancia de repeticao axial, chamada de periodo D (~ 67 nm). Este arranjo gera
zonas repetidas de alta e baixa densidade, denominadas zonas de overlap (sobreposi¢ao),
com cerca de 27 nm, e zonas de gap (buracos), com aproximadamente 40 nm,
respetivamente, mostrando um padrdo carateristico de uma fibrilha de colagénio (figura

3) vista ao nivel ultraestrutural (Landis & Jacquet, 2013; Yaumachi & Sricholpech, 2012).
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I Overlap (~ 27 nm)
..................................... Periodo D (~ 67 m)

I Gap (~ 40 nm)

Fibrilha de colagénio

Figura 3. Ilustracdo dos buracos de colagénio (gaps) e das zonas de sobreposi¢do (overlaps) (adaptado de
Henriksen et al., 2019).

As moléculas de colagénio nas fibrilhas sdo tridimensionalmente estabilizadas por
fracas interacdes dispersivas, ligagdes de hidrogénio, fortes ligacdes covalentes
intermoleculares e ligagdes cruzadas que sdo criticas para a formagado de fibrilhas de
colagénio mecanicamente funcionais (Abou Neel et al., 2016; Yaumachi & Sricholpech,
2012). As fibrilhas podem reunir-se em fibras maiores e mais longas na ordem dos
nandmetros a alguns micrémetros de diametro, servindo como principal esqueleto e
estrutura de muitos tecidos (Zhu et al., 2018). A fibra final de colagénio pode ter de 20 a
400 nm de diametro e € estabilizada por quatro ligagdes covalentes de cross/ink por cada
molécula de colagénio, duas em cada ponta da molécula (Toroian et al., 2007). O
alongamento longitudinal e a agregacao lateral das fibrilhas de colagénio sao
responsaveis pelo aumento do seu didmetro e migracao em direcao ao local onde sofrem
mineralizagdo, por exemplo, movimento das fibrilhas de colagénio da predentina
proximal para a distal, onde ocorre a mineralizacdo (Nanci, 2017).

Na dentina, o colagénio tipo I acomoda ~ 56% do mineral nos seus orificios e
poros de fibrilhas (Abou Neel et al., 2016). Varios estudos mostraram que a nucleagdo do
mineral se da preferencialmente dentro das regides gap das fibrilhas de colagénio
(Robinson & Watson, 1952; Traub et al., 1989), onde a maioria dos cristais sdo bem
organizados em arranjos paralelos, em faixas escuras quase continuas (Traub et al., 1989).
E importante notar que, embora o mineral precipite preferencialmente nestas zonas, foi

demonstrado que os cristais crescem em dimensao e, eventualmente, excedem o tamanho
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da regido de gap (Traub et al., 1989). Além disso, o mineral foi encontrado tanto dentro
como fora das fibrilhas de colagénio, contundo, geralmente considera-se que a maioria

do mineral existe no interior (Nudelman et al., 2013).

1.2.2. NUCLEACAO E HIDROXIAPATITE

O componente inorganico dos tecidos biologicos duros designa-se hidroxiapatite,
Cai0(PO4)s(OH)2. Esta formula indica apenas o conteudo atdmico de uma entidade
conceptual chamada de célula unitaria ou unidade estrutural, que tem o menor niimero de
10es calcio, fosfato e hidroxilo capazes de estabelecer relagdes estaveis (Nanci, 2017).
Devido a presenca de uma variedade de substituicdes e alteragdes dentro da apatite
biologica, a sua relagdo calcio-fosfato ¢ diferente daquela da hidroxiapatite
estequiométrica (HA, 1,67). A célula unitaria da apatite bioldgica tem forma hexagonal e
as varias repeti¢oes desta produzem cristais de varios tamanhos (Abou Neel et al., 2016;
Nanci, 2017). Na dentina, os cristais sdo semelhantes a placas, com comprimento de 50
nm, largura de 20 nm e espessura de 2—5 nm (Vallet-Regi & Gonzalez-Calbet, 2004).

Viérios trabalhos sugeriram que a estereoquimica do polipeptideo de colagénio
tipo I e outros fatores sdo fundamentais nos eventos iniciais de deposi¢cao mineral nos
espacos intrafibrilhares da molécula (Silver & Landis, 2011; Wang et al., 2012). As
matrizes extracelulares dos tecidos sdo banhadas por uma solu¢do fluida supersaturada
com ides calcio e fosfato, que circulam dentro e fora das estruturas de colagénio (Silver
& Landis, 2011). Acredita-se que as cadeias laterais dos aminoacidos carregados com
polipeptideos nas proximidades das zonas de gap e overlap do colagénio tipo I (Petruska
& Hodge, 1964) contribuam com locais de liga¢do entre ides calcio (Ca®") e fosfato (PO4*
). A interagdo entre estes i0es, na presenga do colagénio, favorece a formagao da célula
unitaria de hidroxiapatite (fendmeno designado por nucleagdao), bem como o seu
subsequente crescimento e desenvolvimento em pequenos cristais em forma de plaquetas
associados a proteina (Nanci, 2017). O colagénio tipo I, parece, entdo, atuar como um
modelo para a nucleacdo do cristal, sem a necessidade de outras moléculas ndo
colagénicas dos tecidos (Silver & Landis, 2011; Wang et al., 2012). Este mecanismo ¢
valido para a mineralizacdo de colagénio intrafibrilhar, mas atualmente ndo se aplica a
formacgdo de mineral interfibrilhar, entre fibrilhas, fibras de colagénio tipo I e outras
formas hierarquicas estruturais adicionais de colagénio (Silver & Landis, 2011). Landis

et al. (1996) mostraram por andlise dos cristais intra e extrafibrilhares, recorrendo a
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difragdo de eletrdes, diferencas estruturais compativeis com fendmenos de mineralizagao
distintos: a regido intrafibrilhar apresenta um mineral alinhado e altamente orientado em
relagdo aos longos eixos de colagénio, enquanto a extrafibrilhar ¢ caracterizada por
mineral com forma de anéis completos sem arcos, aparentemente gerados como
consequéncia da orientacdo aleatoria do mineral em relacdo ao colagénio (Landis et al.,
1996; Nanci, 2017; Silver & Landis, 2011). Mais tarde, concluiu-se que os meios para a
deposi¢ao mineral em torno do colagénio envolvem papéis e agdes, em parte, de proteinas
nao colagénicas, como alguns membros da familia SIBLING, e outras moléculas (Lausch
etal., 2013).

A nucleagdo dos cristais e as alteragdes subsequentes no seu tamanho, forma,
alinhamento e orientacdo que ocorrem com o seu crescimento € desenvolvimento
parecem ser afetados por varios fatores, incluindo a estereoquimica especifica das zonas
de buracos e regides de sobreposi¢ao de colagénio, bem como as caracteristicas das
ligagdes cruzadas entre as estruturas de colagénio (Landis et al., 1993; Landis & Silver,
2002; Landis et al., 2006). Ao longo dos anos varios estudos sugeriram e comprovaram a
existéncia de uma fase amorfa, que existe além da fase de apatie cristalina como um
precursor transiente (Termine & Posner, 1966; Eanes et al., 1965). Os resultados
revelaram que durante a mineralizacao, os precipitados iniciais sdo amorfos — fosfato de
calcio amorfo (ACP) — e posteriormente se transformam primeiro em fosfato de
octacalcio (OCP) e somente depois em hidroxiapatite (Eanes et al., 1965; Beniash et al.,
2009; Mahamid et al., 2008, Mahamid et al., 2010; Mahamid et al., 2011).

Um estudo realizado por Cui et al. (2008), concluiu que a conformagdao do
colagénio muda rapidamente durante a conversao amorfo/cristalina e amadurecimento do
cristal. Os resultados mostraram as caracteristicas de interagao cooperativa entre o fosfato
de célcio e as moléculas de colagénio, ou seja, as moléculas de colagénio controlam a
nucleacao do fosfato de célcio através do fornecimento de locais de nucleagdo, enquanto

adotam diferentes conformacodes para adaptar a formagao de biominerais.

1.2.3. PROTEINAS NAO COLAGENICAS (NCPs)

Acredita-se que as NCPs da matriz extracelular controlem varios aspetos da
mineralizagdo, especificamente por meio de mecanismos de inibi¢do e promogao por
fosfoproteinas e proteoglicanos (George & Veis, 2008). Para além disso, algumas dessas

macromoléculas frequentemente contém dacido aspartico, acido glutdmico, serina e
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treonina fosforiladas, de modo que se pensa que estejam envolvidas na deposicao de
minerais gracas a sua alta afinidade por Ca?" e colagénio (Di Foggia et al., 2019). Estes
dominios ricos em acido ou fosfoproteinas podem atuar como nucleadores, inibidores,
moléculas de ancoragem, modificadores de crescimento ou como substratos para
deposicao de minerais (He et al., 2019).

Um grupo de proteinas que desempenha um papel importante na modulacao da
biomineralizagdo da dentina ¢ a familia SIBLING (small integrin-binding ligand, N-
linked glycoprotein), que inclui a osteopontina (OPN), proteina-1 da matriz dentinéria
(DMP-1), sialoproteina dssea (BSP), fosfoglicoproteina extracelular da matriz (MEPE),
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) e os seus subdominios, sialoproteina dentinaria
(DSP), glicoproteina dentinaria (DGP) e fosfoproteina dentinaria (DPP) (Sharma et al.,
2020). A descoberta da DPP, por Veis e Perry (1967), foi a primeira evidéncia de
fosfoproteinas envolvidas na mineralizacao. Verificaram que a DPP ¢ particularmente
rica em residuos de serina, acido aspartico e acido glutamico e levantaram, entdo, a
hipétese de que esta proteina era capaz de nuclear a hidroxiapatite, quando ligada a
superestrutura de colagénio no osso e na dentina. A DPP participa na mineralizacao
intrafibrilhar, na mineralizagao intertubular da dentina, na formacao inicial dos cristais e
na maturagdo dos mesmos (Gulseren et al., 2018). A DMP-1 esta envolvida na regulacao
da nucleagdo e do crescimento e formagao do cristal devido a sua capacidade de ligagao
ao calcio e elevada afinidade com o colagénio (Gericke et al., 2010; Padovano et al.,
2015). A BSP participa também na nucleag@o e deposi¢cao mineral (He et al., 2019).

