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Resumo

Introducdo: As inimeras semelhangas que apresenta com o osso alveolar, relativamente
a estrutura e composicao, e a sua elevada disponibilidade, na medida em que corresponde
a 85% da estrutura dentaria, tornam a dentina um potencial biomaterial em regeneragao
ossea. Se por um lado, pode ser utilizada como um substituto 6sseo, por outro, representa

uma fonte de fatores de crescimento.

Objetivos: Avaliar clinica, radiografica e histologicamente a utilizagdo de um particulado
de dentina autégena mineralizada, como biomaterial, em dez casos de regeneracio Ossea,

com posterior coloca¢do de implantes orais.

Materiais e Métodos: Apds o cumprimento dos pressupostos ético-legais e da aplicagdo
dos critérios de inclusdo e de exclusdo, foi realizada uma avaliagdo inicial pré-cirurgica a
dez pacientes que compareceram a Clinica Dentaria Egas Moniz ¢ a Clinica Dr.
Alexandre Santos. Na consulta seguinte, foram efetuadas a extragdo, a preparagdo do
dente autdlogo e a regeneragdo Ossea da loca cirtirgica. Apds um “follow-up” de seis
meses, todos os pacientes realizaram CBCT, na localizagdo previamente regenerada, que
foi analisada através das unidades de Hounsfield. De seguida, foi efetuada a cirurgia de
colocacao dos implantes orais ¢ de recolha de um fragmento dsseo, para posterior
avaliacdo histologica.

Resultados: Nao se verificaram quaisquer complicagdes pos-operatorias. A avaliacao
radiografica evidencia a formacao de osso D2-D3. A colocagdo de implantes orais, com
uma ancoragem adequada, foi possivel em todos os casos. A avaliagao histoldgica sugeriu
que a dentina estabelece com o tecido ostedide uma relacdo de anquilose, fusdo ou

interdigitacdo e a estrutura tecidular resultante é compativel com osteodentina.

Conclusao: O presente estudo piloto sugere que a dentina apresenta um elevado potencial
de utilizacdo, como biomaterial, em regeneracdo dssea. A dentina estabelece um contacto
direto com a matriz ostedide, revela boa integracdo tecidular, propriedades
osteocondutoras e osteoindutoras. No entanto, é necessario realizar mais estudos
prospetivos clinicos e histomorfométricos, com uma maior amostra, bem como ensaios

clinicos randomizados e controlados.

Palavras-Chave: Enxerto de dentina autdégena; Matriz dentindria; Enxerto de dente

autologo; Enxerto 0sseo; Regeneragdo 6ssea; Dentina na engenharia tecidular dssea;






Abstract

Introduction: The innumerable similarities with alveolar bone, in relation to structure
and composition, and its high availability, to the extent that comprise 85% of tooth
structure, make dentin a potential biomaterial in bone regeneration. If on one hand, it can

be used as a scaffold, on the other hand, represents a source of growth factors.

Objectives: Evaluate clinical, radiographic and histologically the use of a particulate
autogenous mineralized dentin as a biomaterial in ten cases of bone regeneration, with

subsequent placement of oral implants.

Materials and Methods: After the fulfillment of ethical and legal requirements and the
application of the inclusion and exclusion criteria, a pre-surgical initial evaluation was
performed to ten patients who attended “Clinica Dentdria Egas Moniz” and “Clinica Dr.
Alexandre Santos”. In the next appointment, it was performed the extraction, the
preparation of the autologous tooth and the bone regeneration of the surgical wound. After
a six months follow-up, all patients underwent CBCT of the previously regenerated
location, which was analyzed by the Hounsfield units. Then, it was performed the oral

implants surgery and collected a bone fragment, for subsequent histological analysis.

Results: There were no postoperative complications. Radiographic evaluation showed
formation of a D2-D3 bone. The placement of oral implants, with a suitable anchorage,
was possible in all cases. Histological evaluation suggests that dentin establishes
ankyloses, inter-fusion or interdigitation and the resultant tissue structure is compatible

with osteodentin.

Conclusion: The present pilot study suggests that dentin has a lot of potential for
application as biomaterial in bone regeneration. Dentin establishes a direct contact with
osteoid matrix and reveals a good tissue integration, osteoconductive and osteoinductive
proprieties. However, more prospective clinical and histomorphometric studies, with

larger sample sizes, will be needed, as well as randomized controlled trials.

Keywords: Autogenous dentin graft; dentin matrix; autogenous tooth bone graft; bone

graft; bone regeneration; dentin in bone tissue engineering;
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

1. Regeneracdo Ossea

O osso alveolar ¢ um 6rgdo tunico, dotado da capacidade de autorreparagdo e
regeneragao (Tang et al., 2016).

No entanto, as suas propriedades reparadoras e regenerativas podem ser
comprometidas por traumatismos, infecdes cronicas, doencas sistémicas, defeitos
congénitos ou ressecdes cirurgicas de tumores malignos e metastases, que provocam o
aparecimento de defeitos dsseos na cavidade oral. Estes necessitam, na maioria das vezes,
de tratamento clinico através da aplicag@o de técnicas de regeneragao ossea (Pilipchuk et
al., 2015; Tang et al., 2016).

O processo de regeneragdo dssea € regulado por diversos fatores de crescimento. Por
defini¢do ¢ “uma cascata complexa e multifatorial de eventos bioldgicos, que incluem a
migracgdo, a prolifera¢do, a adesdo e a diferenciagdo celular, para além da neoformacgao
vascular” (Peres & Lamano, 2011).

Atualmente, a utilizagdo de enxertos em regeneragdo 6ssea ¢ um procedimento de
elevada fiabilidade e previsibilidade (Pang et al., 2016).

A escolha do enxerto depende das suas propriedades biomecénicas, tamanho, forma,
volume, manuseamento clinico e custo associado, bem como das dimensdes do defeito
0sseo que se pretende regenerar (Tang et al., 2016).

A regeneracdo Ossea pode ser alcangada através de mecanismos de osteogénese,
osteoindugdo e/ou osteocondugao (Liu & Kerns, 2014; Tang et al., 2016).

A osteogénese consiste na formagdo de tecido 6sseo, mesmo na auséncia de células
estaminais mesenquimais indiferenciadas (Liu & Kerns, 2014).

A osteoindugdo, por sua vez, caracteriza-se pela transformagao das células estaminais
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, através da acao de fatores de crescimento
exclusivamente Osseos (Liu & Kerns, 2014). Numa primeira fase, os fatores de
crescimento atuam como mediadores no recrutamento das células mesenquimais.
Posteriormente, estas diferenciam-se em osteoblastos, que apos o processo de maturacao,
adquirem a capacidade de sintetizar a fase organica da matriz dssea, também designada

por ostedide. Por fim, ocorre a formagao ectopica do tecido 6sseo (Miron & Zhang, 2012).
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Estudo piloto prospetivo — série de casos de avaliagdo da regeneracdo ossea através da utilizagdo de um particulado
de dentina autogena

A osteocondugao, por outro lado, € um mecanismo através do qual um enxerto permite
a deposicao de novo tecido 0sseo, a partir do osso circundante, ou induz a diferencia¢do
de células mesenquimais ao longo da sua superficie. Os materiais osteocondutores
estimulam o recrutamento e a migracao de células potencialmente osteogénicas, tais como
osteoblastos, células perivasculares e células estaminais da medula 6ssea, para o local de
formag¢ao da matriz extracelular (Liu & Kerns, 2014; Morjaria, Wilson, & Palmer, 2014).

Em detrimento da sua origem e composigado, todos os enxertos 6sseos apresentam pelo
menos um dos mecanismos de acao anteriormente descritos (Liu & Kerns, 2014).

A regeneragdo dssea revolucionou a terapia implantar, que constitui, atualmente, uma
op¢ao terapéutica, de sucesso comprovado, na reabilitagao do edentulismo parcial e total.
A existéncia de dimensdes Osseas adequadas ¢ um pré-requisito fundamental para a
colocagdo de implantes orais, numa posi¢do estética e funcionalmente favoravel. Assim,
através da aplicagdo de técnicas regenerativas do osso alveolar € possivel obter uma
posicdo implantar prosteticamente ideal, em localizacdes anteriormente consideradas
inadequadas para a reabilitagdo com implantes. Por outro lado, a regeneracdo 6ssea ndo
parece comprometer a taxa de sobrevivéncia implantar (Milinkovic & Cordaro, 2014;
Donos, Dereka & Mardas, 2015; Pang et al., 2016). Jung et al (2013) concluiram que, em
reabilitagdes prostodonticas fixas parciais ou totais removiveis, as taxas de sobrevivéncia
implantar sdo muito semelhantes, em osso alveolar regenerado e ndo regenerado,
apresentando valores de 93,2% e 94,6%, respetivamente (Pang et al., 2016).

As caracteristicas do osso alveolar que influenciam a sua resisténcia a fratura, e que
incluem a densidade 0ssea mineral e a microestrutura trabecular, sdo determinantes na
obtengdo da estabilidade primaria implantar. Por outro lado, a estabilidade primaria dos
implantes orais determina a sua osteointegragdo, e por isso, ¢ considerado o fator mais
importante no sucesso a longo prazo deste tipo de reabilitacdo prostodontica (Parsa,

Ibrahim, Hassan, van der Stelt, & Wismeijer, 2013).

2. Processo de Cicatrizagdo do Osso Alveolar

O osso alveolar ou processo alveolar consiste no prolongamento do osso basal da
maxila e da mandibula. O seu desenvolvimento ocorre concomitantemente com o
processo de erupcao dentaria (Aragjo et al., 2015; Jambhekar, Kernen, & Bidra, 2015;
Pilipchuk et al., 2015). Em conjunto com o ligamento periodontal, a gengiva e o cemento,
integra o periodonto, conferindo suporte estrutural ao dente (Pilipchuk et al., 2015). Para

além disso, ¢ um orgdo dependente do dente, na medida em que as suas caracteristicas
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Introdugdo

morfologicas dependem de fatores como o tamanho, a forma, o local de erupcao ¢ a
inclinagdo dentaria (Araujo et al., 2015).

Um dente tem indicagdo para extragdo quando ndo € passivel de ser restaurado ou
mantido na cavidade oral em condic¢des aceitaveis de saude, funcdo e estética (Avila-
Ortiz, Elangovan, Kramer, Blanchette, & Dawson, 2014).

Uma extra¢do desencadeia uma série de eventos bioldgicos que resultam numa
reabsor¢do Ossea vertical e horizontal, aparentemente progressiva e irreversivel, mesmo
com a colocacdo de um implante oral imediato (Aratjo, da Silva, de Mendona, & Lindhe,
2014; Avila-Ortiz et al., 2014; Jambhekar et al., 2015; Pilipchuk et al., 2015).

Por norma, uma extracdo representa um procedimento traumatico que envolve a
disrupgdo dos tecidos moles, a lesdo e/ou destruicdo das fibras de “Sharpey” e das
estruturas vasculares do ligamento periodontal (Aratjo et al., 2015).

Consequentemente, os processos de reparacao, que se iniciam, afetam os tecidos duros,
como o osso alveolar, e os tecidos moles, como o ligamento periodontal e a gengiva
(Jambhekar et al., 2015).

O osso alveolar, por sua vez, passa por um processo de cicatrizagdo que se caracteriza
por trés fases sequenciais. Estas denominam-se fase inflamatoria, fase proliferativa e fase
modeladora ou remodeladora. Por vezes, as diferentes fases do processo podem sobrepor-
se (Aragjo et al., 2015).

A fase inflamatéria inclui dois eventos bioldgicos principais, a formagdo de um
coagulo sanguineo e a migracao de células inflamatorias para a zona da ferida operatoria
(Aragjo et al., 2015).

Apds uma extracdo, o alvéolo dentdrio ¢ imediatamente preenchido por sangue.
Forma-se um codgulo sanguineo, composto, maioritariamente, por eritrocitos e plaquetas,
que se encontram aprisionados numa matriz fibrosa. Uma vez formado, o coagulo
provoca a obstru¢do dos vasos sanguineos alveolares, interrompendo, consequentemente,
a hemorragia (Wang & Lang, 2012; Araujo et al., 2015).

Num periodo de dois a trés dias, verifica-se uma concentracao de células inflamatorias
na zona da ferida operatoria. Estas células, em conjunto com os vasos sanguineos € 0s
fibroblastos imaturos, sdo responsaveis pela formagdo do tecido de granulagdo. No
terceiro dia apds a extracdo, o tecido de granulagdo substituiu na totalidade o coagulo
sanguineo e quatro dias depois, forma-se uma matriz de tecido conjuntivo, rica em
leucdcitos e fibras colagénicas, que substitui por completo o tecido de granulagao (Wang

& Lang, 2012; Araujo et al., 2015).
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A fase proliferativa caracteriza-se por dois fendmenos principais, a formagao rapida e
intensa de tecido fibroso, com deposi¢do de uma matriz provisoria, e a formagao de osso
imaturo ou “woven bone”. Apds a sua deposi¢cdo, a matriz provisodria € invadida por vasos
sanguineos, osteoblastos e projegoes digitais de osso imaturo. Posteriormente, o 0sso
imaturo rodeia por completo os vasos sanguineos da matriz, constituindo um “osteon”
primdrio, a unidade bdsica estrutural e metabolica do osso cortical (Aratjo et al., 2015;
Gong et al., 2015; Lang & Lindhe, 2015).

O osso imaturo surge no alvéolo dentdrio num periodo de duas semanas apds a
extragdo, apresenta um carater provisorio, nao possui capacidade de suporte de cargas e
pode permanecer no alvéolo por varias semanas (Aragjo et al., 2015).

A fase modeladora ou remodeladora caracteriza-se por uma série de alteracdes Osseas
alveolares. O processo de modelacdo implica modificacdes na forma e na arquitetura
osseas. E o que acontece quando a reabsor¢do dssea provoca uma alteragio dimensional
da crista alveolar. No processo de remodelacao, o tecido 0sseo sofre alteragdes, no entanto
mantém a sua forma e arquitetura iniciais. E o que acontece na substitui¢io do osso
imaturo por osso lamelar ou por medula 6ssea. A remodelagao inicia-se trinta dias apds a
extragdo, mas para que o 0sso imaturo seja totalmente substituido, s3o necessarios varios
meses a anos (Wang & Lang, 2012; Aratjo et al., 2015).

Algumas semanas apos a extragdo, os osteoclastos migram para a crista 0ssea das
paredes alveolares, vestibular e lingual, e para ambas as por¢des do alvéolo, interna e
externa, provocando, desta forma, uma modelagdo 6ssea equitativa em ambas as paredes.
No entanto, a tdbua Ossea lingual ¢ mais larga e, por isso, a reabsor¢ao Ossea vertical ¢
maior na tabua vestibular, mais fina. Nos primeiros trés meses de cicatrizagdo, ocorre
cerca de dois tercos da totalidade do processo de modelagao (Araujo et al., 2015).

Cerca de trés a seis semanas apOs a extragcdo, ¢ visivel, radiograficamente, o
preenchimento do alvéolo dentario por tecido 6sseo (Aratjo et al., 2015).

Dois meses ap0s a extragdo, a mucosa marginal encontra-se separada do alvéolo por
tecido duro e o osso imaturo central ¢ substituido por osso esponjoso (Wang & Lang,
2012).

Quando o processo de cicatrizagdo termina, cerca de dez a vinte semanas apos a
extragdo, ¢ visivel, clinicamente, um epitélio de consisténcia firme a encerrar a entrada
do alvéolo (Aragjo et al., 2015).

Seis meses apds a extra¢do, a maior parte do osso imaturo foi substituido por osso

lamelar (Wang & Lang, 2012).
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O processo de cicatrizacdo do osso alveolar ¢ regulado por inumeros fatores de
crescimento (Tabela 1). Estas moléculas polipeptidicas sinalizadoras interagem entre si,
e como consequéncia, atuam como fatores iniciadores dos processos de migragdo,
proliferacdo e diferenciacdo celulares. Para além disso, nas primeiras fases da
cicatrizagdo, constituem sinais mitogénicos e angiogénicos (Aratjo et al., 2015; Smith et
al., 2015).

Os niveis do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) mantém-se constantes
nas trés fases do processo de cicatrizagdo (Tabela 1), contrariamente ao que acontece com
o fator de crescimento transformador beta (TGF-f) e com o fator derivado das plaquetas
(PDGF), que registam os seus niveis mais elevados nos primeiros dias do processo,
durante a fase inflamatoria. Por outro lado, a proteina morfogénica dssea 2 (BMP-2)
aumenta mediante a concentragdo e, posterior, proliferacao das células percursoras dos

osteoblastos (Araujo et al., 2015).
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Tabela 1 — Fatores de crescimento e suas fungdes no processo de cicatrizagdo do osso alveolar (Adaptado

de Lang & Lindhe, 2010).

Fase de Fator de

Cicatrizagdo Crescimento

PDGF

TGF-B

Inflamatoria

VEGF

EGF

FGF-2

KGF
(FGF-7)

Proliferativa

PDGF

TGF-p

VEGF

Origem Celular

Plaquetas

Plaquetas
Leucocitos

Fibroblastos

Plaquetas
Leucdcitos
Fibroblastos
Macrofagos
Células Mesenquimais

Plaquetas

Macrofagos

Células Endoteliais

Queratinécitos

Fibroblastos

Macrofagos

Células Endoteliais

Macrofagos
Leucécitos

Fibroblastos

Macrofagos

18

Fungdes Biologicas

Aumenta a quimiotaxia de neutrdfilos e
mondcitos.
Aumenta a quimiotaxia de neutroéfilos e
monocitos.
Expressao autocrina — produgao adicional de

citoquinas (TNF-a, IL-1f, PDGF, Quimiocinas).

Aumenta a permeabilidade vascular.

Estimula a proliferacdo e a migracdo epitelial.

Estimula a proliferacdo fibroblastica e a sintese da
matriz extracelular.
Aumenta a quimiotaxia, proliferagéo e¢ a

diferenciagdo de células endoteliais.
Estimula a proliferacdo e a migracéo epitelial.

Estimula a proliferacdo fibroblastica e a sintese da
matriz extracelular.

Aumenta a quimiotaxia, proliferagéo e¢ a
diferenciagdo de células endoteliais.
Estimula a proliferacdo e a migracao epitelial.
Estimula a proliferacdo fibroblastica e a sintese da
matriz extracelular.

Inibe as protéases e aumenta a produgdo dos seus
inibidores.

Aumenta a quimiotaxia de células endoteliais
progenitoras.