No entanto, apesar das investigacdes providenciarem informagao importante
sobre o papel das proteinas colagénicas na precipitagao da hidroxiapatite, ndo abrangem
a complexidade total da interacdo entre o mineral, as proteinas da matriz extracelular e o
colagénio (Nudelman et al., 2013). Foi demonstrado que a concentragao da proteina e, se
a mesma esta livre ou imobilizada, pode afetar profundamente a sua fungao nos processos

de mineralizagdo (Lausch et al., 2013).

1.3. AGENTES DE RETICULACAO

As fibras de colagénio no tecido bioldgico sao fortalecidas pela formacao de
ligagcdes cruzadas nativas. As ligacdes cruzadas nativas dentro de uma molécula de

tropocolagénio e entre diferentes moléculas sdo formadas entre residuos de lisina e
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hidroxilisina (Sung et al., 2003), localizados nos dominios telopeptidicos dos terminais
amino e carboxilo da molécula, nos respetivos grupos carbonilo (Ritter et al., 2001).

Para estabilizar ainda mais as fibras de colagénio no tecido bioldgico, ligacdes
cruzadas exdgenas podem ser adicionadas a molécula de tropocolagénio entre as suas
cadeias (ligacdes cruzadas intra-helicoidais) ou entre diferentes moléculas adjacentes
(ligacdes cruzadas inter-helicoidais) com um agente de reticulagdo. As reticulagdes, ou
ligagcdes cruzadas, também podem ser formadas entre duas microfibrilhas adjacentes
(reticulacdes intermicrofibrilhares), se a distancia entre duas microfibrilhas (1,3—1,7 nm)
for menor do que o comprimento do agente de reticulacao introduzido (Zeeman et al.,
1999).

Vérios agentes de reticulagdo foram relatados, e a maioria deles ligam grupos
amino de residuos de lisina ou de hidroxilisina de diferentes cadeias polipeptidicas, por

reticulagdo monomérica ou oligoméricas (Known, 2015).

1.3.1. GLUTARALDEIDO

O glutaraldeido ¢ um dialdeido com elevada afinidade pelos grupos primarios de
amina livres dos aminoacidos, sendo o agente mais conhecido da sua classe (Cheung et
al., 1985). E um agente de reticulagio sintético que tem sido vastamente utilizado como
um fixador de tecidos bioldgicos, pois um aumento das propriedades mecanicas e
menores taxas de degradacao dos tecidos bioldgicos estdo associados ao mesmo (Nimni
et al., 1987; Sung et al., 1999a; Sung et al., 1999b). Apesar de todos os seus aspetos
positivos, o0 GA ¢ também conhecido pela sua citotoxicidade, que pode dever-se ao facto
deste agente de reticulagdo sofrer despolimerizagao (Gendler et al., 1984), cujos residuos
resultantes, juntamente com as outras moléculas, o tornam bastante citotoxico (Hass et
al., 2016). Os resultados obtidos num teste MTT (teste frequentemente utilizado para
medir a citotoxicidade), realizado por Sung et al. (1999b), indicaram que a genipina ¢
cerca de 10 000 vezes menos citotoxica que o glutaraldeido, o que a torna um agente de
reticulagdo, possivelmente, mais biocompativel com os tecidos bioldgicos.

O glutaraldeido reage primeiramente com os grupos e-amina dos residuos de lisina
e hidroxilisina dos tecidos biologicos, através dos seus grupos funcionais aldeidos
formando assim reticulagcdes de base de Schiff redutiveis. Com a polimerizagao do

glutaraldeido, subsequente a fixagao, uma estrutura de ligagdes cruzadas intramoleculares
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ou intermoleculares pode ser formada nas fibras de colagénio (Nimni et al., 1987; Ritter
etal., 2001).

Um estudo revelou que o pré-tratamento com GA também pode fornecer locais de
afinidade para a nucleagdo da hidroxiapatite no colagénio, possivelmente devido a
introducao direta de grupos carbonilo, que podem induzir a mineralizagdo do colagénio,
sendo uma potencial estratégia para promover o processo de remineralizacao da dentina
(Levy etal., 1986). Em 2001, Ritter et al. realizou uma experiéncia em dentes de bovino,
na qual observou que o tratamento de dentina desmineralizada com o agente de
reticulacdo glutaraldeido resultava na redugdo de residuos livres de lisina e hidroxilisina
em colagénio hidrolisado e num aumento de compostos redutiveis, o que provavelmente
corresponderia a formacgao de novas ligagdes cruzadas.

Baixas concentracdes de GA (cerca de 5%) ja foram utilizadas como agente de
reticulacdo de colagénio para aumentar a estabilidade da interface resina-dentina e
melhorar a durabilidade da adesdo (Al-Ammar et al., 2009; Bedran-Russo et al., 2008;
Hass et al., 2016). No entanto, o seu efeito potencial na remineralizagdo biomimética do
colagénio dentindrio requer mais estudos. Um dessensibilizador comercializado a base de
GA — Gluma® — que contém 5,0% de GA, 35% de HEMA e 60% de 4gua, foi testado
em procedimentos restauradores. Concluiu-se que nas interfaces tratadas com Gluma®,
houve inibigdo de MMPs de dentina humana endogena e uma melhora na estabilidade da
adesdo (Sabatini et al., 2014).

O pré-tratamento com GA tem sido aplicado para estabilizar o colagénio
dentinério desmineralizado e melhorar as propriedades mecanicas por meio da formagao
de ligacdes cruzadas na dentina (Bedran-Russo et al., 2014). As redes de colagénio
reticuladas podem preservar o colagénio ao inativar MMPs e catepsinas de cisteina.
Porém, esta ligacdo cruzada artificial do colagénio ndo aumenta a rigidez molecular
intrinseca do colagénio (Liao et al., 2005). O moddulo de elasticidade do colagénio
reticulado (cerca de 30 MPa) ainda ¢ muito inferior ao colagénio infiltrado por resina (3—
5 GPa) e ao colagénio mineralizado (20 GPa) (Liu et al., 2011; Chen et al., 2016). O
colagénio livre de minerais ¢ suscetivel a fluéncia apds o uso de longo prazo, € usar um
agente de reticulacdo €, portanto, uma estratégia de curto prazo para preservar a
estabilidade do colagénio (Fung et al., 2009).

Chen et al. (2016) estudaram as propriedades mecanicas e a bioestabilidade do

colagénio da dentina, apds a indug¢do do processo de remineralizagcdo biomimética na
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presenca de glutaraldeido. Os resultados demonstraram a melhoria de algumas

propriedades de dentina, como por exemplo, a microdureza.

1.3.2. GENIPINA

A genipina ¢ um agente de reticulagdo bi-funcional e soluvel em agua, que pode
ser obtida a partir do seu composto original, geniposideo, que ¢ isolado dos frutos da
Gardenia jasminoides Ellis (Mi et al., 2005; Muzarelli et al., 2009). A gardénia (Gardenia
jasminoides Ellis) ¢ uma planta que pode ser encontrada em paises como a China e
Tailandia e nos seus frutos estd abundantemente presente geniposideo, um glicosideo
iridéide, a partir do qual podemos preparar genipina (aglicona do geniposideo) por
hidrodlise enzimatica com recurso a uma B-glicosidase (Fujikawa et al., 1987a; Fujikawa,
1987b; Tsm et al., 1994). Até agora, os complexos resultantes das ligagdes cruzadas nao
sdo citotoxicos para os animais nem para as células humanas, sendo que a seguranca e as
acoOes benéficas da genipina emergem de uma série de projetos de pesquisa nas areas de
terapias de diabetes, periodontite, catarata, disfuncao hepatica, bem como na reparacao
de feridas e regeneragdo de nervos (Muzzarelli et al., 2009; Wang et al., 2012). Sabe-se
que a GE reage espontaneamente com aminoacidos ou proteinas para formar pigmentos
de cor azul escura (Fujikawa et al., 1987b), bastante utilizados como aditivos alimentares
no este da Asia (Yang et al., 2011).

Os mecanismos de reacao deste composto com os tecidos bioldgicos nao sdo ainda
bem compreendidos. Fujikawa et al. (1987b) propuseram que a genipina reagia
espontaneamente com um aminoacido para formar um iridoide nitrogénico, que sofria
desidratacdo para formar um monomero aromatico. Numa segunda fase, ocorria
dimerizacgao, possivelmente por uma reagdo radical. A GE pode reagir com grupos amino
livres de lisina, hidroxilisina ou arginina para formar ligagdes cruzadas intra ou
intermoleculares dentro de uma molécula de colagénio ou entre moléculas de colagénio
adjacentes (Sung et al., 1999a; Sung et al., 2003). Adicionalmente, as ligagdes cruzadas
intermicrofibrilhares podem ser introduzidas entre as fibrilhas de colagénio via
polimerizacao de moléculas de GE antes da reticulacao (ligagdes cruzadas oligoméricas)

(Sung et al., 2003; Mi et al., 2005).
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1.4. DESMINERALIZACAO — REMINERALIZACAO

A desmineralizag¢do ¢ o processo de remogado de ides minerais de cristais de HA
de tecidos duros, como a dentina, enquanto a restauracao destes mesmos ides minerais
novamente para os cristais de HA ¢ chamada de remineralizagdo. Ambos 0s processos
ocorrem na superficie do dente, € um nimero substancial de i0es minerais pode ser
perdido do HA sem destruir a sua integridade, mas sera espectdvel sintomas como alta
sensibilidade ao calor, frio, pressdao e dor (Abou Neel et al., 2016). Os ides de calcio,
fosfato e fluor desempenham um papel importante na batalha entre os processos de
desmineralizacao e remineralizacdo e, consequentemente, modificam a suscetibilidade do
dente a progressao da carie (Hara & Zero, 2010).

A matriz colagénica pode ser degradada, mecanicamente ou bioquimicamente,
devido a processos fisiologicos e patologicos (Cai et al., 2017), sendo a carie dentéria
(processo de desmineralizagdo) uma das principais causas (Hass et al., 2016). As lesdes
de cérie iniciais afetam a fase mineral da dentina e expdem as fibras de colagénio, criando
condig¢des favordveis para uma rapida destruicao de toda a rede dentinaria, resultando na
degradacao das fibrilhas de colagénio e diminui¢do das propriedades mecanicas da
dentina (Bertassoni et al., 2009). O processo de dissolucao quimica dos componentes da
matriz organica e inorganica ¢ facilitado pelo contetdo de 4gua presente na dentina, que
facilita a difusdo do &cido para o interior e do conteudo mineral para o exterior do dente
(Hara & Zero, 2010). A carie dentinaria consiste em duas camadas distintas: uma camada
exterior de dentina infetada e uma camada mais interior de dentina afetada. A primeira ¢
caracterizada como sendo altamente desmineralizada, fisiologicamente nao
remineralizavel e possui fibrilhas de colagénio irreversivelmente desnaturadas com o
desaparecimento virtual de ligagdes cruzadas. A segunda, por outro lado, apresenta-se
parcialmente desmineralizada e fisiologicamente remineralizavel, devendo por isso ser
preservada no tratamento clinico (Nakajima et al., 2011; Di Foggia et al., 2019).

Assim, a remineraliza¢dao dentinaria ¢ de grande relevancia clinica na terapia das
lesdes de carie e de hipersensibilidade dentarias. A remineralizacdo da dentina
desmineralizada ¢ o processo de restauracdo de minerais por meio da formagdo de
materiais inorganicos semelhantes a minerais. A remineralizacdo biomimética, uma
metodologia que imita o processo natural de mineralizagdo, que tem como abordagem o
preenchimento do colagénio dentindrio desmineralizado com particulas nano precursoras

de ACP em solucao. Esta estratégia de remineralizacdo ndo depende de cristais residuais
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remanescentes e pode ser considerada um método vidvel para remineralizagao de dentina

desmineralizada (Cao et al., 2015).

1.5. MICRODUREZA DA DENTINA

Os agentes de reticulacdo interagem com a matriz de colagénio da regido
extracelular, alterando a sua estabilidade, estrutura e rigidez (Bedran-Russo et al., 2007;
Bedran-Russo et al., 2008). As propriedades mecanicas das fibras de colagénio, incluindo
o mddulo de elasticidade, dureza e resisténcia a tragdo, sdo geralmente avaliados antes e
ap6s o tratamento (Cai et al., 2017). Os testes de microdureza, juntamente com os
modelos intra-orais, tém grande importancia em experiéncias de desmineralizacdo e
remineralizacao (Gutiérrez-Salazar & Reyes-Gasga, 2003).

A dureza de dentes humanos pode ser avaliada através da dureza de Knoop ou
Vickers, sendo que o valor médio dos testes ¢ aproximadamente o mesmo (Ryge et al.,
1961; Meredith et al., 1996). De acordo com a literatura os valores de dureza de Knoop
para o esmalte e dentina estdo compreendidos entre 272 e 440 KHN e entre 50 e 70 KHN,
respetivamente (Meredith et al., 1996), e os de dureza de Vickers entre 270 e 360 VHN e
entre 50 e 60 VHN para o esmalte e dentina, respetivamente (Gutiérrez-Salazar & Reyes-
Gasga, 2003). Adicionalmente, Warkentin et al. (2018) descreveu valores de microdureza
de Vickers para a dentina coronal compreendidos entre 20 e 90 VHN (Warkentin et al.,
2018). Devido a maior dimensao da indentacdo, em relagdo a microestrutura da dentina,
a variagao dos valores de dureza relatados para a mesma pode ser devida as diferengas na
densidade dos tibulos dentinarios em diferentes zonas (Gutiérrez-Salazar & Reyes-
Gasga, 2003). Um estudo feito por Kinney et al. (1996), utilizando um microscépio de
forga atomica modificado para medir a dureza da dentina a uma escala menor indicou que
a dentina peritubular hidratada tem uma dureza dentro do intervalo de 2,2 a 2,5 GPa
independentemente da localizagcdo, enquanto na dentina intertubular este valor depende
da localizagdo, e foi relativamente maior perto da jun¢ao amelocimentaria (JAC) (0,49—

0,52 GPa) do que perto da polpa (0,12—-0,18 GPa).

1.6. PERTINENCIA DO ESTUDO

A dentina profunda ¢ considerada um grande desafio no campo da dentisteria

restauradora, dado o seu alto conteudo de agua e presenca de metaloproteinases que
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condicionam o sucesso da técnica adesiva. Adicionalmente, a matriz de colagénio
desmineralizada exibe propriedades mecanicas muito mais fracas e pode ser facilmente
degradada por metaloproteinases de matriz endogena derivada do hospedeiro (MMPs) e
catepsinas de cisteina, que representam as barreiras criticas para o progresso futuro na
adesdo dentaria (Liu et al., 2011; Tjaderhane et al., 2012). A estabilidade e integridade
das fibrilhas de colagénio dentro da camada hibrida sdo cruciais para a durabilidade a
longo prazo da adesdo na dentisteria restauradora. Nesse sentido, a estabilizacdo e o
fortalecimento das fibrilhas de colagénio tém sido considerados como uma abordagem
potencial para possivelmente restaurar a dentina danificada pela carie dentaria e melhorar
a durabilidade da adesao (Cai et al., 2017).

A remineralizagdo ¢ uma estratégia de longo prazo para melhorar a durabilidade
da adesao por meio da substituicdo progressiva da agua e da imobilizacio de MMPs e
catepsinas de cisteina. Os cristais de apatite intrafibrilhares melhoram as propriedades
mecanicas, ¢ a fase mineral desempenha um forte papel protetor na inibigdo da
degradacao do colagénio (Chen et al., 2016). Na dentisteria restauradora atual, o uso de
GA como agente de reticulagdo e o processo de remineralizagdo sdo duas estratégias
independentes para melhorar a durabilidade da adesdo resina-dentina (Liu et al., 2011).

Tendo por base estudos anteriores e as caracteristicas funcionais do GA e da GE,
este trabalho experimental foi desenhado para combinar as duas estratégias anteriormente
referidas — remineralizagdo e aplicagcdo de agentes de reticulagdo — com o objetivo de
culminar num sé procedimento os efeitos vantajosos que cada um destes tratamentos

possui nas propriedades bioquimicas e mecanicas do colagénio dentinario.

1.7. OBJETIVOS

Este trabalho experimental e analitico teve como principal objetivo avaliar o efeito
dos agentes de reticulacdo, no processo de formagdo ex vivo de mineral em dentina
profunda, a partir do desenvolvimento de um protocolo adequado, tendo por base os
resultados obtidos em estudos precedentes, realizados no mesmo laboratorio (Antunes,
2020; Aragjo, 2019; Kakavas, 2020). Para tal, foram utilizados dois agentes de
reticulagdo: o glutaraldeido e a genipina, um agente sintético € um natural,
respetivamente. De modo a avaliar o efeito do tratamento nas propriedades mecanicas da

dentina profunda, todos os espécimes foram sujeitos ao teste da microdureza de Vickers
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e os respetivos resultados analisados estatisticamente, para comparar 0s mesmos entre

grupos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. COMISSAO DE ETICA

ApOs o parecer e aprovacao da Comissao de Etica do Instituto Universitario Egas
Moniz, procedeu-se a recolha de dentes do Banco de Dentes da Clinica Universitaria Egas
Moniz, os quais foram doados por pacientes anonimos que assinaram um consentimento

informado, autorizando a utilizagao dos mesmos para trabalhos de investigagado cientifica.

2.2. GRUPOS DE ESTUDO

Para o desenvolvimento do presento trabalho, foram considerados os seguintes
grupos (tabela 1): grupo Dp0O (grupo de controlo) — dentina profunda sem qualquer
tratamento; grupo Dp1 (grupo de controlo) — dentina profunda tratada com uma solucdo
de acido cloridrico (10 mM) durante 60 s; grupo Dp2 (grupo de controlo) — dentina
profunda tratada com uma solugao de 4cido cloridrico (10 mM), posteriormente submersa
numa solucdo de cloreto de célcio (15,8 mM) em tampao de neutralizacdo pH 7,4
contendo fosfatos (12,6 mM) durante 72 h a 21 °C; Dp3 — dentina profunda tratada
primeiramente com uma solucao de acido cloridrico (10 mM) durante 60 s, seguidamente
com uma solugdo de glutaraldeido a 5% durante 1 h a 37 °C e posteriormente submersa
numa solucdo de cloreto de célcio (15,8 mM) em tampao de neutralizacdo pH 7,4
contendo fosfatos (12,6 mM) durante 72 h 21 °C; grupo Dp4 — dentina profunda tratada
com uma solucao de acido cloridrico (10 mM) durante 60 s, seguidamente com uma
solugdo de genipina a 0,5% durante 1 h 37 °C e posteriormente submersa numa solucao
de cloreto de célcio (15,8 mM) em tampao de neutralizacao pH7,4 contendo fosfatos (12,6
mM) durante 72 h a 21 °C. Para cada grupo, foram distribuidos, aleatoriamente, 10
fragmentos (amostras) obtidos através da seccdo de um total de 13 dentes, tendo cada um

originado 4 fragmentos de dentina profunda.
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Tabela 1. Grupos de estudo. Glutaraldeido (GA); genipina (GE); tampao de neutralizagdo (TN).