Estimula a proliferagdo de células endoteliais.
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Fase Fator de ) ] i
o ) Origem Celular Fungdes Biolodgicas
de Cicatrizagdo Crescimento
Estimula a migragdo de células mesenquimais
BMPs 2-4 Osteoblastos .
progenitoras.
Estimula a diferenciagdo de osteoblastos e
BMP-7 Osteoblastos
condroblastos.
Macrofagos Estimula a migragdo de células mesenquimais
FGF-2 o }
Células Endoteliais progenitoras.
Macro6fagos Estimula prolifera¢ao osteoblastica e a sintese da
IGF-II ) )
Fibroblastos matriz dssea.
Estimula a diferenciagdo de fibroblastos em mio
Macro6fagos fibroblastos.
Modeladora ou PDGF
Osteoblastos Estimula a proliferagdo de células mesenquimais
Remodeladora
progenitoras.
Induz a diferenciagdo de fibroblastos em mio
Fibroblastos fibroblastos.
TGF-p : o L
Osteoblastos Estimula a quimiotaxia e a sobrevivéncia de
osteoblastos.
Quimiotaxia de células estaminais
VEGF Macrofagos mesenquimais, efeito anti-apoptico de células

formadoras de osso e promogao da angiogénese.

3. Preservacao Alveolar

A reabsor¢@o do osso alveolar depende de fatores locais e sistémicos, como a idade
do paciente no momento da extragdo, a localizagdo, o tamanho e a morfologia do alvéolo
dentario, o nimero de dentes adjacentes extraidos, a extensdo do trauma provocado, o
biotipo periodontal, a presenga de habitos tabagicos e de doengas sistémicas, como a
Diabetes ndo controlada, a variabilidade inter-individual e a motivacdo do paciente
(Avila-Ortiz et al., 2014; Morjaria et al., 2014; Araugjo et al., 2015).

Apbs uma extragdo, o osso alveolar sofre uma redugdo da sua largura vestibulo-
lingual, que pode alcancar os 50% (Atieh et al., 2015).

A reabsor¢do Ossea horizontal da parede vestibular do alvéolo pode atingir os 56%,
enquanto a da parede lingual é geralmente igual ou superior a 30% (Horowitz, Holtzclaw
& Rosen, 2012).

Seis meses apos a extragdo, a crista 0ssea alveolar sofre, em média, uma redugdo de
3,8mm e 1,24mm em largura e altura, respetivamente (Tan, Wong, Wong, & Lang, 2012;

Atieh et al., 2015).
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Neste sentido, a preservacao alveolar consiste em “preservar o volume da crista 0ssea
alveolar dentro do envelope existente no momento da extracdo” (Hammerle, Araujo,
Simion & Aratjo, 2012).

A primeira tentativa de execugdo deste procedimento consistiu na retengdo de raizes
no alvéolo dentdrio, com o objetivo principal de conferir uma maior estabilidade as
proteses removiveis (Avila-Ortiz et al., 2014).

Atualmente, a preservacdo alveolar ¢ uma técnica na qual se coloca, imediatamente
apods a extragdo, € no mesmo tempo cirdrgico, um enxerto sseo e/ou um agente bioldgico
no alvéolo dentario (Alkan, Parlar, Yildirim, Sengiven, 2013)

Os principais objetivos desta técnica consistem em manter a arquitetura dos tecidos e
as dimensdes da crista Ossea alveolar, simplificando os tratamentos implantares
subsequentes, na medida em que torna possivel a obten¢cdo de um volume adequado de
tecidos moles e duros (Himmerle et al., 2012; Atieh et al., 2015).

Por outro lado, a colocacao imediata de implantes orais nem sempre ¢ recomendada
ou possivel. Em zonas estéticas, por exemplo, estd associada a elevadas taxas de recessao
gengival. Por outro lado, o clinico depara-se frequentemente com a impossibilidade de
colocar implantes orais imediatos perante a auséncia de estabilidade primaria implantar
(Atieh et al., 2015; Haimmerle et al., 2012).

Quando a reabilitagdo com implantes orais se realiza posteriormente a0 momento da
extragdo, deve considerar-se a possibilidade de realizar preservacao alveolar, sempre que
haja indicacdo para tal (Himmerle et al., 2012).

O clinico tem indicagdo para realizar este procedimento quando a tabua Ossea
vestibular apresenta uma espessura inferior a 1,5-2mm, quando verifica a auséncia de,
pelo menos, uma parede alveolar e quando pretende evitar a realizacdo de uma cirurgia
de elevacao do seio maxilar, para posterior colocacdo de implantes orais (Darby, Chen &
Poi, 2008; Himmerle et al., 2012; Kim et al., 2014b).

Em pacientes que tomam bifosfonatos, em locais submetidos previamente a
radioterapia, e na presenca de uma infe¢ao, que ndo possa ser eliminada durante a cirurgia,
a preservagao alveolar esta contraindicada (Hammerle et al., 2012).

Inimeros estudos comprovaram que a preservacdo alveolar, com recurso a
biomateriais, reduz significativamente a reabsor¢do vertical e horizontal da crista 6ssea
alveolar e, consequentemente, as alteracdes dimensionais verificadas sdo menores,
quando comparadas com as que ocorrem na auséncia deste procedimento (Vignoletti et

al., 2012; Araujo et al., 2014; Avila-Ortiz et al., 2014; Atieh et al., 2015).
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Nao existem “guidelines”, suportadas por evidéncia cientifica, sobre o biomaterial
mais adequado para a preservagao alveolar (Aratjo et al., 2014).

Ainda assim, a utilizacdo de xenoenxertos e de aloenxertos resulta em menores
alteracdes dimensionais comparativamente as verificadas apds a aplicagdo de materiais
aloplasticos. A reducao média da largura vestibulo-lingual da crista dssea alveolar, apos
a utilizacdo de xenoenxertos, aloenxertos ou materiais aloplasticos ¢ de 1,3mm, 1,63mm
e 2,13mm, respetivamente. Por outro lado, a reducdo média da altura da parede vestibular
alveolar, apos a utilizagdo de xenoenxertos, aloenxertos ou materiais alopléasticos ¢ de
0,57mm, 0,58mm e 0,77mm, respetivamente. (Jambhekar et al., 2015).

Os casos de insucesso apds a preservagdo alveolar e a variabilidade dos resultados
obtidos podem ser explicados pelo facto dos padrdes de reabsorcdo dssea serem
significativamente influenciados por fatores locais e sistémicos relacionados com o

paciente (Avila-Ortiz et al., 2014; Morjaria, Wilson & Palmer, 2014; Araujo et al., 2015)

4. Enxertos Osseos

Um enxerto 6sseo ¢ uma estrutura sélida de suporte, que apresenta na sua constitui¢ao
uma rede porosa e tem como principal fun¢do permitir a colonizagdo, a proliferagdo, a
migracdo e a diferenciagdo celular (Tang et al., 2016).

Quando aplicado num alvéolo dentario apos uma extragdo, desencadeia, numa fase
inicial, uma resposta por parte do hospedeiro, que se caracteriza por um aumento da
atividade de células inflamatoérias, particularmente macréfagos, e de células
osteoclasticas (Morjaria, Wilson, & Palmer, 2014).

Os efeitos tecidulares, celulares e moleculares de um enxerto dependem da sua
morfologia, composi¢ao quimica, porosidade e do tamanho das suas particulas (Morjaria,
Wilson & Palmer, 2014).

O enxerto 6sseo ideal deve ser biocompativel, isto €, permitir uma atividade celular
normal e ndo provocar toxicidade no hospedeiro, particularmente durante a sua
reabsor¢do e substituicdo por novo o0sso. Por outro lado, deve possuir um padrdo de
reabsorcdo satisfatorio, permitindo a criagdo de espago para a formagdo de novo tecido
0sseo. Deve exibir um comportamento semelhante ao osso alveolar, quando sujeito a
cargas mecanicas, € a sua porosidade deve permitir a difusdo de nutrientes e de oxigénio,
e consequentemente, a proliferacdo e sobrevivéncia celular. Para um crescimento 6sseo

6timo, o tamanho dos poros do enxerto deve variar entre 200 e 350um (Tang et al., 2016).
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Os enxertos podem ser classificados, de acordo com a sua origem, em autoenxertos,
aloenxertos, heteroenxertos e materiais aloplésticos (Yip, Ma, Mattheos, Dard & Lang,
2014; Koga et al., 2016).

Os autoenxertos ou enxertos de osso autélogo tém origem no hospedeiro. Possuem
propriedades osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras, e por isso, sao considerados
0 “gold standard” em regeneragdo Ossea (Liu & Kerns, 2014; Yip et al., 2014; Pang et
al., 2016; Koga et al., 2016; Kim et al., 2013a). No entanto, a disponibilidade e a
quantidade limitada de osso autélogo, a morbilidade pods-cirargica do local dador, a
elevada reabsor¢do do enxerto, que pode ultrapassar os 50% e, consequentemente,
comprometer os resultados, e a falta de vascularizacdo, constituem as suas principais
desvantagens (Yip et al., 2014; Koga et al., 2016; Tang et al., 2016).

Os aloenxertos ou enxertos aldogenos tém origem em individuos da mesma espécie.
Sao materiais osteocondutores, por vezes osteoindutores, mas nunca osteogénicos (Yip et
al., 2014; Liu & Kerns, 2014; Koga et al., 2016). Comparativamente aos autoenxertos,
possuem menores propriedades mecanicas (Binderman et al., 2012).

Os heteroenxertos ou xenoenxertos derivam de dadores de outras espécies. Por outro
lado, os materiais aloplasticos possuem uma origem sintética. Ambos sdo, por norma,
materiais exclusivamente osteocondutores (Yip et al., 2014; Liu & Kerns, 2014; Koga et
al., 2016).

Os aloenxertos e os xenoenxertos t€ém uma elevada disponibilidade e ndo acarretam
morbilidade poés-cirurgica, contrariamente aos autoenxertos. Por outro lado, as suas
desvantagens incluem a auséncia de propriedades osteogénicas, a falta de vascularizagao,
o risco de rejei¢do relativamente elevado, o risco de transmissdo de doengas e o elevado
custo associado (Tang et al., 2016).

Os materiais aloplasticos apresentam um custo mais baixo, quando comparado com os
aloenxertos e xenoenxertos, € nao possuem risco de transmissao de doengas. No entanto,
ndo apresentam propriedades osteogénicas e as suas propriedades osteoindutoras sdo
fracas (Kim et al., 2010).

Comparativamente ao “gold standard”, os aloenxertos, os xenoenxertos e 0os materiais
aloplasticos, possuem menores fungdes, maior risco de infecdo, padrdes de reabsorcao
menos satisfatorios, maior tempo de cicatrizagdo e custos mais elevados (Kim, 2015).

De uma maneira geral, os principais problemas associados a utilizagdo de enxertos
Osseos relacionam-se com a falta de vascularizagdo, substituicdo parcial do material de

enxerto por novo 0sso, desempenho inconsistente, insucesso no restabelecimento da
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altura da crista ossea alveolar, tempo de cicatrizacao prolongado e risco de transmissao
de doengas, como ¢ exemplo a doenga pridnica transmissivel através da utilizacdo de
xenoenxertos de origem bovina (Morjaria, Wilson & Palmer, 2014; Kim, Rodriguez &
Nowzari, 2016).

Desta forma, ¢ necessario desenvolver um material de enxerto capaz de promover
eficazmente a regeneragdo Ossea e ultrapassar as limitagdes dos autoenxertos,
aloenxertos, xenoenxertos e materiais aloplasticos utilizados, atualmente, em regeneragao
ossea (Kim et al., 2010).

O material de enxerto ideal deve apresentar, para além das caracteristicas,
anteriormente descritas, componentes organicos € inorganicos na sua constitui¢ao, de
forma a promover uma remodelagdo Ossea alveolar rapida e, consequentemente, permitir

a obten¢do de um progndstico mais favoravel (Kim et al., 2010).

5. Regeneragio Ossea Guiada

Durante a cicatrizacdo do osso alveolar apos uma extracao, as células que integram os
tecidos moles proliferam tdo rapidamente quanto as células 6sseas. Consequentemente,
os defeitos Osseos tendem a ficar preenchidos por tecido mole, o que pode comprometer
o processo de osteogénese (Morjaria, Wilson & Palmer, 2014).

A regeneracdo Ossea guiada (ROG) baseia-se em dois principios fundamentais,
prevenir o crescimento dos tecidos moles e permitir a formagdo de osso num espaco
protegido, através da utilizacdo de uma membrana que cobre o defeito 6sseo (Morjaria,
Wilson & Pamer, 2014; Turri et al., 2016).

A hipotese que estd na origem do conceito da ROG estipulava que a utilizagao de
membranas impedia as células ndo-osteogénicas de interferirem negativamente no
processo de cicatrizagao do osso alveolar e, consequentemente, na formagao de novo 0sso
(Turri et al., 2016).

As membranas sdo hidrogéis que contém células encapsuladas (Tang et al., 2016).
Permitem a estabilizacdo mecanica do coagulo sanguineo e do material de enxerto, e
protegem a ferida operatoria, impedindo a sua disrup¢do mecanica, a sua contaminacao
por saliva e o deslocamento do enxerto (Horowitz et al., 2012; Morjaria, Wilson &
Palmer, 2014; Ji-Young Lee, Junho Lee & Young-Kyun Kim, 2013).

As suas propriedades ideais incluem oclusividade celular, biocompatibilidade,
integracao tecidual, manutencao de espago e facilidade de utilizagdo. Desta forma, a

aplicacdo de uma membrana permite a criagdo € a manutencdo de um espaco isolado,
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propicio ao recrutamento e a proliferacdo de células osteoprogenitoras, a diferenciacao
de células da linhagem osteoblastica e a atividade osteogénica (Retzepi & Donos, 2010).

As membranas podem ser reabsorviveis e ndo-reabsorviveis. As reabsorviveis,
apresentam uma elevada biocompatibilidade e mantém a sua integridade estrutural
durante o processo de cicatrizacdo. As ndo-reabsorviveis, apesar dos bons resultados,
apresentam como principal desvantagem a necessidade de realizagdo de uma segunda
cirurgia (Turri et al., 2016).

As membranas compostas por colagénio sdo atualmente muito utilizadas, na medida
em que o colagénio, para além de constituir o principal componente do tecido conjuntivo,
¢ responsavel por conferir suporte estrutural as membranas (Turri et al., 2016).

No entanto, até a data, ndo existe evidéncia cientifica suficiente para afirmar que a
utilizagdo de uma membrana na preservagdo alveolar ¢ claramente benéfica
comparativamente a ndo utilizacdo (Horowitz et al., 2012). De facto, ndo existem
diferencas, estatisticamente significativas, nas altera¢des dimensionais e na quantidade
de novo osso, observado histologicamente, apds preservagao alveolar, na presenga e na

auséncia de membrana (Brkovic et al., 2012; Wang & Lang, 2012).

6. Xenoenxertos

Atualmente, os clinicos optam frequentemente pela utilizacdo de enxertos ndo-
autdlogos, disponiveis comercialmente (Pang et al., 2016).

Os xenoenxertos sdo, maioritariamente, de origem bovina e equina. Para serem
utilizados clinicamente, estes materiais passam por um processo de desproteinizacao, que
visa remover completamente os seus componentes organicos (Lindhe & Lang, 2015).

O osso mineral inorganico bovino desproteinizado ¢ o xenoenxerto melhor
documentado e o mais utilizado em regeneracao 6ssea, inclusivamente em procedimentos
de preservagao alveolar (Heinemanna, Hasanb, Schwahna, Bourauelb & Mundta, 2012;
Pang et al., 2016).

Outros xenoenxertos incluem o sulfato de calcio, o fosfato tricalcico beta (B-TCP), a
hidroxiapatite sintética (HA) e o fosfato de calcio bifasico, que consiste numa mistura de
B-TCP e HA. Os dois primeiros caracterizam-se por uma dissolucao rapida e, por isso, a
sua utiliza¢do resulta com frequéncia no aparecimento de um novo defeito 6sseo. Por
outro lado, a HA ¢ insoluvel, apresentando uma taxa de degradagao lenta, o que impede
a aposi¢do de novo tecido 6sseo (Binderman, Hallel, Nardy, Yaffe & Sapoznikov, 2014;

Wang & Lang, 2012).
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Jung et al (2003) obtiveram excelentes resultados, apos a utilizagdo de xenoenxertos
na regeneragdo 0ssea guiada de defeitos Osseos verticais, com uma profundidade média
de 5,8mm. Concluiram, num ensaio clinico randomizado e controlado, que apods a
regeneracao 0ssea guiada com xenoenxertos a taxa de preenchimento dos defeitos 0sseos
foi de 91%, o que correspondeu a uma reducdo média da sua profundidade de 5,4mm
(Jung et al., 2003).

Por outro lado, Lang & Lindhe (2015), referem que os xenoenxertos apresentam
otimos resultados, particularmente, quando sdo utilizados no aumento horizontal de
defeitos 6sseos de pequenas dimensdes.

Em concordancia com Lang & Lindhe (2015), Cordaro, Torsello, Morcavallo & Di
Torresanto (2011), sugeriram a associacdo de xenoenxertos a enxertos de osso autélogo,
no aumento horizontal de defeitos dsseos, de forma a minimizar a reabsor¢ao do enxerto
durante o processo de cicatrizacao.

Cordaro et al (2011), concluiram, num ensaio clinico randomizado e controlado, que
a reabsorcao de 21%, registada apos a utilizagdo de enxertos de osso autdlogo, desceu
para 5,5% quando os autoenxertos foram cobertos por xenoenxertos e associados a

colocacdo de uma membrana de colagénio.

6.1 Xenoenxertos de Origem Bovina e Doenca Prionica

O osso bovino foi introduzido, pela primeira vez em cirurgia, por Orell em 1934 (Kim
et al., 2016).

Atualmente, € o material de enxerto mais utilizado em medicina dentaria, em
alternativa ao osso autodlogo (Kim et al., 2016; Pang et al., 2016).

O o0sso mineral inorginico bovino desproteinizado possui propriedades
osteocondutoras, a sua taxa de degradacao ¢é baixa e a reacdo tecidular que induz é minima
(Pang et al., 2016; Alayan, Vaquette, Farah & Ivanovski, 2016).

A sua matriz € porosa, ndo-antigénica e apresenta uma composi¢do fisica e
quimicamente semelhante a fase mineral do osso alveolar. Os seus poros possuem um
tamanho e uma configuragdo adequados a promoc¢ao da angiogénese, essencial para a
formacao de novo osso (Alayan et al., 2016).

Este xenoenxerto estd disponivel no mercado na forma de granulos de osso cortical
(Bio-Oss®; Geistlich AG, Wollhusen, Switzerland) e na forma de um bloco estabilizado
numa matriz de colagénio do tipo I a 10% de origem suina (Bio-Oss Collagen®, Geistlich

AG, Wollhusen, Switzerland) (Alayan et al., 2016).
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A utilizagdo de xenoenxertos de origem bovina estd, no entanto, associada a
transmissdo da encefalopatia espongiforme bovina (BSE), que raramente ¢ abordada na
literatura (Kim et al., 2016).

A BSE ¢ uma doenca pridnica transmissivel, que integra o grupo das doengas neuro
degenerativas fatal, afetando humanos e um grande nimero de animais (Kim et al., 2016).

A patogenia das doengas pridnicas baseia-se no incorreto enrolamento da proteina
pridnica celular (PrPC), que leva, consequentemente, a formacdo do seu isémero
patologico, a proteina PrPSc. De acordo com a hipdtese da “proteina unica”, uma vez
concluida a formagao da PrPSc, esta funciona como modelo para a sua propagagdo, o que
potencia, por sua vez, o incorreto enrolamento da PrPC, originando o ciclo
patognomonico da doenca (Kim et al., 2016).

A doenca de “Creutzfeldt—Jakob” ou doenga pridnica humana foi descrita pela
primeira vez em 1920. A BSE apresenta uma relacdo causal com a doenga de
“Creutzfeldt—Jakob”, uma encefalopatia espongiforme transmissivel com longos
periodos de incubagdo. A forma mais comum desta doenca ¢ a esporadica, que afeta 1 a
1,5 milhdes de pessoas anualmente no mundo (Kim et al., 2016).

Os fabricantes dos materiais derivados de osso bovino reivindicam a auséncia total de
matéria organica na sua composi¢do. No entanto, foram detetadas proteinas colagénicas

®99

no “Bio-Oss”” (Geistlich AG, Wollhusen, Switzerland), o que sugere a possibilidade

deste material possuir a proteina PrPSC, o agente causal das doengas prionicas (Kim et
al., 2016).

Os prides sao resistentes a inumeros métodos fisicos e quimicos de descontaminagao.
Para além disso, ndo existe evidéncia cientifica suficiente para afirmar que estas proteinas
sdo inativadas através do tratamento térmico usado em enxertos de osso bovino

inorganico (Kim et al., 2016).

7. Dentina e Osso Alveolar

A dentina constitui o componente estrutural dentdrio mais volumoso (Tjdderhane,
Carrilho, Breschi, Tay & Pashley, 2012; Smith et al., 2012).

A semelhanga do osso alveolar, é um tecido conjuntivo mineralizado composto por
uma matriz organica e por uma fase mineral (Tjdderhane et al., 2012; Henkel et al., 2013).
Ambos possuem origem mesodérmica, no entanto a dentina também deriva de células

ectodérmicas provenientes da crista neural, que migram até ao primeiro arco branquial.

O osso alveolar, por outro lado, pode formar-se a partir de percursores do tecido
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cartilagineo, que sdo submetidos a processos de ossificacdo intramembranosa ou
endocondral (Smith et al., 2012).

A composi¢do quimica da dentina ¢ muito idéntica & do osso alveolar. A dentina
apresenta 70 a 75% de matéria inorganica, 20% de matéria organica e 10% de agua,
enquanto o osso alveolar possui 65%, 25% e 10%, respetivamente (Tjdderhane et al.,
2012; Kim, 2015).

Os principais componentes inorganicos e organicos da dentina e do osso alveolar sao,
respetivamente, a hidroxiapatite e o colagénio do tipo I (Ravindram & George, 2015).

Os cristais de hidroxiapatite da dentina apresentam um grau de mineralizagdo
semelhante ao dos cristais de apatite do osso alveolar e inferior ao dos cristais de
hidroxiapatite do esmalte (Kim et al., 2013a).

As células responsaveis pela formacdo da dentina e do osso alveolar sdo,
respetivamente, os odontoblastos e os osteoblastos. A principal fun¢do destas células
consiste em permitir a deposicdo de matrizes extracelulares mineralizadas, através da
segregacdo de proteinas e de mediadores do processo de mineralizacdo (Ravindram &
George, 2015).

As matrizes extracelulares dos dois tecidos em comparagdo sdo constituidas em 90%
por proteinas colagénicas, particularmente colagénio do tipo I (Park, Um, Young-Kyun
Kim, Kyung-Wook Kim, 2012; Kim et al., 2013a).

Para além disso, apresentam na sua composicao inimeros fatores de crescimento, que
apos estabelecerem uma ligacao aos seus recetores, sao capazes de desencadear respostas
biologicas tais como adesdo, sobrevivéncia, proliferagdo, quimiotaxia e diferenciacao
celular (Smith et al., 2015; Kim et al., 2013a).

As matrizes da dentina e do osso alveolar apresentam ainda diversas proteinas
morfogénicas Osseas (BMPs), em comum. Tratam-se de fatores de crescimento que
integram a superfamilia do TGF-f, constituindo o seu maior subgrupo (Cho et al., 2010).
Sdo responsaveis por permitir a diferenciacdo de células estaminais mesenquimais
perivasculares em tecido 6sseo (Kim et al., 2013a; Kim, 2015). A BMP-2, por exemplo,
constitui um sinal muito forte para os processos de diferenciacdo ¢ mineraliza¢do das
principais cé¢lulas formadoras da dentina e do osso alveolar, os odontoblastos e os
osteoblastos, respetivamente (Cho et al., 2010).

Para além das BMPs, a matriz dentinaria € responsavel pela libertagdo de outros fatores
de crescimento (Tabela 2) tais como, outros membros da superfamilia do TGF-, o fator

de crescimento “insulina-like” 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2), o fator de crescimento fibroblastico
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2 (FGF-2), o fator de crescimento derivado da placenta (PIGF), a adrenomedulina
(ADM), o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e o fator de crescimento epidermoide (EGF) (Smith et al.,
2012; Mazzoni et al., 2012).

Outra semelhanga entre a dentina e o osso alveolar ¢ variedade de proteinas nao-
colagénicas (NCPs), que integra a constitui¢do das suas matrizes, e que nao permite uma
distingdo fenotipica entre os dois tecidos. De facto, as proteinas especificas da matriz
dentinaria, a osteocalcina, a osteopontina e a sialoproteina dssea constituem alguns
exemplos de proteinas ndo-colagénicas presentes nas matrizes extracelulares da dentina
e do osso alveolar (Ravindram & George, 2015)

No entanto, as proteinas ndo-colagénicas surgem na dentina e no osso alveolar, em
proporgdes distintas (Smith et al., 2012).

A fosforina dentinaria (DPP), também designada por proteina da matriz dentinaria 2
(DMP-2), representa 50% da totalidade das proteinas ndo-colagénicas da dentina e ¢, por
1sso, a mais abundante. No entanto, surge no osso alveolar, em pequenas quantidades
(Goldberg et al., 2012; Ravindram & George, 2015). Esta proteina ¢ predominantemente
expressa pelos odontoblastos, e parece marcar o fim do seu processo de diferenciag@o
celular (Smith et al.,, 2012; Ravindram & George, 2015). Por outro lado, promove
fenémenos de nucleagdo e crescimento dos cristais de hidroxiapatite, tem a capacidade
de se ligar ao colagénio do tipo I, e consequentemente intervir nos processos de
mineralizagdo. Desta forma, a utilizagdo da fosforina dentindria em regeneragdo Ossea
pode ser benéfica (Kim et al., 2013a; Ravindram & George, 2015).

A sialoproteina 6ssea (BSP) €, por outro lado, um marcador da diferenciacao dos
osteoblastos, intervindo nos mecanismos de osteogénese e osteoclastogénese. Esta
proteina integra também a matriz extracelular da dentina, no entanto, representa, apenas,
cerca de 1% da totalidade das proteinas ndo-colagénicas dentinarias. O papel desta
proteina na dentina permanece desconhecido. No entanto, a sialoproteina 6ssea consegue
intensificar a formagao de fibras de colagénio, promover a nucleagdo de cristais, bem
como a adesdo de células a matriz extracelular, e por isso, pode desempenhar um papel

importante na dentinogénese (Goldberg et al., 2012).
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Tabela 2 — Fatores de crescimento da matriz dentinaria mineralizada (Adaptado de Kenneth & Berman,
2016).

Fatores de Crescimento da Matriz Dentinaria

Mineralizada
TGF-p2 Cassidy et al., 1997
BMP-2 Thomadakis et al., 1999
BMP-7 Thomadakis et al., 1999
IGF-II Finkleman et al., 1990
HGF Tomson et al., 2013

Roberts-Clark e Smith et
al., 2000

ADM Musson et al., 2010

A matriz extracelular da dentina ndo apresenta células na sua constitui¢do. Por outro

VEGF

lado, a matriz extracelular 6ssea possui uma composicao celular complexa que inclui
quatro tipos de células distintas, osteoblastos, osteoclastos, osteocitos e células
quiescentes (“/ining cells’’) (Smith et al., 2012).

Ao contrario da dentina, o osso ¢ um tecido vascularizado, que se encontra em
constante remodelacdo. Este processo deve-se a existéncia de interagdes entre os
osteoblastos e os osteoclastos, a influéncia de hormonas e a degradacao de proteinas da
matriz por metaloproteinases (MMPs) (Park et al., 2012; Goldberg et al., 2012). As forcas
mastigatorias constituem um dos principais fatores capazes de influenciar o processo de
remodelacdo 6ssea. No entanto, 0 mesmo nao se verifica na dentina, caracterizada pela
auséncia de remodelagao tecidular (Smith et al., 2012).

Algumas hormonas participam na fisiologia da dentina e do osso alveolar. A vitamina
D e a hormona paratiroide (PTH) influenciam os mecanismos homeostaticos e de
aposicao de ambos os tecidos. No entanto, comparativamente a PTH, a vitamina D
desempenha um papel preponderante na formagdo da dentina e do osso alveolar
mandibular (Smith et al., 2012).

Os tabulos dentinarios e o sistema canaliculo-lacunar dos ostedcitos apresentam

inimeras semelhancas estruturais e funcionais (Tjdderhane et al., 2012; Smith et al.,
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2012). A funcao de ambas as estruturas ¢ essencialmente mecanosensitiva. Por outro lado,
cada tubulo dentinario principal apresenta inumeros prolongamentos e ramificagdes
idénticas aos prolongamentos dendriticos dos osteodcitos, o que lhes permite comunicar

com outras células (Tjaderhane et al., 2012; Florencio-Silva et al., 2015).

8. Dentina como Biomaterial em Regeneracdo Ossea

As inimeras semelhangas entre a dentina e o osso alveolar, relativamente a estrutura e
composi¢ao, motivaram os investigadores a estudar o seu potencial de utilizagdo, como
biomaterial, em regeneragao 6ssea (Kim et al., 2013a;).

Apesar do enxerto de osso autdlogo continuar a ser considerado o “gold standard” dos
materiais de enxerto, as limitagdes inerentes a sua utilizagdo tornaram necessaria a
procura por um biomaterial ideal, capaz de as ultrapassar (Kim et al., 2010; Kim et al.,
2013a).

Atualmente, a reabilitagdo com implantes orais ¢ muitas vezes precedida pela extracdo
de dentes perdidos. Os dentes extraidos s3o, por norma, desperdicados. No entanto,
podem constituir um biomaterial autélogo com inimeros beneficios em regeneracao
ossea (Koga et al., 2016; Tabatabaei et al., 2016).

Contrariamente ao osso alveolar o dente ndo apresenta uma por¢do medular, e o seu
teor em gordura é menor, o que torna mais facil a sua conversao num material de enxerto
(Kim, 2015).

Os principais componentes minerais do dente incluem a hidroxiapatite (HA)
[Cai0(PO4)6(OH)2], o fosfato tricalcico (TCP) (B-TCP,p-Cas[POa4]2), o fosfato
octocalcico (OCP) (CasH2[PO4]6-5H20), o fosfato de calcio amorfo (ACP), o fosfato
dicéalcico di-hidratado e a brushita (CaHPO4-2H20) (Kim, 2012; Kim et al., 2013a;
Teruel, Alcolea, Hernandez & Ruiz, 2015). Apos a utilizagao do dente como material de
enxerto, estes minerais interagem entre si, e sao capazes de remodelar o osso alveolar pré-
existente (Kim, 2012; Kim et al., 2013a).

A dentina representa mais de 85% da estrutura dentdria (Binderman et al., 2014).
Gragas as suas caracteristicas pode ser utilizada como um substituto 6sseo € como uma
fonte de fatores de crescimento (Tabela 2) (Tabatabaei et al., 2016).

Por outro lado, a estrutura tubular da dentina torna vantajosa a sua utilizacdo em
regeneragdo 0ssea, na medida em que os tiibulos dentinarios funcionam como nichos para
as células osteogénicas, permitindo também a difusdo de nutrientes. O diametro dos

tubulos dentinarios varia entre 900 e 2500 nm (Kim et al., 2010; Kim, 2015).
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O principal constituinte organico da dentina, o colagénio do tipo I, representa 90% da
matéria organica dentindria, ¢ biocompativel e desempenha um importante papel na
formacao de tecido 0sseo, em locais reabilitados com implantes orais (Kim et al., 2013a).
Esta proteina consegue melhorar as respostas celulares as linhagens osteogénicas, e desta
forma, ¢ essencial ao processo de regeneragdo ossea (Kim, 2015). Para além disso, o
colagénio do tipo I participa nos fendmenos de remodelagado tecidular e de mineralizagao
da dentina e do osso alveolar (Tjdderhane et al., 2012; Ravindram & George, 2015).

Os restantes 10% da matéria organica da dentina correspondem a glicidos, lipidos,
citrato, lactato e proteinas ndo-colagénicas (Kim et al., 2010; Kim et al., 2013).

A semelhanca do colagénio do tipo I, as proteinas ndo-colagénicas sdo secretadas por
odontoblastos e osteoblastos, durante a mineralizacdo da dentina e do osso alveolar,
respetivamente (Ravindram & George, 2015).

As proteinas especificas da matriz dentinaria (DMPs), sdo uma familia de proteinas
nao-colagénicas que integra as matrizes extracelulares da dentina e do osso alveolar
(Ravindram & George, 2015).

A familia das DMPs inclui a proteina especifica da matriz dentinaria 1 (DMP-1), a
fosforina dentindria ou proteina especifica da matriz dentinaria 2 (DPP ou DMP-2,
respetivamente), a sialoproteina dentinaria (DSP) e a proteina especifica da matriz
dentinaria 4 (DMP-4) (Ravindram & George, 2015).

Estas proteinas participam nos processos de adesdo, proliferacdo e diferenciagdo de
células estaminais ¢ de pré-osteoblastos, bem como na mineralizagdo da matriz
extracelular dentinaria (Ravindram & George, 2015).

A DMP-1, a DPP e a DMP-4 possuem a capacidade de promover a nucleacdo dos
cristais de hidroxiapatite e de regular o processo de mineralizagdo. Para além disso,
podem intervir na diferenciacdo de células estaminais mesenquimais em osteoblastos, o
que significa que a sua incorporacao em materiais de enxerto, pode induzir a formagao de
novo osso. Por outro lado, a DSP atua como um inibidor do processo de mineralizagao,
e, por isso, podera ser utilizada em associacdo com proteinas como a DPP, de forma a
controlar a taxa e a qualidade da mineralizacdo dos tecidos (Bhatia et al., 2012;
Ravindram & George, 2015).

Contrariamente a grande maioria das proteinas nao-colagénicas dentindrias, a
osteopontina ndo participa no seu processo de mineralizagdo. Por outro lado, consegue

despoletar a osteogénese, na medida em que induz a diferenciagdo precoce de células
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osteoblasticas. No entanto, também participa na reabsor¢ao 6ssea, uma vez que permite a
adesdo de células osteoclasticas as superficies 6sseas (Kim et al., 2013a).

A utilizagdo do fenémeno de reimplantacio dentaria como modelo de estudo permitiu
aumentar o conhecimento sobre as propriedades da dentina na regeneragdo de defeitos
0sseos. Apds a reimplantacdo da dentina para um defeito dsseo, esta sofre um processo
de anquilose, fundindo-se com o osso. Tal ¢ possivel gracas as suas propriedades
osteocondutoras. Posteriormente, a dentina ¢ substituida, lentamente e de forma gradual,
por 0sso, através de um mecanismo de reabsorc¢ao por substitui¢do, dependente do tempo
(Gomes et al., 2002; Andersson, 2010; Binderman et al., 2014; Qin et al., 2014; Saeed et
al., 2015).

Para além disso, a dentina constitui um agente de libertacdo lenta de BMPs, proteinas
responsaveis pelas suas propriedades osteoindutoras (Andersson, 2010; Kim et al., 2010;
Koga et al., 2016).

Desta forma, o dente constitui um material osteoindutor devido a presenca de fatores
de crescimento na dentina ou na polpa dentaria (Miyata et al., 2011; Kim et al., 2013a).

Durante os processos de anquilose e reabsor¢do por substituicdo, ndo se verifica
qualquer reacao inflamatéria no osso alveolar, o que sugere a elevada biocompatibilidade
da dentina (Andersson 2010; Kim et al., 2013a)

As propriedades imunogénicas do dente relacionam-se com os seus tecidos moles, o
ligamento periodontal e a polpa dentaria. Apds a remocao destes tecidos, a auséncia de
imunogenicidade associada a dentina torna possivel a sua utilizagdo como autoenxerto e

aloenxerto (Andersson, 2010).

9. Métodos de Processamento da Dentina

Os métodos de processamento da dentina podem ser agrupados em quatro categorias
distintas (Tabatabaei et al., 2016).

Para ser utilizada como biomaterial em regeneracdo 6ssea a dentina pode ser preparada
sem sofrer grandes modificacdes, pode ser submetida a extragdo das suas proteinas nao-
colagénicas (NCPs), a desmineralizagdo e a eliminagdo da sua matriz organica

(Tabatabaei et al., 2016).

9.1 Extracao das Proteinas Nao-Colagénicas
Este método de processamento foi introduzido em 1979 por Smith e seus

colaboradores. O protocolo adotado pelo autor consistia em aplicar acido etilenodiamino
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tetra-acético (EDTA) a 10%, durante 10 dias, 5 vezes por dia, a um particulado de dentina,
com o objetivo de extrair as proteinas ndo-colagénicas. Posteriormente, o particulado era
submetido, sequencialmente, a processos de centrifugacdo, dialise e liofilizacdo
(Tabatabaei et al., 2016).

Ao longo dos anos surgiram inumeros protocolos que descreveram a utilizagdo de
materiais alternativos ao EDTA como 4cidos, o cloreto de guanidinio, o hidroxido de
calcio e varios tipos de agregado trioxido mineral (MTA). No entanto, o EDTA ¢ o
material que permite atingir as taxas de extragdo proteica mais elevadas (Tabela 3)
(Tabatabaei et al., 2016).