Grupo Dp0 | Amostra de dentina profunda sa (controlo negativo)

(n=10)

Grupo Dpl | Amostra de dentina profunda + HCI1 (10 mM); 60 s (controlo negativo)
(n=10)

Grupo Dp2 | Amostra de dentina profunda + HC1 (10 mM); 60 s + CaCl, (15,8 mM)
(n=10) em TN contendo fosfatos (12,6 mM); 72 h (controlo positivo)

Grupo Dp3 | Amostra de dentina profunda + HC1 (10 mM); 60 s + GA (5%); 1 h +

(n=10) CaCl; (15,8 mM) em TN contendo fosfatos (12,6 mM); 72 h
Grupo Dp4 | Amostra de dentina profunda + HCI (10 mM; 60 s) + GE (0,5%); 1h +
(n=10) CaCl; (15,8 mM) em TN contendo fosfatos (12,6 mM); 72 h

2.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

De modo a obter o nimero de amostras necessarias para cada grupo experimental,
foram selecionados 10 molares permanentes humanos higidos, excluindo gérmenes
dentarios. Para tal, os dentes foram analisados com recurso a lupa estereomicroscéopica
Leica TM MZ6 (Leica, Germany), tendo sido incluidos no estudo todos aqueles que se
encontravam integros, livres de lesdes de carie ou fraturas, e que nunca tivessem sido
submetidos a tratamentos quimicos ou mecanicos, a excecao das técnicas e produtos de

higienizacao oral do individuo.

2.4. DESINFECAO E ARMAZENAMENTO

ApoOs a extragdo, logo que possivel, foi feita a limpeza total das superficies
dentarias com agua corrente e curetas Gracey, de modo a remover o sangue, possiveis
restos de ligamento periodontal e célculo dentario (ISO 29022:2013). Posteriormente,
todos os dentes foram armazenados numa solugao aquosa de cloramina T a 1% a 4°C sem

exceder os 6 meses de armazenamento, evitando assim, alteragdes degenerativas nas

proteinas dentindrias (ISO 29022:2013).
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2.5. SECCAO DOS DENTES

Tendo em consideracdo os grupos experimentais, foi necessario um total de 13
dentes humanos permanentes higidos que deram origem a 50 fragmentos, apos a sua
sec¢ao num micrometro de tecidos duros Accutom50 (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca)
(figura 4). Para tal, os dentes foram montados sobre um suporte acrilico com cera colante.
Primeiramente foi excluido todo o esmalte superficial periférico através de dois cortes
longitudinais no sentido vestibulo-lingual ou vestibulo-palatino de 3—5 mm, seguido de
dois cortes longitudinais no sentido mesio-distal de 3—5 mm também. De seguida, foram
feitos trés cortes perpendiculares ao longo eixo do dente (transversais), descartando o
fragmento oclusal (3—5 mm), o fragmento de dentina superficial (1,25 mm) e ainda o
fragmento radicular, 2 mm acima da jun¢do amelocimentaria (Chen et al., 2016; Ramos
et al., 2009), restando apenas o fragmento de dentina profunda com uma espessura de
1,25 mm. Cada um destes foi, finalmente, seccionado em 4 fragmentos de
aproximadamente 3.0 x 4.0 mm de dimensao, perfazendo um total de 50 fragmentos de
dentina profunda (figura 5). Por fim, os fragmentos foram polidos numa maquina circular
de polimento (Struer TM, FEPA paper) com discos abrasivos de carbeto de silicio de grao
500 e 800 (Fuentes et al., 2003), com o objetivo de remover qualquer possivel
irregularidade apds os cortes (figura 6). De modo a identificar a superficie de estudo, a
superficie oposta de cada fragmento (superficie mais préxima da camara pulpar) foi

identificada com uma marca de verniz, uma vez que este ¢ dificilmente removido.

Figura 4. Micrometro de tecidos duros Accutom50 (Struers A/S, Ballerup, Dinamarca).
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DS
DP

(A) (B) (o) (D) (E)

Figura 5. Representacdo esquematica do corte dos dentes; (A) constituicdo dentaria: esmalte (E), dentina
superficial (DS), dentina profunda (DP); (B) cortes longitudinais; (C) cortes transversais; (D) corte do
fragmento de dentina profunda; (E) 4 espécimes de DP.

Figura 6. Maquina circular de polimento (Struer TM, FEPA paper) com disco abrasivo de carbeto de silicio.

2.6. REAGENTES E PREPARACAO DAS SOLUCOES

As tabelas 2 e 3 mostram a lista de reagentes e de solucdes utilizadas no presente
trabalho, respetivamente. As solucdes foram preparadas uma Unica vez, em quantidade
suficiente para a totalidade de ensaios necessarios. A exce¢do da solugdo de acido
cloridrico, que foi sempre mantida a 4°C (Cui et al., 2008), todas as restantes solugdes
preparadas foram armazenadas a temperatura ambiente.

As solugdes de cloreto de calcio 0,1 M, cloreto de sodio 0,5 M, acido cloridrico 1
M, 0,1 M e 10 mM, fosfato dissodico 0,1 M, fosfato monossodico 0,1 M e hidroxido de
sodio 1 M, foram preparadas através da técnica de diluicao com ddH»O (agua bidestilada).

A solucao tampao de fosfatos de sddio foi obtida por jungao das duas solucdes iniciais de
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fosfato dissodico 0,1 M e de fosfato monossodico 0,1 M. Para a obten¢ao da solugao
tampao Tris-HCI (0,2 M; pH 7,4), procedeu-se a técnica de diluicdo do reagente
Tris(hidroximetil)aminometano, ao qual foi-se adicionando HCI até se obter um valor de
pH neutro. Foi ainda preparada um tampao de neutralizacao de fosfato por adigcdo das
solucdes tampao Tris-HCI, cloreto de sédio e tampao de fosfatos de sddio (Cui et al.,
2008). Ambas as solugdes tampao Tris-HCI e tampao de fosfatos de sodio foram ajustadas
a pH 7,4, com recurso a um elétrodo de pH calibrado na gama de pH 4,01-0,01 com
solucdes tampao padrdo. As concentragdes referentes as solucdes dos agentes de
reticulacdo glutaraldeido 5% e genipina 0,5% tiveram como base estudos anteriores (Al-
Ammar et al., 2016), sendo que ambas as solugdes foram obtidas através da diluicao dos

reagentes em ddH»O (Kakavas, 2020).

Tabela 2. Reagentes utilizados no estudo experimental.

Reagente Foérmula Fornecedor CAS number
quimica
Cloreto de célcio CaCl; Sigma-Aldrich | 10043-52-4
Cloreto de sodio NaCl Sigma-Aldrich | 7647-14-5
Acido cloridrico HCl Sigma-Aldrich | 7647-01-0
Tris(hidroximetil)aminometano | (HOCH2);CNH; | Sigma-Aldrich | 77-86-1
Fosfato dissddico NaxHPO4 Sigma-Aldrich | 7558-79-4
Fosfato monossddico NaH>PO4 Sigma-Aldrich | 7558-80-7
Glutaraldeido CsHzOo Sigma-Aldrich | 111-30-8
Genipina C11H1405 Fujifilm | -
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Tabela 3. Solugdes preparadas para o estudo experimental.

Solucao MM/ Densidade | Volume
preparado

Solucao de cloreto de calcio 0,1 M 110,98 g/mol 100 ml
Solucao de cloreto de sédio 0,5 M 58,44 g/mol 100ml
Solucao de acido cloridrico 1 M 36,46 g/mol 50 ml
Solucao de acido cloridrico 0,1 M 50 ml
Solucao de 4cido cloridrico 10 mM 50 ml
Solucao de fosfato dissodico 0,1 M 141,96 g/mol 100 ml
Solucao de fosfato monosséddico 0,1 M 137,99 g/mol 100 ml
Solugdo tampao fosfatos de sédio 0,1 M; pH 7,4 250 ml
Solugdo tampao Tris-HC1 0,2 M; pH 7,4 121,14 g/mol 250 ml
Tampao de neutralizacdo de fosfatos; pH 7,4 190 ml
Solugdo de glutaraldeido 5%; pH 7,4 20 ml
Solugdo de genipina 0,5%; pH 7,4 20 ml
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2.7.1. GRUPO Dp0

ApOs o polimento, todos os espécimes foram mantidos em agua destilada, por um
periodo nao superior a 24 horas. O grupo Dp0 teve como objetivo servir de controlo
negativo, correspondendo a amostras de dentina sa. Neste caso, os espécimes de dentina
profunda ndo foram submetidos a qualquer tratamento, tendo sido apenas realizada a

analise de microdureza de Vickers (figura 8).

Figura 8. Imagem de dentina profunda sa, obtida em estereomicroscopio didatico Leica EZ4D.

2.7.2. GRUPO Dpl

Com o grupo Dpl pretendia-se controlar a variacdo da microdureza da dentina
profunda com o tratamento com acido (controlo negativo). O tratamento com solucgao
acida teve como objetivo provocar uma desorganizagdo conformacional controlada e
reversivel das fibras de colagénio dentinario tipo I, de forma a induzir o rearranjo
estrutural nativo e termodinamicamente mais estavel da proteina, logo, a recuperacao da
componente biologica da matriz extracelular e, eventualmente, favorecer a
remineralizacdo. A concentragdo da solucdo acida e o tempo do tratamento foram
ajustados em trabalhos anteriores (Antunes, 2020; Aragjo, 2019) de forma a prevenir a
desmineralizacdo da dentina. Os espécimes deste grupo foram imersos numa solucao de
acido cloridrico 10 mM a 4°C (Cui et al., 2008) durante 60 s, apds o que se procedeu a
sua lavagem com ddH>O abundante durante 15s (Al-Ammar et al., 2009; Chen et al.,
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2016), tendo-se removido o excesso de dgua por absorc¢ao. A dentina foi sempre mantida

hidratada. Por fim, procedeu-se a analise da microdureza de Vickers (figura 9).