De acordo com Ravindram & Gomes (2015), apesar das proteinas nao-colagénicas
representarem apenas uma pequena por¢do dos constituintes organicos das matrizes
extracelulares da dentina e do osso alveolar, a sua auséncia impossibilita os fendémenos

de formacgao e remodelagdo dssea.
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Tabela 3 — Estudos do processamento da dentina através da extragdo de NCPs. Adaptado de Tabatabaei et
al (2016).

Autor

Martin-De
Las Heras et

al.

Tomson et

al.

Graham et

al.

Huang et al.

Kim et al.

Data da

Publicagdo

2005

2008

Espécie

Humana

Humana

Humana

Rato

9.2 Desmineraliza¢ao

Protocolo

Cloreto de

Guanidinio

por 4 dias +

EDTA por 16
dias + Cloreto
de Guanidinio
por 3 dias
EDTA,
hidroxido de
calcio, MTA
branco e
cinzento por

40 dias

EDTA,
hidroxido de
calcio por 14

dias

HCL-
Guanidio por
15h
EDTA com

inibidor de

proteases por

14 dias

Produto Final

Liofilizado

Liofilizado

Liofilizado

Meétodo de

Avaliacao

Eletroforese,
Zimografia e

Western Blot

Eletroforese e
Comparagao de
Compostos com

Kits

Especificos

Eletroforese e
Comparagao de
Compostos com

Kits

Especificos

Cromatografia
e Western

Immunoblotting

Eletroforese €

Western Blot

Resultados

Diversidade de
proteinas e
identificacdo da forma

ativa da gelatinase

Maior quantidade de
extracio proteica no

grupo do EDTA

Maior quantidade de
extracio proteica no

grupo do EDTA

Proteinas distintas nos
extratos dentinario €

08se0

Pureza Otima e
Diversidade de

Proteinas

O método de processamento da dentina através da sua desmineralizacao foi descrito,

pela primeira vez, em 1979, por Reddi e seus colaboradores (Tabatabaei et al., 2016).

Anos mais tarde, inimeros autores aplicaram este método a dentina humana (Tabela

4) (Tabatabaei et al., 2016).

De acordo com Kim (2015), quando um dente ndo ¢ submetido a um processo de

desmineralizacdo, dificilmente consegue induzir a formagao de novo tecido 6sseo devido

a elevada quantidade de matéria mineral, ao alto grau de mineralizacdo e a baixa
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porosidade, que o caracterizam. Segundo o autor, estes fatores intervém nos mecanismos
biologicos de migracdo, adesdo e proliferacao de células vasculares e mesenquimais. Por
outro lado, o mesmo autor conclui que a desmineralizacdo do dente e do osso alveolar
aumenta a biodisponibilidade das NCPs que integram as suas matrizes, tais como a
osteocalcina, a osteonectina, a sialoproteina dssea, a fosfoforina e as BMPs, potenciando,
desta maneira, a formagao de novo osso.

Por outro lado, Kim et al (2013a) reconhece que o processo de libertacao de fatores de
crescimento dentindrios €, por vezes, bloqueado pela presenga de cristais de
hidroxiapatite.

Em concordancia com Kim et al (2013a), Koga et al (2016) consideram que o processo
de desmineralizagdo da dentina permite a abertura dos seus tibulos. Como consequéncia,
estes atuam como canais de libertagdo de NCPs e BMPs, potenciando o crescimento e a
diferenciagdo de células osteoblasticas.

Em 1967, Yeomans & Uris, comprovaram que o dente exibe propriedades
osteogénicas, apos ser submetido a um processo de desmineralizacao (Kim, 2015).

Em 1975, Nordenram, Bang & Bernhoft, utilizaram pela primeira vez a dentina
desmineralizada al6gena, como biomaterial, em humanos (Kim, 2015).

Em 2003, Murata apresentou o primeiro estudo de caso, sobre a utilizagdo da dentina
desmineralizada autégena em humanos, no “81th International Association for Dental
Research”, em Gotemburgo (Kim, 2015).

As propriedades osteoindutoras e osteocondutoras da dentina alégena e autdgena,
foram verificadas ao longo dos anos (Kim, 2015).

As duas principais desvantagens do processamento da dentina, através da sua
desmineralizacdo, incluem o tempo necessario para a realiza¢ao do procedimento € o risco
de exposicao prolongada da dentina aos acidos, que € prejudicial as NCPs e, dadas as suas

fungdes, ao processo de formagao de novo osso (Kim, 2015, Ravindram & Gomes, 2015).
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Tabela 4 — Estudos do processamento da dentina através da sua desmineralizagdo. Adaptado de

Tabatabaei et al (2016).

Data da
Autor i
Publicagdo

Parmar et

al.

Vennat et
2009
al.

Yagihashi

et al.

Chun et al. 2011

Kim et al.

Espécie Protocolo

EDTA com
diferentes
Humana
concentragdes €

valores de pH

Acido Fosférico,
EDTA,
Humana
Hexametildissilazano

ou Liofilizagdo

Desmineralizagao

em HCL durante 1

Bovina semana, cloroformio
metanol durante 1

dia

10 minutos de etanol,
liofilizacdo, EDTA e
HCL durante 2

Humana

s€manas

Dois grupos: dente
liofilizado e dente

liofilizado e
Humana

parcialmente

desmineralizado

(“AutoBT*®”)
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Meétodo de
Produto Final )
Avaliagdo

: Medicao da
Dentina
: libertagdo de
radicular em
- fosforo através de
secgOes iguais )
espectrofotometro

EDS, SEM,
Discos microanalise e

porosimetria

P6 Liofilizado

composto por )
Eletroforese

particulas com

250 a 500pm

P6 Liofilizado )
Espectroscopia de
composto por
Infravermelhos e

particulas com
SEM

100 a 250pum

Difracao de
Raio-x (XRD),
EDS e SEM

Po6 Liofilizado

Resultados

Foram libertados
elevados niveis de

fosforo a um pH de

7,5 comparativamente

aopH de 9, e auma

concentragao de 17%
de EDTA

comparativamente a

outras concentragoes

Elevadas porosidades
e baixa contra¢do no

grupo liofilizado

Detegao de Proteinas
Morfogénicas Osseas

(BMPs) no p6

Grupo do EDTA:
superficie
lisa/favoravel.
Grupo do HCL:
superficie mais rugosa

/desfavoravel

Semelhancas
elevadas entre o
“AutoBT®” e o tecido

0sseo




Data da
Autor )
Publicagdo
Liet al. 2011

Akazawa

et al.

Kim et al. 2014

Espécie

Humana

Humana

Humana

Protocolo

EDTA em
diferentes

concentragdes

10 a 60 minutos em

acido nitrico ou
acido cloridrico a
diferentes

temperaturas

Oxido de

nitrogénio, alcool

etilico e éter etilico

Produto Final

Matriz
dentinaria
desmineralizada
comparada com
dentina ndo
modificada e
hidroxiapatite
(HA)/fosfato
tricalcico (TCP)

Granulos de
matriz
dentinaria

desmineralizada

“AutoBT®’
comparado com
xenoenxertos,
aloenxertos e
materiais

aloplasticos

9.2.1 Material de Enxerto Osseo de Dente Autégeno

Método de

Avaliagdo

ELISA e SEM

Avaliacdo da
bioatividade em
fluido corporal
simulado,
Difracdo de
Raio-x, EDS,
microanalise de
eletroes e
espectrometria
de massa com
plasma
indutivamente

acoplado

SEM, XRD e
Testes de
solubilidade em

fosfato de calcio

Introdugdo

Resultados

Exposi¢do dos tabulos
dentinarios no grupo
modificado, auséncia

de diferencas na

concentragdo de

proteinas em ambos os

grupos (modificado e
nao modificado),
auséncia de proteinas
no grupo HA/TCP
Eliminagdo dos
cristais de
hidroxiapatite em 60
minutos ¢ diminui¢ao
em peso numa
proporgao de 1/50,
deposic¢ao de granulos
de hidroxiapatite no
fluido corporal
simulado, diferengas

morfologicas nos

depositos dependendo

das concentragoes dos

acidos

Textura superficial e
solubilidade do
“AutoBT®”
semelhante a do osso
autdlogo e estrutura

menos cristalina

Através do processo de desmineralizagdo € possivel obter, a partir de dentes extraidos,

o material de enxerto Osseo de dente autdgeno ou “Autogenous Tooth Bone Graft

Material” (AutoBT®, Korea Tooth Bank, Seoul, Korea), constituido por 55% de matéria

inorganica e 45% de matéria organica (Kim et al., 2013a; Park et al., 2012)

Como integra na sua composi¢do componentes organicos e inorganicos, o “AutoBT®”

promove uma remodelacdo Ossea alveolar rapida (Kim et al., 2010).
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Apesar do desenvolvimento dos materiais de enxerto derivados do dente se iniciar em
1993 por Kim, o “AutoBT®” s6 foi introduzido em 2008, apés intimeros estudos
experimentais, pelo Korea Tooth Bank Co. (Seoul, Korea) (Kim et al., 2011; Kim et al.,
2013a; Young-Kyun Kim, Lee, Kyung-Wook Kim Um & Murata, 2013;).

Atualmente, o “AutoBT®” é amplamente utilizado em regeneragio 6ssea, na Coreia e
no Japao (Kim et al., 2013a; 2013b).

A sua utilizacdo como biomaterial em regeneragdo 6ssea estd indicada quando o
paciente possui pelo menos um dente com indicagdo para extragdo (Kim et al., 2010; Hee-
Yung et al., 2014).

Os componentes inorganicos do “AutoBT®” incluem hidroxiapatite com um baixo
grau de mineraliza¢do entre outros minerais de fosfato de célcio tais como o fosfato
tricalcico (TCP), o fosfato de calcio amorfo (ACP) e o fosfato octocalcico (OCP). A sua
constitui¢do €, por isso, muito semelhante a do osso alveolar cortical (Tabela 4) (Kim et
al., 2010; Kim et al., 2011; Kim et al., 2013a; Hee-Yung et al., 2014).

Por outro lado, os seus componentes organicos incluem proteinas ndo-colagénicas, que
lhe conferem propriedades osteocondutoras e osteoindutoras (Hee-Yung et al., 2014).

Este material estd disponivel em duas formas distintas, bloco e pd. Ambas permitem
alcancar a regeneragdo Ossea através de osteoinducdo e osteoconducao, possuem a
capacidade de molhabilidade através do sangue e de substitui¢do por acréscimo (Park et
al., 2012).

O “AutoBT®” em bloco pode ser dividido em dois tipos “root-form ", que se assemelha
a uma raiz, e “root-on”, que se assemelha a um bloco 6sseo. O primeiro ¢ indicado para
preservacgdo alveolar e o segundo para aumentos horizontais e verticais da crista 0ssea
alveolar. No entanto, ambos os tipos de “AutoBT®” em bloco podem ser utilizados em
preservagdo alveolar, regeneracio dssea, reconstitui¢ao de perfuracdes na membrana de
Schneider e aumento da estabilidade primaria de implantes orais (Park et al., 2012).

A semelhanca do “AutoBT®” embloco, 0 “AutoBT®” em p6 também pode ser dividido
em dois tipos, neste caso, coronario ou “AutoBT-Enamel®” e radicular ou “AutoBT-
Dentin®” (Park et al., 2012).

O “AutoBT-Enamel®” apresenta para além da dentina, esmalte na sua constitui¢io.
Desta forma, possui uma elevada quantidade de matéria inorganica. Os seus minerais de
fosfato de calcio caracterizam-se por um elevado grau de mineralizagdo e a propor¢ao
calcio/fosfato ¢ elevada. O “AutoBT-Enamel®” apresenta propriedades osteocondutoras

e sofre uma reabsorcao lenta. Desta forma, a sua utilizagao ¢ adequada em situagdes nas
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quais se pretende essencialmente manter o volume (Kim et al., 2011; Park et al., 2012;
Kim et al., 2013a).

O “AutoBT-Dentin®” ¢ constituido por dentina e cemento, € por isso possui uma
grande quantidade de matéria organica, nomeadamente colagénio do tipo I. Os seus
cristais de fosfato de calcio possuem um baixo grau de mineralizacao e a sua propor¢ao
de calcio/fosfato € mais baixa comparativamente ao “AutoBT-Enamel®”. Apresenta
propriedades osteoindutoras e osteocondutoras e ¢ indicado para aumentos da crista
alveolar e regeneragdo 6ssea maxilar (Kim et al., 2011; Park et al., 2012; Kim et al.,
2013a).

Para reparar defeitos 0sseos de grandes dimensdes o “AutoBT®” pode ser utilizado em
associacdo com outros materiais de enxerto (Kim et al., 2013a).

O protocolo de obtengdo do “AutoBT®” implica que apds a extragdo, os dentes
extraidos devam ser enviados num recipiente com alcool etilico a 75%, para o Korea
Tooth Bank. Posteriormente, a por¢ao coronaria ¢ separada da porcao radicular, e esta
ultima ¢é processada em po, constituido por particulas com um didmetro que varia entre
0s 400 e os 800um (Kim et al., 2013a).

Numa primeira fase, aplica-se dgua destilada a ambos os tipos de “AutoBT®”, com o
objetivo de remover os tecidos moles remanescentes € a matéria contaminada. De
seguida, o material ¢ submetido a processos de desidratagdo, desengorduramento,
desmineralizacdo parcial, liofilizagdo e esterilizacdo com 6xido de etileno, que o tornam
pronto a ser empacotado (Kim et al., 2013a; Kim et al., 2014a).

Apo6s a sua utilizagdo como enxerto, gracas as suas propriedades osteocondutoras e
osteoindutoras, o “AutoBT®” é gradualmente reabsorvido e substituido pelo novo osso
que forma uma unido com o material de enxerto remanescente. A formacdo de o0sso
trabecular ocorre ao fim de apenas 5 meses de cicatriza¢do (Kim et al., 2010; Hee-Yung

et al., 2014).

9.3 Eliminacao da Matriz Organica
Este ¢ um método pouco descrito na literatura uma vez que o papel das proteinas da
matriz organica da dentina nos processos de migragdo, proliferacdo, adesdo e
diferenciagdo celulares ¢ reconhecido pela maioria dos estudos (Tabatabaei et al., 2016).
Moharamzadeh et al (2008) demonstraram a excelente biocompatibilidade de um

particulado de dentina bovina apds desnaturagdo. A dentina foi fervida em agua durante
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2h, posteriormente submetida a isopropanol durante 2h e a um processo de secagem a
100°C (Tabatabaei et al., 2016).

Elkayar et al (2013) prepararam um particulado de dentina bovina, fervendo-o em dgua
durante 90 minutos, calcinando-o num ambiente humido a 735°C e posteriormente
sinterizando-o a 1150°C. O autor obteve com sucesso hidroxiapatite e identificou

elementos como o célcio, o fosfato e o potassio (Tabatabaei et al., 2016).

9.4 Preparacao e Aplicacdo da Dentina Inalterada

Contrariamente a outros autores como Kim et al (2013a) e Kim (2015), Binderman et
al (2014) concluiram que a utilizagdo da dentina desmineralizada em regeneracao 6ssea
ndo permite a colocacdo de implantes orais com uma ancoragem adequada.

Por outro lado, Kim et al (2013a) apesar de considerarem que o processo de libertagcdo
de fatores de crescimento dentindrios &, por vezes, bloqueado pela presenca de cristais de
hidroxiapatite, reconhece que a remodelacao ossea € possivel na medida em que a dentina
¢ composta por cristais de hidroxiapatite de baixo grau de mineralizagao.

A fase mineral da dentina constitui um fator fundamental nos processos de
diferenciagdo celular, mineralizagdo ¢ manutencao de espaco necessarios a formagao de
novo osso. Para além disso, confere propriedades biomecanicas ao tecido 6sseo que se
forma (Kim, 2015).

De facto, segundo Binderman et al (2014) a dentina mineralizada permite a obten¢do
de uma boa estabilidade mecanica que torna possivel, inclusivamente, a colocacido de
implantes em carga precoce, isto €, dois a trés meses apos os procedimentos
regenerativos.

Em concordancia Saeed et al., (2015), referem que um particulado de dentina
mineralizada possui maior resisténcia e a sua utilizagdo em regeneragdo 6ssea diminui a
possibilidade de fratura do osso regenerado.

Apesar de possuir propriedades osteoindutoras tardias a dentina mineralizada funde-
se na perfeicdo com o osso recém-formado. A sua remodelagdo ¢ mais lenta quando
comparada a do osso cortical ou a da maioria dos materiais de enxerto o que permite, de
acordo com o autor, a manutencdo a longo prazo da estética e da estrutura da crista
alveolar e do muco-periésteo (Binderman et al., 2014).

Por outro lado, Saeed et al., (2015) ndo verificaram qualquer atraso nas propriedades
osteoindutoras de um particulado de dentina humana mineralizada, ap6s a sua utilizagdo

na regeneracdo Ossea de defeitos criados em coelhos. Neste estudo, as propriedades
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osteoindutoras da dentina mineralizada foram verificadas duas semanas ap6s a cirurgia
de regeneracdo Ossea.

Segundo Binderman et al (2014) o particulado de dentina autégena mineralizada deve
ser considerado o “gold standard” em preservagdo alveolar, regeneragdo de defeitos

osseos e elevagao do seio maxilar.

10.Smart Dentin Grinder® (Kometabio,USA)

A “Smart Dentin Grinder®” é um equipamento capaz de transformar em 15-20
minutos, dentes extraidos num particulado de dentina autégena mineralizada, pronto a ser
utilizado como biomaterial em regeneragdo 6ssea. O particulado obtido apresenta mais
do dobro do volume do dente que lhe deu origem (Binderman et al., 2014).

A “Smart Dentin Grinder®” consegue triturar o dente em 3 segundos, e selecionar as
particulas com o tamanho desejado (300 a 1200pum) em apenas 20 segundos, através do
movimento vibratorio da sua camara de trituracdo. As particulas que apresentam menos
de 300pm sdo automaticamente depositadas num compartimento proprio para os
desperdicios, na medida em que o seu tamanho as torna inadequadas para utilizagdo em
regeneragao 6ssea (Binderman et al., 2014).

O protocolo de trituragdo do dente e de selecdo das particulas pode ser repetido quantas
vezes forem necessarias até as particulas desaparecem totalmente da cdmara de trituracdo
(Binderman et al., 2014).

A eficacia deste equipamento na selegdo das particulas com tamanho adequado para a
regeneragdo € superior a 95% (Binderman et al., 2014).

O particulado de dentina autégena mineralizada € posteriormente imerso numa solugao
alcodlica desinfetante, o “CLEANSER” durante 10 minutos num recipiente esterilizado.
O “CLEANSER” ¢ composto por 0,5M de hidroxido de s6dio (NAOH) e por 30% de
alcool volume por volume (v/v). E responsavel por desengordurar, remover os detritos
orgénicos, as bactérias e as toxinas do particulado dentinario (Binderman et al., 2014).

De seguida, a solucdo alcoodlica ¢ decantada e ¢ aplicada a solucdo salina tampao
fosfatada estéril, a “PBS”. Apos a decantacdo da “PBS”, o particulado humido esta pronto
para ser utilizado. Caso nao seja utilizado imediatamente podera ser colocado numa placa

aquecida a 140°C, durante 5 minutos, para posterior utilizacdo (Binderman et al., 2014).
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11. Evidéncia Cientifica

A revisdo da literatura, efetuada no presente estudo piloto, sobre a utilizagdo da
dentina, como biomaterial, em regeneragdo 0ssea incluiu uma pesquisa bibliografica nas
bases de dados Pubmed, B-On, Wiley Online Library e ResearchGate.

Na pesquisa bibliografica incluiram-se artigos cientificos em inglés, até¢ 2016, e
utilizaram-se como palavras-chave “autogenous dentin graft”, “dentin matrix”,
“autogenous tooth bone graft”, “bone graft”, “bone regeneration” e “dentin in bone tissue
engineering”.

Concluimos, que ndo existem meta-analises sobre o tema do presente estudo.

Por outro lado, a unica revisao sistematica encontrada ¢ de Tabatabaei et al (2016) e
pretende comparar os diferentes métodos de processamento da dentina, prévios a sua
utilizagdo, como biomaterial, em regeneragdo dssea.

O unico ensaio clinico randomizado e controlado, sobre o tema do presente estudo, é
de Pang et al (2016) e pretende comparar os resultados clinicos e histoldgicos obtidos
apos a utilizagdo do “AutoBT®” e do xenoenxerto mais utilizado atualmente, o “Bio-
Oss®” (Geistlich AG, Wollhusen, Switzerland), na regeneracio Ossea pds-extragdo
(Tabela 2).

Em 2003, Murata, desenvolveu o primeiro estudo clinico sobre a utilizagdo da dentina
autdégena em regeneracdo Ossea. O estudo de caso de Murata (2003) consistiu na
utilizagdo de um particulado de dentina autégena desmineralizada, na elevagdo do seio
maxilar. O autor concluiu que a dentina possui propriedades osteoindutoras e que a sua
utilizacao em regeneracao ossea leva a formagdo de novo osso (Tabela 2).

O tema do presente estudo piloto parece ter atraido as atengdes dos investigadores nos
ultimos 5 anos, na medida em que a grande maioria dos estudos clinicos surgiu ap6s o
ano de 2010 (Tabela 2).

No entanto, os estudos clinicos encontrados traduzem-se em séries de casos, estudos
de caso, dois estudos comparativos e um estudo retrospetivo (Tabela 2).

De uma forma geral, os resultados dos estudos clinicos estdo em concordancia.
Evidenciaram que a dentina ¢ gradualmente reabsorvida e substituida por osso, apresenta
uma boa integracao tecidual, estabelece um contato direto e, consequentemente, uma
integragdo do tipo fusdo ou interdigitagdo com o osso recém-formado, possui
propriedades osteocondutoras e osteoindutoras, a sua utilizacdo como biomaterial em

regeneragao dssea nao se relaciona com o aparecimento de complicagdes pos-operatorias
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e quando associada a colocagdo de implantes orais ndo parece comprometer a taxa de

sobrevivéncia e a estabilidade implantar (Tabela 2).

Alguns estudos do tipo séries de casos, apresentam, no entanto, amostras de pequenas

dimensdes. Sao exemplos os estudos de Kim et al (2010), Lee et al (2013), Chang et al

(2014) e Kim et al (2015), cuja amostra ¢ constituida por 6, 9, 10 e 5 casos clinicos,

respetivamente.

Tabela 5 — Estudos clinicos sobre a utilizagdo da dentina autdogena como biomaterial em regeneragéo

ossea

Tipo de
Data da o Produto
Autor Objetivos Estudo e
Publicagdo Final
Amostra
Avaliar as
propriedades Particulado de
osteocondutoras Estudo de dentina
2003 Murata da “ADDM” Caso autdgena
num caso clinico N=1 desmineralizad
de elevagao do a (“ADDM”).

seio maxilar.

Avaliar

radiograficament

¢ a utilizagdo da
“ADDM’” na
ROG (com

Fragmentos de
Estudo dentina
desmineralizad

a (“ADDM

Comparativo

N=27

membrana de
PTFE) de
alvéolos slices™)
dentarios de

terceiros molares

pos-extragao.
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Métodos

de Avaliaggo

Avaliagao
radiografica:
analise
densitométrica
apos a cirurgia de
ROG.
Comparagao de
resultados entre um
grupo de controlo,
um grupo
submetido a
utilizacdo de uma
membrana de
PTFE e um grupo
submetido a
utilizagdo de

“ADDM” + PTFE.

Resultados

Formagdo de novo
0sso através de
mecanismos de

osteocondugdo.

Regeneracdo ossea
mais rapida e melhor
arquitetura do osso
alveolar formado no
grupo “ADDM” +
PTFE.

As diferengas
densitométricas entre
os trés grupos nio
foram
estatisticamente

significativas.
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Data da

Tipo de
o Produto Métodos
) Autor Objetivos Estudo e ) )
Publicagdo Final de Avaliagdo
Amostra
Avaliagdo
radiografica de TCs,
Avaliar 5 semanas apos a
clinicamente, Dentina cirurgia de ROG e
radiograficamente desmineraliza colocagdo dos
) e histologicamente Série de da sob a implantes orais
Kim et . .
2010 1 a utilizagdo do Casos forma de Avaliagdo
a
“AutoBT®” na N=6 particulado  histologica descritiva
ROG simultanea a (“AutoBT ¢ analise
colocagdo de Powder®”) histomorfométrica 3-
implantes orais

Resultados

Excelente
remodelagdo dssea.
Contato direto entre

a dentina
remanescente € o
Nnovo 0SS0
(integrag@o do tipo
fusdo).
Reabsorgdo gradual
da dentina, entre 3-6
meses.
Formacgédo de novo

08s0 através de

osteocondugado e
6 meses apos a ROG
osteoindugdo.
e colocacdo dos .
. ) A analise
implantes orais ) )
histomorfométrica

revelou 46-87% de

Nnovo 0SSO nas areas

: Avaliagdo clinica:
Avaliar

clinicamente a

) determinac@o da
Dentina

utilizagdo do

: : mobilidade dentéria
desmineraliza

: pos-cirurgica.
“AutoBT*®” num Estudo de da sob a

Kim et Avaliacao

caso clinico de Caso forma de

al _ radiografica: analise

autotransplante do N=1 particulado

terceiro molar para

de radiografias
(“AutoBT

: : periapicais, durante
a regido do Powder®”) ”
- ; um “follow-up” de
primeiro molar.

10 meses.
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de interesse.

Aumento da

estabilidade inicial

do terceiro molar.
Estabelecimento de
uma nova inserg¢ao
periodontal através
de mecanismos de
osteocondugdo e

osteoinducao.



Data da

Publicagdo

2011

Autor

Jeong et

Objetivos

Avaliar
clinicamente e
histologicamente
a utilizagao do
“AutoBT®” na
elevagdo do seio

maxilar.

Avaliacao
retrospetiva
clinica,
radiografica e
histolégica da
utilizagdo do
“AutoBT® na
regeneragao
Ossea guiada
simultanea a
colocagdo de
implantes orais,
na elevacao do
seio maxilar, na
preservacao
alveolar e no
aumento da crista

Ossea alveolar.

Tipo de
Produto
Estudo e .
Final
Amostra
Dentina
desmineraliza
Série de da sob a
Casos forma de
N=27 particulado
(“AutoBT
Powder®”).

Dentina
desmineraliza
da sob a
forma de
Estudo
: bloco e de
Retrospetivo

particulado
N=133

(“AutoBT
Block®” e
“AutoBT

Powder®”)
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Métodos

de Avaliagdo

Avaliagao clinica:
medicdo da
estabilidade

implantar inicial e

secundaria (“Osstell
Mentor®”);
Avaliagdo
histologica descritiva
e analise
histomorfométrica
apos a colocagio de
implantes ou 3-6
meses apos a
elevagdo do seio

maxilar.

Avaliagao clinica:
medigdo da
estabilidade

implantar inicial e

secundaria (“Osstell
Mentor®”);

Avaliacao
radiografica:
medicao da altura
oOssea imediatamente
apos a reabilitacdo

implanto-suportada e

apos 6 meses através

de TCs.

Avaliacdo
histologica

descritiva.

Introdugdo

Resultados

Boa estabilidade
implantar.
Formacgédo de novo
0ss0 através de
osteocondugdo e
osteoindugdo.

A analise
histomorfométrica
revelou 44-85% e

46-87% de novo
0SS0 ao0s 3 € 6 meses,
respetivamente, nas

areas de interesse.

Boa estabilidade
implantar.

A reabsor¢do 0ssea
da crista alveolar
mandibular variou
entre 0 ¢ 3mm.
Formagdo de novo
0sso atraveés de
mecanismos de
osteocondugdo e
osteoinducao,
presenga de 0sso
lamelar denso, de
o0sso trabecular ¢ de
células

osteoblasticas.




Estudo piloto prospetivo — série de casos de avaliagdo da regeneracdo ossea através da utilizagdo de um particulado
de dentina autogena

Tipo de
Data da o Produto Métodos
) Autor Objetivos Estudo e ) ) Resultados
Publicagao Final de Avalia¢ao
Amostra
Regeneragdo 6ssea
significativa em
Comparar e defeitos verticais,
avaliar os Avaliacao clinica: independentemente da
resultados . medicdo de defeitos presenga/auséncia de
. Dentina o
clinicos da . . verticais com sonda membrana. As
. desmineraliza ) ) )
utilizagdo do periodontal; medigado diferengas pré e pos
Estudo da sob a . ) _
Lee et “AutoBT® em ) da estabilidade operatorias na redugao
2013 Comparativo forma de ) )
al ROG (com ou ) implantar (Osstell da altura do defeito
N=20 particulado
sem membrana Mentor®); calculo da 0sseo, nas alteragdes
(“AutoBT
reabsorvivel) percentagem de novo do nivel 6sseo e na
' Powder®”)
simultanea a 0sso através de percentagem de novo
colocagdo de medigdes clinicas;
implantes orais

0sso entre os dois
grupos ndo foram
estatisticamente

significativas.

Avaliagdo clinica:

: medigdo da
Dentina
estabilidade
Avaliar desmineraliza : ) )
implantar ( Osstell Taxa de sobrevivéncia
clinicamente e da sob a ) :
: ) Mentor®); implantar de 96%.
radiograficament forma de
o Série de Avaliagao Auséncia de
e a utilizacdo do bloco e de ) )
: Casos radiogréfica: complicagdes pos-
“AutoBT*®” na particulado : .
N=9 medigdo da operatorias. Aumento
regeneracao (“AutoBT
_ reabsor¢do da crista vertical e horizontal
6ssea horizontal Block®” e
oOssea alveolar do rebordo alveolar.
e vertical “AutoBT
: através de
Powder®’) .
radiografias
periapicais.
Avaliar Nao se verificaram
radiograficament ) Avaliagao diferengas
Dentina
€ a reabsorgdo . . radiografica: estatisticamente
. desmineraliza . . o
6ssea em locais ) Medigao dos niveis significativas na
) Série de dasob a ) ) )
Chang submetidos a de osso marginal avaliagdo radiografica
2014 Casos forma de
et al ROG com ) apos ROG, a da reabsorgdo Ossea
N=10 particulado
“AutoBT® ¢ colocag@o de apos a ROG, a
) (“AutoBT ) )
posteriormente a implantes orais ¢ a colocagdo de
Powder®”) » )
colocagao de reabilitag@o protética
implantes orais.

implantes de orais e a

reabilitagdo protética.
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Tipo de
Data da o Produto Métodos
) Autor Objetivos Estudo e ) ) Resultados
Publicagdo Final de Avalia¢ao
Amostra

Avaliagdo clinica:
Medigédo da
estabilidade

. . favoravel,
Avaliar implantar (Osstell

Cicatrizacao

o complicagdes pos-
clinicamente,

Mentor®); Avaliagio
Dentina radiografica:

desmineraliza “CBCT” 6 meses

) ) operatorias minimas.
radiograficament

Bom suporte 6sseo
0

: ) para colocagdo de
histologicamente

da sob a apos a colocacdo de
a utilizagdo do

“AutoFDT® na

X ) implantes orais. Taxa
: forma de implantes e 12 meses .
Série de de sucesso implantar

de 100%, aos 12

blocos, apos a entrega da
. Casos )
regeneragao fragmentos e protese implanto-
N= 38

meses de “follow-up”.
alveolar pos-

particulado suportada; Avaliagcdo
: ) . o Formagao de novo

extragdo e (“Auto-FDT® | histologica descritiva
simultanea ou Block, Chips

anterior a & Powder”)

a dentina
colocagao de regeneracgao ossea.

0S50.
3-6 meses apos a

e Contacto direto entre
cirurgia de

: : remanescente € o
implantes orais.

Avaliagdo “in— )
novo 0sso (integracao

vitro” do “Auto-

FDT® ¢/’EDS” e

“SEM”

do tipo fusdo).

O osso cortical e

esponjoso que se

Avaliagao
) formou manteve-se
) radiografica:
Avaliar durante 6 anos e 7
o “CBCT” pré-
clinicamente, ) meses.
. operatorio, )
radiograficament . L A avaliagdo
Dentina imediatamente apos . .
ee ) . S histologica revelou
) ) desmineraliza  a primeira cirurgia,
histologicamente . fenomenos de
Série de da sob a apos a colocagdo da
Kim et a utilizagao do ) osteoindugdo na
2015 Casos forma de protese implanto- )
al “AutoBT® na superficie das
N=5 particulado suportada final e 5 )
regeneragao o particulas de dentina e
. (“AutoBT anos apds a primeira
oOssea guiada o ) de osteocondugado
) Powder®) cirurgia. Avaliagdo
simultanea a entre particulas de
histolégica descritiva )
colocagdo de dentina.
) ) 3-6 meses apos a
implantes orais

) ) Formagdo de novo
cirurgia de

0ss0, 5 meses apos a
regeneragao 0ssea. o
cirurgia de

regeneragao 0ssea.
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de dentina autogena

Data da

Autor Objetivos

Publicagdo

Avaliar
clinicamente e
histologicamente
a utilizagdo do
“AutoBT®
Pang et :
comparativament
al o
e a utilizacdo do
Bio-Oss na
regeneragao
ossea pos-

extracao

Tipo de
Estudo e

Amostra

Ensaio
Clinico
Randomizado
e Controlado

N=24 (33)

Produto

Final

Dentina
desmineraliza
da sob a
forma de
particulado
(“AutoBT

Powder®)

Métodos

de Avaliagdo

Avaliagao clinica:
medi¢do da
dimensao vertical do
enxerto apos a
cirurgia de
regeneragdo Ossea e
apos a colocagdo de
implantes orais;
medigdo da
estabilidade
implantar (“Osstell
Mentor®”);
Avaliacdo
histologica descritiva
e analise

histomorfométrica.

Resultados

Nao foram registadas
complicagdes pos-
operatorias.
Aumento da

dimensao vertical em
5,38 £2,65mm no
grupo do “AutoBT” e
6,56 £ 3,54mm no
grupo do “Bio-
Oss®”.
Estabilidade

implantar de 72,80 =

10,81 ISQ no grupo
do “ AutoBT®’ ¢

70,00 = 12,86 “ISQ .

Contacto direto entre
a dentina € o novo
0sso (integragdo do
tipo fusdo)
Analise
histomorfométrica
revelou uma

percentagem de novo
osso de 31,24 %
13,87% para o grupo
do “AutoBT®’ ¢ de
35%19,33% para o

grupo do “Bio-

Oss®”.

De uma maneira geral, os estudos “in vitro” e “in vivo” em animais, também

demonstraram o potencial de utilizacdo da dentina, como biomaterial, em regeneragao

ossea (Tabela 3)

Gomes et al (2002), Moharamzadeh et al (2008), Yagishashi et al (2009), Murata et al
(2010), Murata et al (2012), Bormann et al (2012), Atiya et al. (2012), Reis-Filho et al
(2012), De Oliveira et al (2013), Qin et al (2014), Saeed et al (2015) e Koga et al (2016)
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Introdugdo

utilizaram diferentes formas de dentina, heterogena ou autogena, sob a forma de
particulado, fragmentos ou bloco, mineralizada ou desmineralizada e concluiram que a
dentina leva a formacao de novo osso (Tabela 3)

Gomes et al (2002), Moharamzadeh et al (2008), Bormann et al (2012), De Oliveira
(2013), Qin et al (2014) e Saeed et al (2015) verificaram a capacidade de osteointegragcao
da dentina, isto ¢, a sua integragdo tecidular perfeita com o osso (Tabela 3).

O estudo de Gomes et al (2002) concluiu, ainda, que a utilizacdo da dentina
desmineralizada autégena, promove a regeneracdo Ossea, de forma mais rapida em
comparagdo com a auséncia de colocagdo de qualquer material de enxerto (Tabela 3).

Por outro lado, Saeed et al (2015) obtiveram resultados semelhantes aos de Gomes et
al (2002), mas apos a utilizagdo da dentina mineralizada humana na regeneragao ossea de
defeitos criados em coelhos. De facto, a formagao de novo osso ocorreu de forma mais
rapida no grupo teste, no qual se utilizou um particulado de dentina mineralizada,
comparativamente ao grupo controlo, no qual ndo se utilizou qualquer material de enxerto
(Tabela 3).

De acordo com Gomes et al (2002), Qin et al (2014) e Saeed et al (2015) a dentina
sofre uma reabsor¢ao gradual a medida que € substituida por novo osso (Tabela 3).

De Oliveira et al (2013) observaram a formagao ativa de novo osso € concluiram que
a dentina desmineralizada humana induz a diferenciagdo de células osteoblasticas (Tabela
3)

Por outro lado, Bormann et al (2012), Reis-Filho et al (2012) e Qin et al (2014)
observaram fenomenos de neovascularizagao (Tabela 3)

Gomes et al (2002) concluiram que a dentina possui propriedades osteocondutoras,
enquanto Murata et al (2010) e Saeed et al (2015) verificaram as propriedades
osteoindutoras dentinarias. Por outro lado, Atiya et al. (2012) referem no seu estudo que
a dentina leva a formag¢ao de novo osso por mecanismos de osteocondugao e osteoindugao
(Tabela 3).