Figura 9. Representagdo esquematica do método experimental do grupo Dp1: (A) tratamento com solugdo
de HCI, 60 s; (B) lavagem com ddH20, 15 s; (C) teste de microdureza de Vickers.

2.7.3. GRUPO Dp2

O grupo Dp2 corresponde aos espécimes submetidos ao tratamento com solugao
acida, seguido de inducdo de mineralizacdao, sem adicao de agente de reticulagdo. Este
grupo corresponde ao controlo positivo, onde se esperava um aumento da microdureza.
Para tal, os 10 espécimes foram primeiramente imersos numa solucao de acido cloridrico
de 10 mM a 4°C durante de 60 s e seguidamente, lavados durante com ddH>O abundante
durante 15 s (Al-Ammar et al., 2009; Chen et al., 2016). Apos a remocao do excesso de
agua, cada espécime foi imerso numa solu¢do contendo de cloreto de célcio em tampao
de neutralizagdo contendo fosfatos, por um periodo de 72 h e com uma temperatura
constante e ajustada a 21°C (Antunes, 2020; Cui et al., 2008; Kakavas, 2020). Os
espécimes foram novamente lavados com agua destilada e o excesso da mesma removido,

previamente a analise da microdureza de Vickers (figura 10).

(A) (B) © (D)

Figura 10. Representacdo esquematica do método experimental do grupo Dp2: (A) tratamento com solugdo
de HCI, 60 s; (B) lavagem com ddH2O, 15 s; (C) tratamento com solugdo mineralizante, 72 h; (D) teste de
microdureza de Vickers.
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2.7.4. GRUPO Dp3

O grupo Dp3 corresponde a um grupo de estudo, no qual foi introduzido um passo
de tratamento com agente de reticulagao entre o tratamento com acido e a mineralizagao.
Os espécimes foram submetidos a um tratamento com uma solugao de acido cloridrico de
10 mM a 4°C, durante 60 s. Em seguida foram lavados com agua bidestilada e tratados
com uma solucao de glutaraldeido a 5% durante uma hora (Al-Ammar et al., 2009), a
uma temperatura de 37 °C. Posteriormente foram lavados com 4gua destilada por 15 s e
submetidos a um processo de remineralizacao através da sua imersao numa solucao de
cloreto de célcio em tampao de neutralizagdo contendo fosfatos, durante 72 h e a
temperatura controlada de 21°C (Antunes, 2020; Cui et al., 2008; Kakavas, 2020). Por

fim, procedeu-se ao teste de microdureza de Vickers (figura 11).

37°C 21°C
— —)  — — — -

= = e

(A) (B) © (D) (E) (F)

Figura 11. Representacdo esquematica do método experimental do grupo Dp3: (A) tratamento com solugdo
de HCI, 60 s; (B) lavagem com ddH20, 15 s; (C) tratamento com GA, 1 h; (D) lavagem com ddH20; (E)
tratamento com solugdo mineralizante, 72 h; (D) teste de microdureza de Vickers.

2.7.5. GRUPO Dp4

O grupo Dp4 corresponde a um segundo grupo de estudo, no qual foi utilizado um
agente de reticulacdo diferente, a genipina. O procedimento experimental deste grupo foi
idéntico ao do grupo Dp3, tendo-se realizado um tratamento com genipina 0,5% durante
uma hora a 37°C apos o tratamento com acido e antes da inducdo da mineralizagao.
Decorridas as 72 horas, procedeu-se a analise da microdureza de Vickers dos espécimes

(figura 12).
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37°C 21°C
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Figura 12. Representacdo esquematica do método experimental do grupo Dp4: (A) tratamento com solugdo
de HCI, 60s; (B) lavagem com ddH20, 15s; (C) tratamento com GE, 1h; (D) lavagem com ddH2O; (E)
tratamento com solugdo mineralizante, 72h; (D) teste de microdureza de Vickers.

2.8. ANALISE DA MICRODUREZA DE VICKERS

Para a analise da microdureza de Vickers, neste trabalho, usou-se o aparelho
Vickers Hardness Tester — HSV-30 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) (figura 13).
Um diamante, em forma de piramide com uma base quadrangular e angulos especificos
entre as faces opostas do vértice, ¢ pressionado contra a superficie do material a testar,
com uma for¢a e intervalo de tempo previamente definidos, seguido da medicao da
largura da diagonal da indentagdo presente na superficie do material testado, apds a
remogao da forca do teste (ISO 6507-1:2018).

Cada espécime de cada grupo foi submetido ao teste de microdureza de Vickers
para avaliacdo da microdureza de superficie e posterior analise € comparagdo entre os
resultados de cada grupo experimental. Para tal, um diamante em forma de piramide com
uma base quadrangular e angulos especificos entre as faces opostas do vértice, ¢
pressionado contra a superficie do material a testar, com uma forg¢a e intervalo de tempo
previamente definidos, seguido da medigdo da largura da diagonal da indentacao presente
na superficie do material testado (figura 14), ap6s a remogao da forca do teste (ISO 6507-
1:2018). Foram realizadas cinco indentagdes por espécime, para calcular o seu valor
médio, de modo a diminuir os erros aleatorios. Cada indentagdo foi espagada por 100
micrometros das adjacentes, tendo sida aplicanda uma carga de 500 g, equivalente a 4,9

N, durante 10 s (Kandanuru et al., 2016).
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Figura 13. Vickers Hardness Tester — HSV-30 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao).

Figura 14. Exemplo de indentacdo em dentina profunda no teste de microdureza de Vickers, com
visualizagdo dos tibulos dentinarios.
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3. RESULTADOS

Findas as 72 horas de tratamento, removeram-se os fragmentos, descartando as
solugdes de cada microtubo, a partir das quais se fez o controlo de pH (figura 15), com
recurso a tiras de pH, tendo sido registado em todos um pH neutro (~7). Nos grupos Gp2,
Gp3 e Gp4, foi possivel visualizar um aumento da turbidez (figura 16), bem como da

viscosidade do meio.

/-
mEEE-

Figura 15. Controlo de pH as 72 horas.

Figura 16. Aumento da turbidez da solug@o apds a execugdo do passo de mineralizacdo, as 72 h, nos grupos
Dp2, Dp3 e Dp4 (da esquerda para a direita).

No grupo Dp4, que incluiu o tratamento dos espécimes com genipina como agente
de reticulacdo, observou-se que apds o passo de remineralizagdo alguns fragmentos
adquiriram uma coloragao azul (figura 17). Contudo, esta alteracdo na coloragdao nao foi

visivel em todos os fragmentos do grupo.
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Figura 17. Formagdo de pigmento azul num espécime do grupo Dp4 apds a execucdo do passo de
mineralizagdo, as 72 h.

Os resultados obtidos através da avaliagdo da microdureza de Vickers foram
tratados estatisticamente recorrendo ao programa IBM® SPSS® Statistics versio 27.0.

A tabela 4 mostra a analise descritiva dos 5 grupos de estudo.

Tabela 4. Estatistica descritiva dos grupos de estudo Dp0—Dp4 (output obtido recorrendo ao sofiware de
analise estatistica SPSS).

Descritivas

Microdureza

95% de Intervalo de
Confianca para Média

Desvio Limite Limite

N Média padrao Erro Padrao inferior superior Minime = Maximo
Dp0 10 66.454 5.1520 1.6292 62.768 70.140 59.7 73.4
Dpl 10 6.8477 2.1654 57.019 66.817 51.6 73.4
Dp2 10 B.3527 2.6414 71.763 83.713 63.7 90.8
Dp3 10 8.7508 2.7672 70.236 82.756 60.4 89.6
Dp4 10 66.424 7.9850 2.5251 60.712 72.136 55.6 81.7
Total 50 69.806 9.5592 1.3519 67.089 72.523 51.6 90.8

O grupo Dp0, correspondente a dentina profunda sa, apresentou uma média de
66,5 = 5,2 HV. O grupo Dpl, correspondente a dentina profunda preparada com HCI,
apresentou uma média de 61,9 £ 6,8 HV. O grupo Dp2, correspondente a dentina
profunda preparada com HCI e tratada com solucdo de célcio e tampao de neutralizacdo
de fosfatos, apresentou uma média de 77,7 = 8,4 HV. O grupo Dp3, correspondente a
dentina profunda preparada com HCI e tratada com GA, solugdo de calcio e tampdo de
neutralizacao de fosfatos, apresentou uma média de 76,5 = 8,8 HV. Por fim, o grupo Dp4,
correspondente a dentina profunda preparada com HCI e tratada com GE, solu¢do de

calcio e tampao de neutralizagdo de fosfatos, apresentou uma média de 66,4 + 8,0 HV.
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Para determinar a existéncia de diferencas entre a microdureza dos grupos de
estudo, aplicou-se o teste ANOVA a um fator (one way ANOVA), uma vez que era
desejado comparar mais de dois grupos independentes € a Unica varidvel dependente
(microdureza de Vickers) € do tipo quantitativo. Para um nivel de confianca de 95%,
verificou-se se estavam reunidos os requisitos necessarios para a aplicacao deste teste
paramétrico, sendo eles a independéncia e normalidade das amostras e a homogeneidade
das variancias.