A excelente biocompatibilidade da dentina foi verificada “in vitro” por
Moharamzadeh et al (2008) e “in vivo” por Saeed et al (2015) (Tabela 3).

Por outro lado, o estudo de Koga et al (2016) concluiu que as percentagens de novo
0ss0, verificadas apos uma analise histomorfométrica, foram mais elevadas, 4 e 8 semanas
apos a utilizacdo de um particulado de dentina humana parcialmente desmineralizada na
regeneragdo o0ssea de defeitos criados em ratos (10,4%, 11,1%, 26,0%, quatro semanas

apos a utilizagdo de particulas com 200pum, 500pum e 1000um, respetivamente; 28,3%,
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22,3% e 33,2%, oito semanas apOs a utilizacdo de particulas com 200um, 500pm e
1000um, respetivamente), comparativamente a utilizacdo de particulados de dentina
humana mineralizada (1,9%, 2,7% e 5,6%, quatro semanas apds a utilizagdo de particulas
com 200um, 500pm e 1000um, respetivamente; 3,1%, 5,0%, 8,2%, oito semanas apos a
utilizacao de particulas com 200um, 500pum e 1000um, respetivamente) e completamente
desmineralizada (4,1%, 2,1% e 11,6%, quatro semanas apos a utilizacdo de particulas
com 200um, 500um e 1000pum, respetivamente; 7,2%, 4,3% e 33,0%, oito semanas apos
a utilizagdo de particulas com 200um, 500um e 1000um, respetivamente).

Koga et al (2016) sugere que a dentina completamente desmineralizada é reabsor¢ao
mais rapidamente em comparacao com a formagdo de novo osso por mecanismos de
osteoconducgdo e osteoinducdo, o que permite explicar as menores percentagens de novo
0ss0 comparativamente as que se obtiveram apds a utilizacdo da dentina parcialmente
desmineralizada.

Relativamente ao tamanho das particulas, Koga et al (2016), referem melhores
resultados apds a utilizagdo de particulas com um tamanho entre 800-1200pm,
independentemente do grau de mineralizagdo da dentina, comparativamente aos
resultados obtidos apos a utilizagdo de particulas com um tamanho entre 180 e 600um.

No entanto, ndo existe um consenso sobre o tamanho ideal das particulas que
constituem os enxertos 0sseos, € por isso, sdo necessarios mais estudos para avaliar a

influéncia deste fator no sucesso clinico da regeneracao 6ssea (Koga et al., 2016).
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Tabela 6 — Estudos in vitro e in vivo sobre a utilizacdo da dentina como biomaterial em regeneracao

Data da

Publicacdo

2002

2009

Autor

Gomes et al

Moharamza

deh et al.

Yagishashi

et al

Objetivos

Avaliar as
propriedades
osteocondutoras
da matriz
dentinaria
desmineralizada
autoégena
(“A”DDM’”) na
ROG (com
membrana de
“PTFE”) de
defeitos dsseos
criados em

coelhos

Avaliar o

potencial de

utilizagdo de
diferentes formas
de dentina, com
origem bovina,
como biomaterial
na regeneragao
ossea de defeitos
osseos criados

em ratos

Avaliar o
potencial de
utilizagdo da
DDM origem

bovina na
regeneragao

ossea de defeitos
cartilagineos
articulares de

coelhos.

ossea.
Espécie
Produto
e .
Final
Amostra
Dentina
desmineralizad
Coelhos  a autdgena sob
N=24 a forma de
fragmentos
(6GA UDDM.U
slices”)

Dentina
mineralizada
sob a forma de

particulado

Dentina
desmineralizad
Coelhos
N=22

a sob a forma
de particulado
(“DDM”),
com origem

bovina

51

Métodos

de Avaliagao

Avaliacdo
radiografica 15, 30,
60 e 90 dias apds a

cirurgia de
regeneragao 0ssea.

Avaliagdo

histologica descritiva
e analise
histomorfométrica.
Comparagao de
resultados entre o
grupo teste € o grupo

controlo.

Testes “in vitro” e
“invivo” de
avaliacdo da

biocompatibilidade

da dentina

Avalia¢ao
radiografica
Avaliagao
histologica dos
parametros
morfologia celular,
coloragdo da matriz,
regularidade da
superficie, espessura
de cartilagem e

integragdo tecidual.

Resultados

A regeneragao Ossea
foi mais rapida no
grupo teste.
Reabsorgéo gradual
da dentina com
substitui¢do por novo
0S50.
Formacgédo de novo
0SSO pOr mecanismos
de osteocondug@o.
Integracdo tecidual
perfeita entre a
dentina e 0 novo

0SS0.

Excelente
biocompatibilidade
“in vitro”’.
Formacéao de novo
0S50.
Integragao tecidual
perfeita entre a
dentina e 0 novo

0SS0.

A “DDM” promove
uma regeneracao
osteocondral.
Formagao ativa de
novo 0sso, numa fase
precoce do periodo

pos-operatorio.
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Espécie
Data da o Produto Métodos
) Autor Objetivos e ) ) Resultados
Publicacdo Final de Avaliagao
Amostra

A matriz dentinaria
desmineralizada
(“DDM”) e a
dentina radicular

desmineralizada

. (DRD) constituem
Dentina -
materiais ricos em
Avaliar a eficacia desmineralizad
colagénio, passiveis
da dentina a sob a forma )
de aplicacdo em
humana de particulado :
Avaliacao
totalmente (“DDM™) e
2010 Murata et al

regeneragao Ossea,
desmineralizada

P histologica com propriedades
entina

' ) descritiva, analise
(““DDM”” e radicular

osteoindutoras e
“DRD’’) no

) ) histo- morfométrica.
desmineralizad

capazes de
transporte da

) transportar a BMP-2.
a sob a forma
BMP-2.

de bloco
(DRD).

Diferenciacdo de
osteoblastos na
superficie da dentina
no grupo teste
(“DDM+BMP-2).
A BMP-2 dentinaria

acelera a formagdo

de novo 0sso.
) A matriz dentindria
Auvaliar o . .
desmineralizada
aumento das
) Dentina Bioassay (“DDM”’) é um
propriedades )
) desmineralizad Avaliacdo transportador eficaz
osteoindutoras da ) ) ) )
ahumana soba  histologica e andlise =~ da BMP-2. A adigdo
2012 Murata et al ~ matriz dentinaria Ratos )
) ) forma de morfométrica deste fator de
desmineralizada ) o ) )
particulado Andélise bioquimica crescimento torna a
humana, apos a . .
(“DDM™). do particulado. dentina num enxerto
adicdo da BMP-
2.

com caracteristicas

superiores.
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Data da
) Autor
Publicacdo

Bormann et

al

2012 Atiya et al.

Reis-Filho

et al.

Objetivos

Avaliar as
respostas dsseas,
angiogénicas e
inflamatorias
iniciais, bem
como a
osteointegragado
de enxertos de
dentina autogena
e de B-TCP em
defeitos dsseos

criados em ratos.

Avaliar
histologicamente
a eficacia de
diferentes formas
de dentina tratada
com nitrogénio
liquido na
regeneragao
ossea de defeitos
osseos criados

em coelhos.

Investigar a
possibilidade de
utilizagao da
dentina
desmineralizada
humana como
biomaterial e
avaliar a
expressao do
VEGF induzida

pela dentina.

Espécie
Produto
e .
Final
Amostra

Fragmentos de

dentina
desmineralizad
a autégena
(A”’DDM

slices™)

Dentina
autdgena

tratada com
Coelhos

nitrogénio
N=16

liquido, sob a
forma de

particulado.

Dentina
desmineralizad
a humana sob a

forma de

particulado

(“DDM™).

53

Métodos

de Avaliagao

Observagdo atraveés
de microscopia de
fluorescéncia
Andlise de
parametros
microvasculares
Comparagao de
resultados entre um
grupo submetido
A”DDM”, um grupo
submetido a B-TCP e
um grupo submetido
a 0SS0 1S0geénico
Avaliagao
histologica e analise
histomorfométrica.
Comparagao de
resultados entre um
grupo submetido a
dentina tratada com
nitrogénio liquido,
um grupo submetido
a enxerto de 0sso
aut6logo e a um
grupo ndo submetido
a qualquer tipo de
enxerto (controlo

negativo).

Avaliacdo
histologica
descritiva.
Analise
morfométrica.
Analise

imunohistoquimica.

Introdugdo

Resultados

Neovascularizagao e
osteointegracgdo da
dentina.
REYNEN
inflamatorias e
angiogénicas
semelhantes entre os

trés grupos.

A aceleragdo do
processo de
regenerago Ossea,
apos a utilizagdo da
dentina tratada com
nitrogénio liquido, ¢
semelhante a
verificada apos a
utilizagdo de um
enxerto de 0sso
autologo.

A dentina possuiu
propriedades
osteocondutoras e
osteoindutoras.
Aceleragdo da
cicatrizagdo 0ssea,
porque a dentina
estimula a deposi¢ao
de novo osso bem
como fenomenos de
neovascularizagao.
Aumento da
expressao do VEGF,
apos a regeneragio

ossea com dentina.
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de dentina autogena

Data da
Autor
Publicacdo
de Oliveira
2013

et al.

Qin et al.

histologicamente

dentina autdgena

Espécie
o Produto Métodos
Objetivos e ) )
Final de Avaliagao
Amostra
Avaliar
histologicamente
e imuno-
histoquimicamen Avaliagdo
te a localizacao Dentina histologica
temporal da desmineralizad descritiva.
BMP-2 e da a humana sob a Analise
Ratos .
BMP-4 em N forma de morfométrica.
osteoblastos de fragmentos Analise
alvéolos (“DDM” imunohistoquimica.
dentarios de ratos slices) Analise
preenchidos com histoquantitativa.

matriz dentinaria
desmineralizada

humana

Avaliar

clinicamente,

radiograficament

e : Avalia¢do clinica
Dentina

Avaliagao
Coelhos

N=6

mineralizada
a utilizacdo da radiografica
autdgena sob a

Avaliacao
forma de bloco

na regeneragao histologica descritiva

de defeitos
0sseos criados

em coelhos.
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Resultados

Aumento do nimero
de osteoblastos com
expressao positiva da
BMP-2 ¢ da BMP-4,
10 dias apds a
aplicacdo da dentina
no alvéolo.

A dentina
desmineralizada
humana promove a
diferenciagdo de
células
osteoblasticas.
Formagao ativa de
Nnovo 0sso.

A dentina é
incorporada no novo
08S0.

Seis meses apos a
cirurgia de
regeneragdo 0ssea, o
enxerto foi

totalmente coberto
POr NOVO 0SSO.
Contacto direto entre
a dentina ¢ o novo
0sso (anquilose).
Vascularizagdao em
torno da dentina
remanescente.
Atividade
osteoblastica.
Remodelagdo 6ssea
ativa.
Reabsor¢ado gradual
do enxerto e

substitui¢do por novo

0SS0.



Data da

Publicagdo

2015

Autor Objetivos

Avaliar a
biocompatibilidade
e aceleragdo da
cicatrizagao e
maturagdo dssea
apos a utilizacdo da

Saeed et al
dentina
mineralizada
humana em
defeitos dsseos

criados em

coelhoes.

Avaliar a
influéncia do
tamanho das

particulas e do grau
de mineralizac¢do
da matriz
Koga et al
dentinaria humana
apods a sua

utilizacdo na

regeneragao 6ssea

de defeitos criados

em ratos.

Espécie
e

Amostra

Coelhos
N=20

Produto

Final

Dentina
mineralizada
humana sob a

forma de

particulado

Dentina
humana
mineralizada
(UDD),
parcialmente
desmineralizad
a (PDDM) e
totalmente
desmineralizad
a (CDDM) sob
a forma de

particulado.
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Métodos

de Avaliagdo

Avaliacao
histologica

descritiva

Avaliacao
radiografica:
micro-CT.

Avaliacao

histomorfométrica.

Avalia¢do imuno-
histoquimica.
Microscopia

Eléctronica.

Introdugdo

Resultados

Boa
biocompatibilidade,
propriedades
osteoindutoras: a
dentina mineralizada
induz o crescimento
de células 6sseas em
torno das suas
particulas.
Forma-se novo 0sso
em contacto direto
com a dentina.

A dentina
mineralizada possui
maior resisténcia e
reduz a possibilidade
de fratura do osso
regenerado.
Reabsorgéo gradual
por substituigao.
Maior reabsor¢ao na
CDDM.

A dentina, nos trés
graus de
mineralizagao,
induziu a formacao
de novo o0sso.
Maior quantidade de
Nnovo 0sso apos a
utilizagdo da PDDM,
(1000um).

Osteoblastos
aderidos a matriz
dentinaria
desmineralizada.
Auséncia de adesdo
dos osteoblastos a

UDD.
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Objetivos

II. OBJETIVOS
O presente estudo piloto prospetivo tem como objetivos avaliar clinica, radiografica e
histologicamente a utilizagdo de um particulado de dentina autdégena mineralizada em 15

casos de regeneracao dssea e posterior colocagdo de implantes orais.

1. Hipoteses de Estudo

Hipdtese Nula: Apds a utilizacdo de um particulado de dentina autégena ha formagao

de osso denso que permite a colocacao de implantes orais.

Hipdtese Alternativa: Apds a utilizagdo de um particulado de dentina autégena ndo ha

formagao de osso denso que permite a colocagdo de implantes orais.
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Materiais e Métodos

II. MATERIAIS E METODOS

1. Critérios de Inclusio

e Pacientes de qualquer sexo e raga com mais de 18 (dezoito) anos de idade.

e Pacientes que tenham ja tomado a decisdo de se submeter a cirurgia de
regeneracdo 0ssea com o objetivo de permitir a colocacdo de implantes dentarios
e que tenham simultaneamente a indicacdo de uma extra¢ao dentaria.

e Os motivos da extracdo dos dentes autélogos incluem os motivos periodontais,
ortoddnticos, terceiros molares e dentes total ou parcialmente impactados (serdo

excluidos dentes endodonciados).

e Os pacientes devem ser fisicamente capazes de tolerar procedimentos cirurgicos
e restauradores convencionais.
e Os pacientes devem concordar em comparecer as consultas de controlo das

variaveis analisadas.

2. Critérios de Exclusio

e Os pacientes com infe¢do ativa ou inflamagao severa nas areas onde se planeia a
colocagao dos implantes.

¢ Fumadores de mais de 20 cigarros por dia.

e Pacientes com Diabetes mellitus nao controlada ou periodontite ndo tratada.

e Pacientes que tenham sido alvo de terapia de irradiagdo na cabeca nos 12 meses
prévios ao inicio do estudo.

e Pacientes gravidas.

e Pacientes com habitos parafuncionais severos como por exemplo bruxismo.

e Pacientes em tratamento com bifosfonatos.

Este estudo foi conduzido de acordo com as diretivas da Boa Pratica Clinica e da
Declaracao de Helsinquia.

Foi obtida a aprovagdo da Comissio de Etica da instituicio (ISCSEM) para a
realizagdo do estudo na Clinica Dentéaria Egas Moniz e na Clinica Dentéria Dr. Alexandre
Santos (Anexo 1 e 2). Foi entregue a todos os pacientes um consentimento informado

escrito que foi assinado pelo paciente antes do inicio do estudo (Anexo 3).
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3. Cronograma do Estudo

Consulta 1: Dia 0 - Avaliagdo inicial pré-cirurgica

Numa primeira fase os pacientes foram observados para avaliagdo clinica e
radiografica. Posteriormente, recolheu-se toda a informacao da histéria médica clinica
relevante para o estudo. Foi assinado um consentimento informado pelo paciente de forma
a poder ser incluido no estudo. Realizaram-se radiografias iniciais, periapical e
ortopantomografia (Anexo 4), pré-cirurgicas. E por ultimo, ap6s a aplicagdo dos
respetivos critérios de inclusdo e exclusao, foi atribuido a cada paciente um codigo que

foi registado numa tabela propria do estudo (Formulario proprio A.).

Consulta 2: Dia 1 - Cirurgia de extragdo, preparag¢do do dente autologo e

regeneragdo ossea da loca cirurgica

A cirurgia de extracdo (Anexos 5 e 6) foi efetuada com recurso a anestesia local
articaina a 4% com adrenalina numa proporg¢ao de 1:100000.

Ap0s a extragdo o dente € preparado, de acordo com o protocolo descrito no ponto 4.

Posteriormente, foi efetuada a regeneragdo 6ssea da loca cirurgica através da utilizagdo

do particulado de dentina autdégena mineralizada obtido (Anexo 7).

Material necessario nesta consulta:

e Brocas esféricas de carbide de tungsténio
e Cureta cirurgica
e Smart Dentin Grinder® (Kometabio, USA) (Anexo 8)
e Solucdo basica alcoolica composta por 0,5M de NaOH e 30% de alcool (v/v)
(CLEANSER)
e Solucao salina tampao fosfatada estéril (PBS)
e Dentes autologos
e (Capsulas de trituracdo esterilizadas
e Pipetas
e Godé¢s esterilizados
Apds a colocacdo do material de enxerto de dentina autégena foi colocada uma

membrana de colagénio reabsorvivel (Bio-Guide®, Geistlich) (Anexo 9).
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Devido a dificuldade de encerramento primario do defeito e para nao existir muita
tensdo no retalho aquando da sutura ¢ efetuada a recolha de um enxerto gengival livre do
palato de forma a promover um bom selamento da zona.

Todos os pacientes que solicitaram uma solugdo prostodontica proviséria, para o
espago edéntulo, realizaram proteses fixas adesivas nos dentes adjacentes (Anexos 10 e
11) confecionadas de forma a permitir a auséncia total de compressao da zona regenerada.

Nesse sentido, a colocagdo de proteses removiveis foi totalmente desaconselhada.

Consulta 3: Dia 2 - Realizag¢do de CBCT na localizag¢do previamente regenerada (6

meses apos o dia da cirurgia de regeneragdao — Consulta 2) (Anexos 12, 13 e 14)

O estudo das tomografias foi feito com base na escala de Unidades de Hounsfield e

(Tabela 7) preencheu-se o formulario proprio B.

Escala das Unidades de Hounsfield

Osso D2 750-1250
Osso D4 <375

Tabela 7 — Escala das unidades de Hounsfield (Adaptado de Gulsahi, 2011)

Consulta 4: Dia 3 - Cirurgia de colocagdo do(s) implante(s) e recolha do fragmento

osseo.

Em todos os pacientes do estudo foi realizado o procedimento cirurgico de colocagao
do(s) implante(s) (Anexo 15). Antes da colocagdo do implante no leito dsseo foi recolhido
um fragmento 6sseo para andlise histoldgica através da utilizagdo de uma broca trefina
(#1749-023, Schwert, Germany) de 2,3mm de didmetro interno, 2,35mm de diametro
externo e 7mm de comprimento (Anexos 16, 17, 18 ¢ 19).

Todas as cirurgias foram executadas por um maximo de dois cirurgides, sem
conhecimento do procedimento prévio efetuado nesses pacientes nem do tipo de material

de regeneragdo dssea utilizado.
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Aquando da cirurgia de colocacao do implante foi registado, no formulario préprio C,
o tipo de osso encontrado, bem como a adaptagdo osso-implante (estabilidade primaria
obtida).

Apoés a obtengdo do fragmento 6sseo com a broca trefina (#1749-023, Schwert,
Germany), o mesmo foi colocado num recipiente esterilizado com uma solug¢ao neutra

tamponada de formol a 10%, para posterior avaliagdo histologica.

4. Protocolo Experimental

A. Preparar o dente imediatamente apds a sua extracdo

1. Remover com cureta ciriirgica todos os remanescentes de ligamento periodontal
e de gengiva aderida.

2. Remover com broca esférica de carbide de tungsténio a alta rotagdo, todas as
restauracoes, coroas, lesdes de carie, tartaro e zonas de dentina descolorada
(Anexos 20 e 21).

3. Secar o dente com a seringa de ar.

B. Preparar o equipamento Smart Dentin Grinder® (Kometabio, USA)

1. Colocar a camara de trituragdo esterilizada mono-uso no equipamento Smart
Dentin Grinder®.

2. Alinhar a seta da camara de trituracdo com a seta do centro do equipamento.

3. Girar a camara de trituracdo para a direita, de forma a trava-la na posigao.

4. Ligar o equipamento.

C. Trituracio do dente

1. Colocar o dente na camara de trituragdo, junto as laminas (Anexos 22 ¢ 23).
2. Fechar a tampa da camara e rodé-la no sentido anti-horario de forma a trava-la na

posi¢ao.

D. Configurar o tempo de trituracdo do dente e de selecdo das particulas

1. Pressionar o botao de trituracao do particulado “GRIND ”.
2. Pressionar o botdo “UP” até definir o tempo de trituracdo do particulado para 3
segundos.

3. Pressionar o botdo de separagdo do particulado “SORT”.
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4. Pressionar o botao “UP” até definir o tempo de separagao do particulado para 20

segundos.

E. Iniciar o ciclo de trituracdo do dente e selecdo das particulas

1.

Pressionar o botdo iniciar “START".

2. Se ficarem particulas de grandes dimensdes na camara de trituragdo, pressionar

novamente o botdo “START” para submeter o particulado a mais um ciclo de
trituragdo de 3 segundos e de separagdo de 20 segundos, até ja ndo existirem

particulas na camara de trituragao.

F. Recolher o particulado de dentina autdgena

1.

Abrir, puxando para fora o compartimento superior, onde ficam depositadas as
particulas resultantes do processo, que apresentam entre 300 e 1200 pm (Anexos
24,25 e 26).

Recolher o particulado.

G. Protocolo de desinfecdo do particulado

1.
2.

Colocar o particulado num godé esterilizado (Anexo 27).

Colocar a solugdo bésica alcodlica “CLEANSER” sobre o particulado para o
desengordurar e dissolver todos os detritos organicos, bactérias e toxinas.

Fechar a tampa do recipiente, rodando-a no sentido horario.

Deixar a solugdo basica alcodlica “CLEANSER " atuar sobre o particulado durante
7 minutos, deixando o recipiente a temperatura ambiente.

Absorver a solucdo basica alcodlica “CLEANSER” com uma pipeta esterilizada.
Colocar a solugdo salina tampao fosfatada estéril “PBS” sobre o particulado até
encher metade do recipiente (Anexo 28). De seguida, agitar o recipiente
gentilmente e deixar atuar a solugdo salina tampao fosfata estéril “PBS” durante
2-3 minutos.

Remover a solugdo salina com uma gaze esterilizada.

O particulado esta pronto a ser utilizado (Anexo 29).
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5. Protocolo Laboratorial de Processamento Histologico

Fixacdo da amostra

1.

Imediatamente ap6s a recolha do fragmento 6sseo com a broca trefina (#1749-023,
Schwert, Germany) e de modo a prevenir fendémenos de autdlise, putrefagao e
necrose, as amostras foram colocadas num recipiente contendo uma solucao neutra
tamponada de formol a 10%, numa propor¢do minima de 1:10 (o volume da

solucao deve ser no minimo 10 vezes superior ao volume da amostra).

2. As amostras sdo retiradas dos respetivos recipientes apds 24 horas.

Descalcificacdo

1.

Cada uma das amostras ¢ colocada num recipiente contendo o descalcificante
(“DC3 QPATH”), numa propor¢ao de 1:20, (o volume da solucdo deve ser 20
vezes superior ao volume da amostra).

Sao realizadas quatro radiovisiografias (RVGs) ao fim de 15, 20, 25 e 30 minutos
de descalcificagdo, com o objetivo de monitorizar o processo e determinar o seu
fim. A diminui¢do do calcio da amostra ¢ acompanhada por uma redugdo da sua
radiopacidade (Figura 1). Por outro lado, 30 minutos corresponde ao tempo médio
de descalcificagcdo das bidpsias dsseas, analisadas no Hospital de Santa Maria, em
Lisboa. Por esse motivo, foram realizadas radiovisiografias proximas dos 30
minutos de descalcificagdo, aos 15, 20 e 25 minutos, respetivamente. Apesar de se
ter verificado a presenca de uma ligeira radiopacidade central aos 30 minutos
(Figura 1-D), este tempo nao foi ultrapassado de forma a evitar uma sobre-
descalcificagao da amostra.

Apo6s a descalcificacdo, as amostras sdo lavadas em dgua corrente durante 30

minutos.
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Figura 1 — Método radiografico de monitorizagdo do processo de descalcificacdo; A: RVG apds 15 minutos

de descalcificagdo; B: RVG apods 20 minutos de descalcificagdo; C: RVG apods 25 minutos de
descalcificagdo; D: RVG apds 30 minutos de descalcificagdo; Nesta figura ¢ visivel uma diminuigdo da
radiopacidade do fragmento dsseo, como consequéncia da diminuicdo da quantidade de célcio presente na

amostra.

Desidratacdo, Diafanizacdo e Impregnacdo em Parafina

As amostras sdo colocadas num processador histolégico automatico (Anexo 30):

1.1. Numa primeira fase sdo imersas novamente em formol a 10% durante 1 hora.

1.2. Posteriormente sdo imersas em recipientes com etanol a gradientes crescentes,
70%, 95% e 100%, respetivamente. O processador utilizado ¢ composto por um
recipiente de formol a 10%, dois de etanol a 70%, dois de etanol a 95% e trés de
etanol a 100%. Os fragmentos 6sseos recolhidos permanecem 1 hora em cada um
destes recipientes, perfazendo um total de 8 horas para o processo de
desidratacgdo.

1.3. De seguida, sdo imersas em dois recipientes com xilol, permanecendo 1 hora em
cada, perfazendo um total de 2 horas para o processo de diafanizagao.

1.4. Por fim, sdo imersas em recipientes com parafina, permanecendo 2 horas no
primeiro recipiente, € pelo menos 2 horas no segundo recipiente, podendo ser
retirada ap0s este periodo, perfazendo um total de pelo menos 4h para o processo

de infiltragdo e impregnagao em parafina.
Inclusdo

1. As amostras sdo incluidas em moldes adequados a sua dimensao, preenchidos com

parafina liquida a 65°C que se solidifica no congelador a 4°C ao longo de 15 minutos

(Anexo 31).
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2. Desenformam-se as amostras (Anexos 32 e 33).

Microtomia

3. Posteriormente, sao efetuados cortes nos blocos com 3,5um de espessura através da
utilizagdo de um micrétomo de “Minot” (Anexo 34).

4. Apds a seccdo das amostras, estas sdo colocadas em laminas de vidro carregadas
electrostaticamente com cargas positivas.

5. As laminas sdo colocadas na estufa a 70° durante 24h para adesao.

Coloracido das Amostras

1.

As amostras sdo coradas através da utilizagdo do protocolo “standard” para
hematoxilina-eosina (Anexo 35). Este consiste numa desparafinizacdo em xilol
durante 10 minutos, seguida de uma hidratagdo em alcoois decrescentes até a dgua
destilada, corando-se os nucleos com hematoxilina ao longo de 12 minutos,
diferenciando-se em dalcool cloridrico a 0,5%, azulando em 4gua corrente,
contrastando-se com eosina e desidratando-se as laminas até ao xilol. Estas ultimas
sdo montadas em resina sintética “entellan® (107960, Merck Milipore, USA &

Canada) e cobertas com lamelas de vidro.
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IV.  RESULTADOS

1. Caracterizacao da Amostra

Género do Paciente

A amostra do presente estudo piloto foi constituida por dez individuos, trés do sexo

masculino (30%, n=3) e sete do sexo feminino (70%, n=7) (Figura 2).

Caracterizacao da Amostra Quanto ao Género

= Género Feminino = Género Masculino

Figura 2 — Grafico: caracterizacdo da amostra quanto ao género.

Idade do Paciente

O presente estudo piloto foi realizado em dez individuos com idades compreendidas
entre os 32 e os 80 anos de idade. A média das idades ¢ 47,5 e o desvio padrao 15,5
(Figura 3).

Caracterizacdo da Amostra Quanto a Idade
4,5
3,5
2,5
1,5

0,5

30-40 anos 40-50 anos 60-80 anos

m30-40 anos M40-50 anos M60-80 anos

Figura 3 — Grafico: caracterizagdo da amostra quanto a idade.
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Posicdo na Arcada do Dente Extraido

Foram utilizados 10 dentes, provenientes de 10 pacientes diferentes. Os dentes
extraidos foram, em maioria, incisivos centrais e laterais superiores (80%, n=8), enquanto
os restantes incluiram um terceiro molar (10%, n=1) e um incisivo central inferior (10%,

n=1) (Figura 4).

Caracterizacdao da Amostra Quanto a Posi¢cdo na
Arcada do Dente Extraido

= [ncisivos Centrais e Laterais Superiores = Incisivo Central Inferior = Terceiro Molar Superior

Figura 4 — Grafico: caracterizacdo da amostra quanto a posi¢do na arcada do dente extraido.

Motivo da Extracao

Os dentes utilizados foram extraidos, em grande maioria, por motivos periodontais

(90%, n=9), sendo os restantes terceiros molares sem oclusao (10%, n=1) (Figura 5).

Caracterizacdo da Amostra Quanto ao Motivo da
Exodontia

= Motivos Periodontais m Terceiro Molar s/Oclusao

Figura 5 — Grafico: caracterizagdo da amostra quanto ao motivo da extragdo.
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Posicdo na Arcada do Defeito Osseo

No presente estudo piloto, foram regenerados 10 defeitos o6sseos, localizados
maioritariamente na regido anterior da maxila (80%, n=8), enquanto os restantes se
localizavam na regido anterior da mandibula (10%, n=1) e posterior da maxila (10%, n=1)

(Figura 6).

Caracterizacdao da Amostra Quanto a Posi¢cdo na
Arcada do Defeito Osseo

= Regido Anterior da Maxila = Regido Posterior da Maxila = Regido Anterior da Mandibula

Figura 6 — Gréafico: caracterizagdo da amostra quanto a posi¢ao na arcada do defeito 6sseo.

2. Avaliacao Clinica

Nao se verificaram complicagdes pds-operatorias e a cicatrizagao foi favoravel (Anexo
36). Aquando da colocacdo dos implantes orais verificou-se a existéncia de uma boa
adaptacdo osso-implante e, consequentemente, de uma boa estabilidade primaria

implantar.

3. Avaliacido Radiografica

Seis meses apos a cirurgia de regeneracao Ossea, todos os pacientes realizaram uma
tomografia computadorizada de feixe conico (CBCT). De acordo com Razi, Niknami &
Ghazani (2014) existe uma forte correlacdo entre a escala de cinzentos da CBCT (valor
“voxel”) e as unidades de Hounsfield. Desta forma, a avaliagdo radiografica das
tomografias revelou uma maior concentragao de osso do tipo D2 (750-1250 unidades de
“Hounsfield”) seguida de osso do tipo D3 (375-750 unidades de “Hounsfield”), ambos
com uma densidade significativamente maior, em comparacdo com o osso do D4,

caracteristico da regido posterior da maxila (Anexos 12, 13 e 14).
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4. Avaliacao Histologica

A avaliag@o histoldgica das amostras do presente estudo piloto, seis meses apds a
cirurgia de regeneracdo dssea, baseou-se na analise descritiva dos tecidos observados
através de microscopia otica.

As observacoes efetuadas sugeriram que as amostras recolhidas, com recurso a brocas
trefina, incluiram osso alveolar pré-existente, particulado de dentina autdgena
remanescente e tecidos recém-formados.

Em todas as amostras foi possivel observar um tecido compativel com 0sso esponjoso,
constituido por trabéculas dsseas compostas por osso lamelar e separadas por regides de
medula 6ssea. O osso lamelar inclui osteons ou sistemas de Havers (Figura 7A — A),
formados por 20 a 30 lamelas concéntricas de fibras colagénicas, a rodear um canal
central, constituido por vasos sanguineos e fibras nervosas, o canal de Havers (Figura 7A
—B). As regides, entre trabéculas 6sseas, compostas por tecido adiposo unilocular (Figura

7A — D) e estruturas vasculares (Figura 7A — F1), sdo compativeis com medula dssea.

e ¢

Figura 7A — Fotomicrografia: arquitetura do osso alveolar pré-existente. A — Osteon; B — Canal de Haver;
C — Matriz mineralizada com ostedcitos aprisionados em lacunas; D — Tecido adiposo unilocular; E —
Tecido conjuntivo; E1 — Tecido conjuntivo com fibroblastos ramificados ativos e osteoblastos; F1 — Vasos

sanguineos; F2 — Eritrocitos; F3 - Macrofago (H&E 100x).
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Observou-se uma matriz extracelular 6ssea, constituida por uma elevada quantidade
de ostedcitos, aprisionados em lacunas e, por isso, aparentemente mineralizada (Figura
7A - C).

A morfologia arredondada destas células dsseas sugere, mais uma vez, de que se trata
de osso esponjoso ou trabecular (Florencio-Silva et al, 2015)

Por outro lado, foi possivel observar, em 40% das amostras, a presenga de
remanescentes do particulado de dentina autdgena utilizado no presente estudo piloto. De
facto, foi observado um tecido, compativel com dentina, composto por tibulos com uma
morfologia em cone invertido (Figura 9 — B).

Adicionalmente, observou-se, em 30% das amostras, uma linha de fronteira, entre duas
matrizes (Figura 9 — A e Figura (7C — A), uma matriz tubular compativel com a dentina
(Figura 9 — B) e uma matriz atubular (Figura 9 — C), com ostedcitos jovens aprisionados
em lacunas, compativel com ostedide. Esta linha de fronteira que evidencia um contacto
direto entre a dentina e o tecido tipo-ostedide € sugestiva de uma anquilose ou integragao
tipo-fusdo. Por outro lado, a presenga de um tecido de estrutura variavel entre uma matriz
tubular e uma matriz atubular, ¢ compativel com um tecido do tipo osteodentina (Figura
7B —A).

A observacdo de um numero, aparentemente, inferior de ostedcitos neste tecido,
comparativamente ao 0sso esponjoso pré-existente no alvéolo dentario, é sugestivo de
uma matriz ndo mineralizada (ostedide). Para além disso, foi possivel observar células
osteoblasticas, com origem aparente no tecido conjuntivo, a depositar uma matriz tipo-
osteoide (Figura 9 — E e F).

Por outro lado, a avaliacdo histologica permitiu observar tecido conjuntivo
vascularizado, constituido por fibroblastos ramificados ativos e osteoblastos, a rodear o
tecido tipo- osteodentina e os fragmentos isolados de dentina, formando pontes
anastomoticas entre estes tecidos, e entre estes € 0 0sso alveolar pré-existente (Figura 7B

— B e Figura 7C — B).
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Figura 7B — Fotomicrografia: tecido compativel com osteodentina. A — Tecido com estrutura variavel entre
uma matriz tubular e uma matriz atubular, compativel com osteodentina; B — Tecido conjuntivo, rico em

fibroblastos e osteoblastos; C — Tecido compativel com dentina (H&E 100x).

Figura 7C — Fotomicrografia: unido entre duas estruturas no tecido tipo-osteodentina. Nesta imagem €
visivel a linha de fronteira (A) entre as duas matrizes, bem como a presenga de tecido conjuntivo, composto
por fibroblastos ramificados ativos, a rodear a dentina e a uni-la ao osso alveolar pré-existente (B) (H&E

400x).
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Figura 8 — Fotomicrografia: deposi¢do da matriz tipo-ostedide. E visivel a presenga de uma linha de
fronteira (A) entre uma matriz constituida por tiibulos em cone invertido (B) compativel com dentina e uma
matriz atubular (C), com osteocitos jovens aprisionados em lacunas (D). Para além disso, observam-se
osteoblastos (E) a depositar a matriz ostedide (F). Os osteoblastos tém origem aparente no tecido conjuntivo

vascularizado (G) rico em fibroblastos (H) (H&E 400x).

No presente estudo piloto, para além da identificagdo de pontes de tecido conjuntivo
(Figura 9A — A e Figura 9B), a unir diferentes fragmentos de dentina (Figura 9A — B1-
B5), foi possivel observar uma regido composta, aparentemente, por tecido tipo-osteoide,
em inicio de formagao (Figura 9A — C). Este tecido localizava-se entre zonas, constituidas
por tecido conjuntivo vascularizado, rico em fibroblastos e osteoblastos, que se
encontravam unidas a dentina (Figura 9A — A1).

A avaliagdo histoldgica das amostras sugere a existéncia de uma intensa atividade
osteoblastica e de uma neovascularizagao.

Por outro lado, ndo se verificaram sinais de necrose 6ssea, nomeadamente presenca de
um infiltrado inflamatério nos espagos medulares com atividade osteoblastica e
osteoclastica, trabéculas 6sseas com contornos irregulares ou presenga de lacunas sem

ostedcitos (Kassolis, Scheper, Jham & Reynolds, 2010).
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Figura 9A — Fotomicrografia: pontes de tecido conjuntivo entre fragmentos de dentina. E visivel na
imagem a presenga de pontes de tecido conjuntivo (A), rico em fibroblastos e osteoblastos, a unir os

fragmentos de dentina (B1-B5) e a aparente formagdo de uma matriz do tipo-ostedide (C) (H&E 400x).