Independéncia das amostras: experimentalmente, pela aleatoriedade considerada
na distribui¢do de fragmentos de dentina profunda pelos varios grupos, assim como pelo
desenho do estudo considerado, garantiu-se que o resultado de cada grupo em nada
condiciona os resultados dos restantes.

Normalidade das amostras: devido ao facto de a dimensdo das amostras ser
pequena (n=10), foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk (tabela 5), cujos resultados

demonstraram que todos os grupos sao normais, (p>0,05 em todos os grupos).

Tabela 5. Teste de normalidade — teste de Shapiro-Wilk (output obtido recorrendo ao software de analise
estatistica SPSS).

Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupos  Estatistica gl Sig. Estatistica gl Sig.
Microdureza Dp0O 1b2 10 .200° 906 10 254
Dpl 116 10 .200° 978 10 951
Dp2 240 10 107 948 10 .648
Dp3 165 10 200" 975 10 933
Dp4 234 10 128 910 10 278

*. Este & um limite inferior da significincia verdadeira.
a. Correlacdo de Significincia de Lilliefors

Homogeneidade das amostras: A aplicagdo do teste de Levene (tabela 6) aos cinco
grupos revelou que as variancias nao diferem significativamente (p>0,05), ou seja, o teste

confirmou a homogeneidade das variancias pra um nivel de confianca de 95%.
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Tabela 6. Teste de homogeneidade de variancias — teste de Levene (output obtido recorrendo ao software
de analise estatistica SPSS).

Testes de homogeneidade de varidncias

Estatistica de

Levene dfl dfz2 Sig.
Microdureza Com base em média 617 4 45 653
Com base em mediana 354 4 45 .840
Com base em mediana 354 4 37.696 .839
e com gl ajustado
Com base em média .580 4 45 .b79

aparada

Verificadas as condi¢des para a aplicacdo de um teste paramétrico, procedeu-se,
entdo, a aplicacdo do teste ANOVA a um fator (tabela 7), definindo-se como hipotese
nula (Ho) a igualdade estatistica entre as médias dos valores médios dos diferentes grupos
de estudo e hipotese alternativa (Ha) a existéncia de diferencas significativas entre as

médias dos valores médios dos diferentes grupos.

Tabela 7. Teste ANOVA a um fator (output obtido recorrendo ao software de analise estatistica SPSS).

ANOVA
Microdureza
Soma dos Quadrado
Quadrados df Médio Z Sig.
Entre Grupos 1,925.671 4 481.418 8.489 000
Mos grupos 2,551.844 45 56.708
Total 4,477.515 49

O resultado obtido no teste ANOVA a um fator, F(4,45)=8,489 revelou uma
significancia de 0,001 (p<0,05), indicando existirem diferencas significativas na
microdureza de Vickers entre grupos — verifica-se a hipotese alternativa. Estes
resultados sugerem que pelo menos um dos valores médios € estatisticamente diferente
dos restantes, pelo que foi necessario aplicar um segundo teste para a comparagdo
multipla de pares de grupos. Aplicou-se o teste de Bonferroni (tabela 8), sendo este o

mais adequado para amostras homogéneas e de dimensao reduzida.
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Tabela 8. Teste de Bonferroni para comparagdes multiplas (output obtido recorrendo ao sofiware de analise

estatistica SPSS).

Variavel dependente:

Comparacdes miltiplas

Microdureza

Bonferroni
Intervalo de Confianca 95%
Diferenca Limite Limite
() Grupos  {J) Grupos média (I-)) Erro Padriao Sig. inferior superior
Dp0 Dpl 4.5360 3.3677 1.000 -5.406 14.478
Dp2 -11.2840" 3.3e77 .016 -21.226 -1.342
Dp3 -10.0420" 3.3677 .046 -19.984 -.100
Dp4 0300 3.3677 1.000 -9.912 9.972
Dpl Dp0 -4.5360 3.3677 1.000 -14.478 5.406
Dp2 -15.8200" 3.3677 .000 -25.762 -5.878
Dp3 -14.5780" 3.3677 .001 -24.520 -4.636
Dp4 -4.5060 3.3677 1.000 -14.448 5.436
Dp2 Dp0 11.2840" 3.3677 .016 1.342 21.226
Dpl 15.8200" 3.3677 .000 5.878 25.762
Dp3 1.2420 3.3677 1.000 -8.700 11.184
Dp4 11.3140 3.3677 016 1.372 21.256
Dp3 Dp0 10.0420° 3.3677 046 100 19.984
Dpl 14.5780" 3.3677 .001 4.636 24.520
Dp2 -1.2420 3.3677 1.000 -11.184 8.700
Dp4 10.0720" 3.3677 .045 130 20.014
Dp4 Dp0O -.0300 3.3677 1.000 -9.972 9.912
Dpl 4.5060 3.3677 1.000 -5.43b 14.448
Dp2 -11.3140" 3.3677 016 -21.256 -1.372
Dp3 -10.0720" 3.3677 .045 -20.014 -.130

*. A diferenca média é significativa no nivel 0.05.

Este teste revelou que, para um nivel de confianca de 95%, existem diferengas

significativas entre os valores médios dos grupos de estudo (para todos os pares de grupos

com p<0,05), visiveis na tabela 8. Na figura 18, ¢ possivel observar as diferencas dos

valores médios de microdureza de Vickers entre os grupos de estudo de forma mais direta.

Verifica-se que entre os grupos Dp0, Dpl e Dp4 nao existem, aparentemente, diferencas

estatisticamente significativas. O mesmo acontece entre os grupos Dp2 e Dp3.
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Figura 18. Grafico da variag@o dos valores médios de microdureza (HV) obtidos para os varios grupos de
dentina profunda (output da analise descritiva recorrendo ao software SPSS).
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho vem dar continuidade a uma série de estudos realizados no
Instituto Universitario Egas Moniz, os quais otimizaram e estabeleceram algumas
condig¢des favoraveis ao processo de mineralizagao do colagénio in vitro (Antunes, 2020;
Aratjo, 2019; Kakavas, 2020). Um dos trabalhos experimentais, realizado recentemente
por Kakavas (2020), estabeleceu algumas condi¢des aparentemente favoraveis a
formagdo de mineral in vitro na presenga de agentes de reticulagdo, nomeadamente o GA
e a GE, recorrendo a analise por microscopia eletronica de varrimento (MEV) e por
espectroscopia de Raios-X com dispersao de energia (EDS).

O presente estudo foi baseado num método experimental descrito por Cui et al.
(2008), que promove simultaneamente o rearranjo conformacional (ou self-assembly) do
colagénio e o inicio da mineralizagdo in vitro, através da adicdo de uma solucao de cloreto
de célcio e uma solugdo de neutralizagao de fosfatos, apos a indugao de um desarranjo
reversivel das moléculas de colagénio, através de uma solucao acida. Pequenas alteragdes
foram feitas ao método acima descrito, de modo que o mesmo pudesse ser aplicado ex
vivo na dentina profunda, tendo sido também combinado com um estudo realizado por
Al-Ammar et al. (2009), o qual serviu como base relativamente as concentragdes e
protocolo de aplicagdo dos agentes de reticulagao.

Alguns estudos demonstraram que a dire¢do dos tibulos dentinarios assume um
papel importante durante a avaliagdo em testes mecanicos, uma vez que as fibras de
colagénio estdo orientadas perpendicularmente em relacdo aos tibulos. Os autores
verificaram que a resisténcia a tragdo foi significativamente maior quando aplicada
perpendicularmente aos tabulos dentindrios do que quando paralelamente aos mesmos
(Bedran-de-Castro et al., 2004; Miguez et al., 2004). Neste trabalho experimental, a for¢a
da indentacao foi aplicada paralelamente ao eixo dos tubulos e, dado que todo o esmalte
e dentina superficial foram removidos, era esperado que os valores médios de
microdureza de Vickers obtidos para cada espécime nao variassem muito dentro de um
mesmo grupo, apesar de haver sempre ligeiras variagdes, uma vez que se trata de um
tecido heterogéneo e que a indentacdo ¢ maior em relagdo a microestrutura da dentina
(figura 14). Assim, todas as superficies de estudo apresentavam uma elevada densidade
tubular, caracteristica da dentina profunda, que se traduziu em valores de microdureza de
Vickers proximos entre si para cada grupo e acordantes com os descritos na literatura para

a dentina (20-90 HV) (Warkentin et al., 2018). O mesmo nao aconteceria se a for¢a da

49



Mineralizagdo da dentina profunda na presenga de agentes de reticulagdo — um estudo ex vivo

indentagao tivesse sido aplicada perpendicularmente ao eixo dos tubulos dentinarios, pois
os valores de microdureza de Vickers iriam diferir consoante a localizacao da indentagao
mais oclusal ou cervical, dado as diferengas na composicao da dentina ao longo da

extensao polpa—JAD (Pashley, 1989).

4.1. GRUPO Dpl

Apos a andlise estatistica dos resultados obtidos da avaliagdo da microdureza de
Vickers, podemos verificar que ndo houve diferencas significativas entre o grupo
representativo da dentina profunda sa (Dp0) e o grupo de dentina tratada com HCI1 (Dpl),
com valores de 66,5+£5,2 HV e 62,0£6,8 HV, respetivamente. Este resultado era o
esperado, uma vez que o tratamento com solugdo acida teve como objetivo provocar uma
desorganizacao conformacional controlada e reversivel das fibras de colagénio dentinério
tipo I. Este processo surge como consequéncia da acidificagdo do meio, que desfavorece
as interacdes fracas que estabilizam as estruturas tridimensionais do colagénio. No
entanto, o rapido restabelecimento do pH fisioldgico favorece o self-assembly das
moléculas de colagénio, ou seja, permite o rearranjo estrutural nativo e
termodinamicamente mais estavel da proteina, logo, a recuperacdo da componente
biologica da matriz extracelular. Por sua vez, assume-se que a reorganizagdo estrutural
da matriz biologica favoreca a remineralizagdo. Contudo, concentragdes elevadas de
acido (ou pH muito baixo), podem provocar a desmineralizacdo do contetdo inorganico
dos tecidos biologicos duros e uma desnaturagdo irreversivel das proteinas colagénicas,
sendo o seu efeito dependente da concentracao e do tempo de exposi¢do. De acordo com
os resultados obtidos e trabalhos anteriores (Antunes, 2020; Araujo, 2019), parece que o
tratamento acido, com a respetiva concentracdo e tempo de atuacdo utilizados, nao
provocou uma desmineralizacdo, mas mostrou-se ser suficiente para induzir a
desorganizagdo conformacional das estruturas colagénicas de forma reversivel e sem

comprometer a matriz biologica.

4.2. GRUPO Dp2

Este grupo corresponde ao controlo positivo, onde se esperava um aumento da

microdureza, e tal foi comprovado apos a analise estatistica. Os valores de microdureza
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de Vickers para o grupo Dp2 (77,7£8,4 HV) foram estatisticamente superiores aos valores
obtidos para os grupos de controlo negativo Dp0 e Dpl (66,5+5,2 HV e 61,9+6,8 HV,
respetivamente).

O efeito da acidificagdo prévia da dentina profunda com a solucdo de HCI na
conformagdo do colagénio, foi revertida com a adicdo de uma solugdo de neutralizagao.
Uma vez que a solucdo de neutralizagdo utilizada para restabelecer o pH fisiologico
continha fosfatos, e que uma solucao de cloreto de célcio foi precedentemente adicionada,
era esperado que o rearranjo das fibrilhas de colagénio e o processo de remineralizagao
ocorressem simultanea e sinergicamente, levando a um aumento da microdureza. Os
resultados obtidos sugerem que ocorreu um processo de remineralizagdo a partir da
solucdo de cloreto de calcio em solu¢dao de neutralizagdo contendo fosfatos, que
providenciou os ides Ca’" e PO4>" necessarios para a formacdo de mineral na matriz
biologica. A remineralizagdo biomimética do colagénio dentinario pode ocorrer quando
os cristais de apatite residuais ou nucleos de cristal estdo presentes na matriz de colagénio,
e os i0es calcio e fosfato sdo fornecidos pela solugdo mineralizante (Xu et al., 2010).
Foram identificados locais especificos nas fibrilhas de colagénio, que t€ém o potencial de
se ligar aos ides Ca*" e PO4>, iniciando assim a nucleagdo de apatite ¢ mineralizando os
tecidos de vertebrados (Nudelman et al., 2010). Foi demonstrado, que os grupos carboxilo
(— COOH) sao os principais locais de nucleacao para as fibrilhas de colagénio e estdo
presentes em cerca de 11% dos residuos de aminoacidos das moléculas de colagénio (Cui

et al., 2007).

4.3. GRUPO Dp3

O grupo Dp3 teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento prévio com agente
de reticulagdo GA na remineralizagdo de dentina profunda. Verificou-se um aumento
estatisticamente significativo na microdureza de Vickers deste grupo (76,5+8,8 HV),
comparativamente com os grupos de controlo Dp0 e Dp1 (66,5+£5,2 HV ¢ 61,9+6,8 HV,
respetivamente). Estes resultados sugerem ter havido indu¢do do processo de
remineralizacdo, a semelhanca do observado no grupo Dp2. No entanto, os valores
médios de microdureza de Vickers deste grupo e os do grupo Dp2 (77,7+£8,4 HV) nao
diferem significativamente, o que aparenta sugerir que o GA nao tenha favorecido a
formagdo de mineral. Porém, diversos estudos mostram que o GA estabelece ligacdes

covalentes com o colagénio (Hass et al., 2016; Perez-Puyana et al., 2016), e por essa
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mesma razao a hipdtese de 0 mesmo nao ter tido qualquer interagdo com as estruturas
colagénicas presentes na dentina profunda ndo faz sentido ser considerada. Como exposto
anteriormente, a dentina profunda ¢ constituida maioritariamente por tibulos dentinarios
delimitados por dentina peritubular, sendo menor a 4area de dentina intertubular
comparativamente com a da dentina superficial e, consequentemente, também o contetido
de colagénio. Assim sendo, os resultados obtidos no grupo Dp3 podem apenas refletir um
efeito do pré-tratamento com GA na remineralizagdo menos evidente quando comparado
com o que seria espectavel observar na dentina superficial. Ao contrario da dentina
profunda, a dentina superficial ¢ caracterizada pelo elevado conteudo de fibrilhas de
colagénio que constituem a dentina intertubular, sendo esta proteina o principal
componente desta regido. Existindo maior quantidade de moléculas de colagénio, com as
quais o GA pode potencialmente reagir, o seu efeito serd mais evidente na dentina
superficial, refletindo-se num aumento significativo da microdureza. As ideias acima
descritas vao ao encontro de varios estudos que comprovam a eficacia e eficiéncia do GA,
no que concerne o aumento das propriedades mecanicas da dentina, apos a sua reacao
com as moléculas de colagénio (Al-Ammar et al., 2009; Bedran-Russo et al., 2008).
Adicionalmente, os resultados de um estudo realizado por Chen et al. (2016), indicaram
que a formacao de ligacdes cruzadas no colagénio dentinario, induzidas pelo GA, podem
promover a remineralizagdo biomimética da dentina, resultando em melhores
propriedades mecanicas e bioestabilidade. Contudo, ¢ de salientar que esse estudo ndo
identifica o tipo de dentina usado, se foi superficial ou profunda.

Como se verificou anteriormente, o tratamento com acido ndo originou uma
diminui¢do do valor da microdureza, sugerindo nado ter havido desmineralizagdao
significativa na dentina profunda em estudo, tal como se pretendia. Num estudo realizado
por Chen et al. (2016), foi induzida uma desmineralizag@o inicial do tecido bioldgico,
mas tal ndo perece ter inibido ou comprometido o processo de remineralizacao dado os
resultados apresentados, o que sugere que o tratamento acido induziu um desarranjo
conformacional das fibras de colagénio reversivel. Encontrando-se as fibrilhas de
colagénio protegidas pelo mineral na dentina intertubular, a desmineralizacao deste tecido
poderé favorecer a difusdao do GA e, consequentemente, o estabelecimento de ligagdes
exodgenas. Adicionalmente, o GA promove uma rapida formagao de ligagdes cruzadas na
superficie do tecido que cria uma barreira, impedindo a continua¢ao da sua difusdo até ao
centro do tecido, comprometendo a sua liga¢ao ao colagénio a medida que a profundidade

aumenta (Cai et al., 2017; Hass et al., 2016). Assim, ¢ possivel que o mesmo tenha
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também ocorrido para a dentina profunda, ou seja, a rapida formagao de ligagdes cruzadas
impediu a difusdo do agente em profundidade no espécime, refletindo apenas a ocorréncia
de ligagdes cruzadas a superficie, o que provavelmente nao promove locais de nucleagao
adicionais suficientes, de modo que apo6s a remineralizagdo haja alteracdes na
microdureza de Vickers. Desta forma, embora o objetivo do tratamento 4acido tenha sido
apenas a desorganizagdo reversivel do material organico da dentina, ¢ possivel que se o
mesmo tivesse originado uma desmineralizacao significativa, com diminuicao evidente
do valor médio de microdureza no grupo Dp3, o agente de reticulacdo difundisse mais,
estabelecesse mais ligagdes cruzadas com o colagénio e originasse um aumento da
microdureza mais expressivo.

Nao obstante, de acordo com os resultados obtidos no grupo Dp3, o tratamento
com GA, previamente ao processo de remineralizagdo na dentina profunda, parece ndo
apresentar vantagens. Dadas as caracteristicas e condi¢gdes proprias deste tecido, uma
outra estratégia que retire beneficio do elevado contetdo mineral presente na dentina
peritubular poderad ser explorada, de modo a melhorar as propriedades mecanicas da

dentina profunda.

4.4. GRUPO Dp4

Tal como o grupo Dp3, este grupo teve como objetivo avaliar o efeito de um
agente de reticulacdo no processo de remineralizagdo de dentina profunda, a GE. A
microdureza registada para este grupo (66,4+8,0 HV) verificou-se ser significativamente
idéntica a dos grupos de controlo negativo Dp0 e Dpl (66,5+5,2 HV ¢ 61,9+6,8 HV,
respetivamente) e inferior a do grupo de controlo positivo Dp2 (77,7+8,4 HV). Tal nao
corresponde ao esperado, uma vez que era pretendido que a GE aumentasse a microdureza
do tecido dentindrio. Os resultados sugerem que para além do facto de a presenga de GE
nao ter contribuido para a formagdo de minerais, parece ter também impedido, de certa
forma, a formagao dos mesmos no intervalo de tempo de 72 h.

Para além da questdo do menor contetido de colagénio na dentina profunda,
anteriormente descrita no grupo do GA e aplicando-se igualmente a GE, o ndao aumento
da microdureza de Vickers neste grupo pode também ser justificado pelo facto de a
genipina ter uma taxa de indugao de ligacdes cruzadas mais lenta quando comparada com
o glutaraldeido (Al-Ammar et al., 2009). E provavel que uma hora de tratamento com GE

nao seja o suficiente para que a mesma induza ligagdes cruzadas exdgenas suficientes e,
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consequentemente, favoreca a remineralizacdo. Um aumento das propriedades mecanicas
da matriz dentinaria, induzidas pela genipina, apenas estd descrito apos 40 horas de
tratamento com a mesma (Bedran-Russo et al., 2006). Assim, serd provavel que uma hora
de tratamento com genipina ndo seja o suficiente para favorecer a formagao de cristais
minerais, levando a um aumento da microdureza de Vickers. Por outro lado, o tratamento
durante 40 horas nao apresenta relevancia clinica.

Ao contrario do esperado, os valores de microdureza obtidos no grupo Dp4, nao
s0 nao foram superiores aos do grupo Dp2, como foram inferiores, sugerindo que a GE
tenha inibido a formag¢ao de mineral. Se o tempo de atuacdo da GE tivesse sido superior,
como anteriormente referido, seria possivel que a taxa de indugdo de mineralizagao
pudesse ser inferior a do GA, o que poderia ser favordvel a mineralizacao. Uma vez que
o processo de mineralizagao ¢ altamente sensivel e controlado, o prolongamento do
processo de remineralizagdo induzido pela GE poderéa permitir que as NCPs envolvidas
na mineralizagdo possam atuar de forma mais intensiva. Como ja referido, as NCPs
podem atuar como nucleadores, inibidores, moléculas de ancoragem, modificadores de
crescimento ou como substratos para deposi¢ao de minerais, garantindo que a velocidade
da mineralizagdo ¢ favoravel a evolugcdo do ACP para OCP e finalmente para HA, e ndo
para outras formas de apatite, as quais ndo sao desejadas. Assim futuros estudos,
poderiam testar diferentes tempos de tratamento tanto com a solucdo de GE, como a
solucao mineralizante apods o tratamento com a GE.

Nalguns dos fragmentos de dentina profunda tratada com genipina, foi possivel
visualizar uma, alteracao na coloracao dos fragmentos, ap6s as 72 h de remineralizacao,
com a formacao de um pigmento azul (figura 17). Esta pigmentagdo permite afirmar que,
de facto, houve interacdo entre a genipina e as moléculas de colagénio dentinario. Na
presenca de oxigénio, a genipina pode sofrer, rapidamente, uma reagao espontanea com
aminas primarias presentes nos aminoacidos e proteinas, como o colagénio, formando
pigmentos soluveis em agua (Fujikawa et al., 1987a; Fujikawa et al., 1987b; Touyama et
al.,, 1994a). Alguns autores sugeriram que estes pigmentos azuis sdo possivelmente
formados por uma série de polimerizagdo e desidrogenacao, envolvendo radicais de
oxigénio, de varios pigmentos intermedidrios utilizando o grupo &-amino de lisina e
hidroxilisina (Touyama et al., 1994a; Touyama et al., 1994b). Contudo, o seu impacto na
coloragdo da superficie dentinaria tratada, apresenta limitacdes clinicas devido a questdes
estéticas. O facto de alguns espécimes nao terem apresentado a alteragdo na sua

coloragdo, pode ir de encontro a uma das limitagcdes deste estudo mais a frente exposto.
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Discussdo

Dada a variabilidade da dimensao coronal de cada dente, algumas superficies de estudo
poderiam estar mais proximas da superficie oclusal do que outras, aquando do seu corte,
integrando ja aquilo que ¢ considerado dentina superficial. Essas mesmas superficies
teriam, entdo, maior conteido de dentina intertubular e, consequentemente, de fibrilhas
de colagénio, proporcionando um maior niimero de liga¢des cruzadas. De acordo com a
literatura, a intensidade da coloracao azul do colagénio dentinario reflete a quantidade de
ligagdes cruzadas formadas entre a GE e as moléculas de colagénios, sendo esta uma
relacdo proporcional (Muzzarelli et al., 2015).

A GE pode apresentar varias formas consoante o pH do meio, sendo que para
valores de pH extremos pode adquirir formas que impossibilitam a sua ligacdo as
moléculas de colagénio. O valor de pH da solu¢do de GE preparada neste trabalho
experimental foi controlado e mantido neutro, promovendo assim formas de GE ligantes.
Um estudo realizado por Mi et al. (2005), concluiu que as reacdes de crosslinking sao
dependentes do pH. Aquando condi¢des neutras, a genipina reage primeiramente com 0s
grupos amina (dos aminoacidos) para formar aminas heterociclicas, que por sua vez
associam-se para formar redes de ligagcdes cruzadas constituidas por pequenas cadeias de
pontes de dimeros, trimeros ou tetrameros (1~ 4 unidades de monomero). Por outro lado,
em condig¢des basicas, a genipina sofre abertura do anel e polimerizacao antes de se darem
as ligagdes cruzadas. As pontes de ligacdes cruzadas consistem em macromeros e
oligébmeros (7~ 88 unidades de mondémeros) de genipina polimerizada (Mi et al., 2005).
Desta forma, poderia ser vantajoso realizar o tratamento de GE, com a mesma diluida
numa solucdo com pH basico de modo a induzir a sua polimerizagdo e consequente
obtencdo de ligacdes cruzadas maiores, que talvez pudessem até estabelecer-se entre
fibrilhas de colagénio.

Outras analises quantitativas e qualitativas deverdo ser realizadas em estudos
futuros para clarificar algumas questdes e obter conclusdes mais assertivas € coerentes
relativamente a reacdo da GE com as moléculas de colagénio e o posterior processo de
remineralizacdo. As caracteristicas exclusivas da dentina profunda, como a densidade
tubular, dentina peritubular ou conteudo colagénico, bem como as diferentes formas
possiveis adquiridas pela GE, consoante as condigdes do meio, constituem assim um

desafio.
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4.5. LIMITACOES DO ESTUDO

O presente estudo apresenta algumas limitagdes que podem comprometer e
generalizar os resultados obtidos.

A utilizacdo de dentes humanos implica sempre uma variabilidade das
caracteristicas das amostras, devido a questdes genéticas especificas de cada individuo.
Uma das caracteristicas ¢ a dimensao coronal de cada dente, que por sua vez influencia o
espécime obtido devido a impossibilidade de excluir ou incluir de forma restrita o
conteudo desprezavel ou de interesse, ou seja, num dente com uma coroa de maior
dimensao, ap6s a exclusdo do esmalte periférico e os 2 cortes transversais de 1,25 mm, a
superficie inferior do fragmento de dentina profunda poderia ainda estar uma distancia
consideravel dos cornos pulpares, enquanto um dente com uma coroa de menor dimensao,
a mesma superficie poderia até atingir ja os cornos pulpares.

A dentina trata-se de um tecido altamente heterogéneo, e sendo o tamanho da
indentagdo maior que a microestrutura da dentina, sdo espectaveis variagdes dos valores
de dureza relatados para o mesmo espécime, constituindo um problema incontornavel.

Uma outra limitagcdo ¢ o nimero de amostras (n=10), que poderia ser maior dada
a heterogeneidade deste tecido, trazendo beneficios para o estudo.

A analise exclusiva da microdureza de Vickers, ndo permite aferir resultados
conclusivos. Paralelamente uma outra analise deveria ser feita, como a microscopia

eletronica de varrimento (SEM) e espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS).
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Conclusdo

5. CONCLUSAO

Mantendo presentes as condigdes seguidas pelo presente estudo, bem como todas

as suas limitagcdes anteriormente expostas, podemos tirar algumas conclusdes como:

1))

2)

3)

4)

A presenca de uma solugdo de remineralizacdo, fornecedora de ides Ca®* e PO4*
, parece induzir a formacdo de apatite nas estruturas colagénicas da dentina
profunda, levando a um aumento da microdureza de Vickers da mesma.

O agente de reticulacdo sintético glutaraldeido parece nao ter efeito no processo
de remineralizagdo ex vivo da dentina profunda, nao alterando,
consequentemente, a microdureza de Vickers, comparativamente com o
controlo positivo;

A presenca do agente de reticulacdo natural genipina no processo de
remineralizacdo ex vivo da dentina profunda, parece desfavorecer a formagao
de apatite, diminuindo a microdureza de Vickers, comparativamente com o
controlo positivo.

A literatura carece, ainda, de uma forte compreensao, nao s6 do processo de
mineralizacdo da dentina, mas também das estruturas e componentes biologicos
envolvidos na mesma. Parece também existir uma lacuna relativamente ao
estudo das caracteristicas da dentina profunda, o que por sua vez demonstra a
importancia da dedicacgdo a trabalhos experimentais relacionados com a mesma.
Dado os resultados obtidos, podemos concluir que a alta heterogeneidade e
presenca de variados componentes da dentina profunda tornam-na num tecido
diferenciado da dentina superficial, com as suas proprias caracteristicas
biologicas e mecanicas, e tal deve ser tido em consideracdo aquando do seu
estudo. E necessaria uma melhor compreensdo do comportamento tanto deste
tecido biologico, como dos agentes de crosslink, podendo futuramente
contribuir para a area de dentisteria restauradora, especialmente para a técnica

adesiva.
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5.1. PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos futuros deveriam incluir um maior nimero de amostras de modo a obter
resultados mais fidedignos e o mesmo tipo de dente deveria ser utilizado, para evitar
possiveis variagdes condicionantes dos resultados.

Uma andlise qualitativa como por exemplo a microscopia de eletronica de
varrimento (SEM), poderia ser benéfica e util para avaliar e controlar o efeito dos
tratamentos realizados na estrutura dentinaria.

A anélise elementar por espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS)
seria também importante, na medida em que seria possivel entender a composicao dos
minerais formados.

Variagdes do pH da solugdo de genipina e diferentes tempos de tratamento devem
ser testados, uma vez que na literatura estdo descritos varios comportamentos da mesma
consoante o nivel de pH e que o seu tempo de atuagdo ¢ mais longo.

Por fim, ndo podemos menosprezar o facto de o tempo de tratamento ser
clinicamente irrelevante. Assim o tempo de pré-tratamento poderd ser reduzido ao
aumentar as concentracoes dos agentes de reticulacdo ou utilizando simultaneamente

diversos agentes de reticulacao para torna-lo clinicamente reprodutivel.
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