Figura 9B — Fotomicrografia: fragmentos de dentina, em corte obliquo e transversal, unidos por tecido

conjuntivo (H&E 400x).
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5. Analise Estatistica Descritiva

Biomaterial Remanescente

A presenca de biomaterial remanescente foi verificada, em metade das amostras (50%,
n=5), através de microscopia Otica que permitiu a observagao de um tecido compativel

com dentina, constituido por tibulos dentindrios (Figura 10).

A analise histoldgica da amostra evidenciou
a presenca de dentina remanescente?

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Sim

mSim ENio
Figura 10 — Gréfico: observagdo histologica de dentina remanescente.

Matriz Tipo-Ostedide

Através de microscopia Otica foi observada, em metade das amostras (50%, n=5), uma

matriz tipo-ostedide com ostedcitos jovens (Figura 11).

A analise histologica da amostra evidenciou
a presenca de uma matriz tipo-ostedide?
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Figura 11 — Grafico: observacao histologica de matriz tipo-ostedide
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Fibroblastos em Diferenciacao

Foi observada a presenga de fibroblastos do tecido conjuntivo a diferenciarem-se em

osteoblastos, em metade das amostras (50%, n=5) (Figura 12).

A anélise histologica da amostra permitiu
identificar fibroblastos a diferenciarem-se
em osteoblastos?
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Figura 12 — Grafico: observacéo histologica de fibroblastos a diferenciarem-se em osteoblastos
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V. DISCUSSAO

1. Relevancia do Estudo

A extracdo ¢ um dos procedimentos clinicos mais frequentemente realizados em
Medicina Dentaria (Tan et al., 2012; Binderman et al., 2014).

Os dentes extraidos sdo considerados “lixo médico” regulamentado e, por isso, sdo, na
maioria das vezes, descartados (Binderman et al., 2014).

Atualmente, a reabilitacdo oral do edentulismo total e parcial com implantes orais
constitui um tratamento de elevada previsibilidade e de sucesso comprovado. De facto, a
taxa de sobrevivéncia implantar, em proteses fixas parciais, € de 95% aos 5 anos e
superior a 89% aos 10 anos. Estes nimeros justificam a escolha cada vez mais frequente
da reabilitagcdo prostodontica implanto-suportada para o tratamento do edentulismo (Lang
et al.,2012; Milinkovic & Cordaro, 2014).

No entanto, como consequéncia de uma extragado, os tecidos sofrem alteragdes na sua
estrutura e composi¢do que podem comprometer o sucesso da terapia implantar (Tan et
al., 2012; Atieh et al., 2015; Aratjo et al., 2015).

As alteragdes Osseas verificadas apds a cirurgia sdo significativas, podendo culminar
numa reducdo da largura vestibulo-lingual do osso alveolar, na ordem dos 50% (Tan et
al., 2012; Atieh et al., 2015).

Desta forma, a preservagao das dimensdes Osseas alveolares originais € essencial para
a colocagdo de implantes orais numa posi¢ao prosteticamente ideal (Atieh et al., 2015;
Pang et al., 2016).

A regeneracao 0ssea tornou possivel a colocacdo de implantes orais em localizagdes
onde a presenga de dimensdes dsseas inadequadas ndo o permitiriam ou onde ndo era
possivel a obten¢ao de uma boa estabilidade primaria implantar. Atualmente, a utilizacao
de enxertos em regeneracao Ossea constitui uma técnica de elevada previsibilidade e
fiabilidade. Por outro lado, a taxa de sobrevivéncia de implantes colocados em 0sso
alveolar regenerado ¢ de 93,2%, e, por isso, muito semelhante a verificada em osso
alveolar ndo regenerado, que ¢ de 95% (Milinkovic & Cordaro, 2014; Pang et al., 2016).

Existem inumeros materiais de enxerto, no entanto o potencial osteogénico do
autoenxerto ou enxerto de osso autdlogo faz com que este continue a ser considerado o
“gold standard” em regeneracdo 0ssea. No entanto, as desvantagens da sua utilizagao,
relacionadas principalmente com a morbilidade pds-cirtrgica, com a disponibilidade

limitada de osso aut6logo e com a reabsor¢do pos-enxerto, motivaram a preferéncia pela
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utilizacao de xenoenxertos, por parte da maioria dos clinicos (Yip et al., 2014; Koga et
al., 2016; Pang et al., 2016)

Os xenoenxertos mais utilizados na pratica clinica atual, em alternativa aos enxertos
de osso autologo, possuem uma origem bovina (Yeoungsug Kim et al., 2016; Pang et al.,
2016).

A sua utilizagdo estd associada ao risco de transmissdo de doencas pridnicas para o
paciente, que raramente € mencionado na literatura. Este risco ndo deve, no entanto, ser
desprezado na medida em que foram detetadas proteinas colagénicas nos xenoenxertos
de origem bovina, o que sugere a possibilidade destes materiais de enxerto possuirem o
agente causal das doengas pridnicas (Kim et al., 2016).

Desta forma, as limitagdes inerentes a utilizagdo dos enxertos de osso autdlogo aliadas
ao risco de transmissdo de doengas por parte dos xenoenxertos de origem bovina,
justificam a necessidade de procura por uma alternativa fidvel, um biomaterial ideal (Kim
et al., 2013a; Kim et al., 2016; Pang et al., 2016).

Foi neste sentido, e dadas as suas caracteristicas bioquimicas, que os investigadores se
dedicaram ao estudo do potencial de utilizagdo da dentina autdogena em regeneragao Ossea

(Kim et al., 2013a; Tabatabaei et al., 2016).

1. Analise da Metodologia Empregue

Protocolo de Processamento Histologico

As amostras recolhidas, com recurso a brocas trefina (#1749-023, Schwert, Germany)
foram, posteriormente, submetidas a um processamento histoldgico e a uma criteriosa
analise microscopica.

O processamento histoloégico de qualquer tipo de amostra compreende, geralmente,
quatro fases sequenciais, a fixacdo, a desidratacdo, a clarificagdo ou diafanizacao e a
impregnagao (Suvarna, Layton & Bancroft, 2013).

Quando as amostras sdo constituidas por tecido 0sseo €, muitas vezes, necessaria a
realizacdo de um procedimento adicional, a descalcificacdo. Esta técnica pressupde uma
fixacdo prévia do tecido 6sseo e deve ser realizada antes da desidratacdo do mesmo. A
descalcificagdo ¢ essencial para que a impregnacdo dos tecidos em parafina ocorra de
forma eficaz (Suvarna et al., 2013).

Através da fixacdo dos tecidos € possivel, com uma distor¢ao celular minima,

estabiliza-los e endurecé-los. A utilizacdo de um agente fixador permite manter a
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integridade das caracteristicas morfologicas que os tecidos apresentam in vivo, na medida
em que minimiza a perda de componentes moleculares celulares e extracelulares, mantém
a estrutura macromolecular tecidular e protege os tecidos da a¢do de microrganismos.
Desta forma, a fixagdo dos fragmentos 6sseos recolhidos neste estudo piloto previne os
efeitos nocivos da descalcificacdo acida a qual foram posteriormente submetidos
(Suvarna et al., 2013).

Para fixar, utiliza-se, geralmente, uma solucao neutra e tamponada de formol a 10%,
que contém cerca de 4% por volume de formaldeido (Park et al., 2012; Suvarna et al.,
2013; Pang et al., 2016).

Todas as amostras foram fixadas com recurso a esta solucao durante 24horas.

Ap0s a fixacdo, os fragmentos 0sseos recolhidos foram submetidos a um processo de
descalcifica¢do, que permite que o cdlcio inorganico seja removido da matriz dssea
extracelular, do tecido cartilagineo e de outros tecidos circundantes ao osso (Suvarna et
al., 2013).

No presente estudo utilizou-se o “DC3 QPATH” que, de acordo com as instrugdes do
fabricante, ¢ um descalficador rapido, indicado para a descalcificagdo e fixacdo de
amostras com pequenas dimensdes. Um dos pressupostos para a sua utilizagdo € que as
amostras tenham sido submetidas previamente ao processo de fixacao. Tal pressuposto
foi assegurado neste estudo.

De acordo com o fabricante, o “DC3 QPATH” ¢ composto por solugdes surfactantes
ndo-idnicas, acido hidrocloridrico (HCL) e acido etilenodiaminotetraacético (EDTA).

O HCL ¢ um 4acido inorganico forte, geralmente utilizado em amostras de pequenas
dimensdes. Provoca uma descalcificagdo rdpida, e, por isso, ¢ muito utilizado em
situagdes nas quais se pretende realizar a andlise histologica com a maior brevidade
possivel (Suvarna et al., 2013).

Por outro lado, o EDTA ¢ um agente quelante, capaz de se ligar a ides metalicos como
o célcio e 0 magnésio. Ao estabelecer uma ligagdo com os ides de calcio que se encontram
na superficie externa dos cristais de apatite do osso, o EDTA provoca a descalcificagdo
destes cristais e, consequentemente, a diminui¢do progressiva do seu tamanho (Suvarna
etal., 2013).

O volume do agente descalficador utilizado em cada uma das amostras foi 20 vezes
superior ao volume da amostra, tal como preconizam os autores Suvarna et al (2013).

Existem varios métodos de determinacdo do fim do processo de descalcificagdo

(Suvarna et al., 2013).
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O “Bubble Test” ¢ um exemplo, no entanto foi utilizado neste estudo apenas com o
objetivo de acompanhar a progressdo do processo de descalcificagdo. A formagdo de
bolhas na superficie do fragmento dsseo representa a diminui¢do da sua quantidade de
calcio. Este fendmeno acontece porque os acidos presentes no agente descalcificador
reagem com o calcio carbonatado do osso, resultando na libertacao de didxido de carbono.
No entanto, quando utilizado com a finalidade de determinar o fim do processo de
descalcificagdo o “Bubble Test” é considerado subjetivo e pouco fiavel (Suvarna et al.,
2013).

O método mais sensivel para determinar a auséncia de calcio num fragmento 6sseo, ¢
portanto o fim do processo de descalcificagcdo, € o teste radiografico, o que justifica a
escolha deste método no presente estudo piloto (Suvarna et al., 2013).

Para o método radiografico utilizou-se o aparelho de raio-x Fona XDG® (Fona Dental,
Bratislava, Eslovaquia), o programa Sidexis XG (Sirona Dental, Salzburg, Austria) e o
sistema RVG HDR-500-600 (Handy, Xangai, China). Foram efetuadas quatro
radiovisiografias (RVGs), com valores de intensidade e tensdo de 0,56 mA e 70 kV, ao
fim de 15 minutos, 20 minutos, 25 minutos ¢ 30 minutos, apds o inicio do processo de
descalcificagao.

Posteriormente, as amostras foram lavadas em dgua corrente durante 30 minutos, com
o objetivo de remover e/ou neutralizar quimicamente os acidos provenientes do agente
descalcificador. Este procedimento ¢ indicado quando as amostras apresentam pequenas
dimensdes e quando o agente descalcificador utilizado possui EDTA na sua composigao.
De facto, os tecidos descalcificados com recurso a EDTA nao podem ser colocados
diretamente no alcool a 70%, a primeira solu¢do de desidratagdo, na medida que ha a
possibilidade de existir uma quantidade residual de EDTA, que ao reagir com o alcool
forma um precipitado capaz de comprometer a correta analise histologica dos tecidos.
Desta forma, a lavagem com agua corrente previne a presenca de EDTA residual (Suvarna
et al., 2013).

Apods a lavagem, as amostram foram introduzidas num processador histoldgico
automatico.

Este equipamento ¢ amplamente preconizado na literatura. Permite realizar os
procedimentos de desidratacdo e diafanizacdo com maior eficacia e qualidade (Suvarna
etal., 2013).

Numa primeira fase, as amostras foram imersas sequencialmente em solucdes aquosas

de etanol, com gradientes crescentes, 70%, 95% e 100%, respetivamente. O etanol garante
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uma desidratacao total dos tecidos, e € considerado o “gold standard” dos reagentes de
desidratagdo. Este processo tem como principais objetivos remover a dgua e o formol
(Suvarna et al., 2013).

Posteriormente, as amostras foram imersas em xilol, iniciando-se o processo de
clarificagdo ou diafanizagao. O xilol € miscivel no etanol e na parafina e, por isso, atua
como um agente intermedidrio entre a desidratacdo das amostras provocada pelo etanol e
a sua infiltragdo e impregnagao em parafina. A diafanizag¢do ¢ um processo que permite a
remocdo do etanol e que torna as amostras recetivas a infiltragdo e impregnacdo em
parafina (Suvarna et al., 2013).

Atualmente, a parafina constitui a solucdo de infiltragdo e impregnagao mais utilizada
no processamento histolégico. E solida a temperatura ambiente e o seu ponto de fusio
varia entre 47 ¢ 64°C (Suvarna et al., 2013).

No processador histologico automatico utilizado, existem um recipiente de formol,
dois recipientes de etanol a 75%, dois recipientes de etanol a 95%, trés recipientes de
etanol a 100%, dois recipientes de xilol e dois recipientes de parafina. As amostras
permanecem uma hora em cada um dos recipientes de formol, etanol e xilol e duas horas
nos recipientes que contém a parafina. Perfazendo um total de 14 horas para o
processamento histoldgico, excluindo as etapas de fixagao e descalcificagdo.

Apds o processamento histologico, as amostras sdo submetidas a um processo de
inclusdo em parafina, que uma vez sélida, € responsavel por conferir as amostras o suporte
necessario para que, numa fase posterior, estas possam ser seccionadas sem que a sua
estrutura tecidular sofra distor¢ao (Suvarna et al., 2013).

A secgao dos blocos foi feita com recurso a um micrétomo rotatério ou de Minot. Neste
equipamento a ldmina move-se em direcdo ao bloco por um mecanismo que pode ser
totalmente manual, semiautomatico ou totalmente automatico (Suvarna et al., 2013).

Os blocos foram seccionados com 3,5 um de espessura e posteriormente colocadas em
laminas carregadas electrostaticamente com cargas positivas.

De facto, a espessura de corte das amostras obtidas através de uma broca trefina deve
variar entre os 2-3um (Lee, Erber, Porwit, Tomonaga, & Peterson, 2008).

Todas as amostras foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E), a coloragao mais
frequentemente utilizada em histologia e aquela que ¢ indicada para amostras obtidas
através de uma broca trefina (Lee et al., 2008; Suvarna et al., 2013).

A hematoxilina-eosina tem a capacidade de corar inumeras estruturas tecidulares e a

sua técnica ¢ simples (Suvarna et al., 2013).
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O componente hematoxilina tem a capacidade de corar os nucleos das células de azul.
Por outro lado, o componente eosina cora os citoplasmas das células e as fibras da maioria
dos tecidos conjuntivos em tons de rosa, laranja e vermelho. Os diferentes tons que a
eosina confere as estruturas tecidulares, permitem uma correta distingdo entre citoplasmas
de células diferentes bem como entre as fibras e as matrizes extracelulares de tecidos

conjuntivos com origens distintas (Suvarna et al., 2013).

2. Interpretacdo da Avaliacdao Histologica

A avaliacao histologica dos fragmentos 6sseos recolhidos, no presente estudo piloto,
com recurso a brocas trefina (#1749-023, Schwert, Germany) de 2,3mm de didmetro
interno, 2,35mm de didmetro externo ¢ 7mmmm de comprimento, sugeriu que estes
incluiram osso alveolar pré-existente, particulado de dentina autégena remanescente e
tecidos recém-formados.

Estes resultados estdo em concordancia com os do estudo de Pang et al (2016), no qual
o método de recolha dos fragmentos 6sseos, a avaliar histologicamente, também consistiu
na utilizacdo de brocas trefina, com didmetros semelhantes (2,3mm de didmetro interno
e 3mm de didmetro externo), seis meses apos a cirurgia de regeneragdo dssea.

Por outro lado, a observacao de tecidos de estrutura tubular, compativeis com dentina,
em 40% das amostras, mostra a preseng¢a de remanescentes do particulado de dentina
utilizado.

Kim et al (2014a, 2014b) e Pang et al (2016) também observaram dentina, nas suas
avaliagdes histologicas, quatro e seis meses apOs a cirurgia de regeneragdo Ossea,
respetivamente. No entanto, ambos os estudos utilizaram, como biomaterial, um
particulado de dentina desmineralizada, o “AutoBT®”.

A semelhanga dos dois autores anteriormente descritos, Kim (2015) também utilizou
a dentina desmineralizada, mas em forma de bloco e de fragmentos, o “AutoFDT®”.

Pelo contrario, o presente estudo piloto utilizou, a semelhanca de Binderman et al
(2014), um particulado de dentina autdogena mineralizada, obtido através da utiliza¢do do
equipamento “Smart Dentin Grinder™”, e aplicado no mesmo tempo cirdrgico que a
extracdo. Neste sentido, os resultados que obtivemos foram muito semelhantes aos de
Binderman et al (2014). Relativamente a presenca de dentina remanescente, ela foi
verificada pelo mesmo autor, trés meses apos a cirurgia de regeneragdo ossea.

Contrariamente a Binderman et al (2014) e ao presente estudo piloto, Pang et al (2016),

aplicaram o “AutoBT®”, duas a quatro semanas apos a extragio.
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De acordo com o protocolo de utilizagdo do “AutoBT®”, apo6s a extra¢do o dente é
armazenado num recipiente contendo alcool a 75% e, posteriormente, colocado num
frigorifico até ser enviado para o Korea Tooth Bank (Seoul, Korea), onde é processado
(Pang et al., 2016). O periodo de espera, pelo processamento do “AutoBT®”, pode ir de
varias horas a varios dias. Consequentemente, ¢ necessaria a realizagdo de um
procedimento cirurgico adicional a cirurgia de extracdo (Binderman et al., 2014).

Em concordancia com o presente estudo piloto, o estudo de Pang et al (2016), também
evidencia que o particulado de dentina autégena ndo ¢ completamente reabsorvido, seis
meses apoOs a sua aplicacdo, o que pode ser explicado pela variabilidade de conteudo
mineral existente entre o esmalte, a dentina e o osso alveolar (Qin et al., 2014).

Os cristais de hidroxiapatite da dentina apresentam um grau de mineraliza¢gdo muito
semelhante ao da apatite do osso alveolar (Kim et al., 2013a).

No entanto, os cristais de hidroxiapatite do esmalte possuem um grau de mineraliza¢ao
superior ao dos cristais da dentina e do osso alveolar (Kim et al., 2013a).

Apesar de maioritariamente composto por dentina, o particulado testado no presente
estudo piloto, pode incluir na sua composi¢ao esmalte e cemento, uma vez que, de acordo
com o protocolo adotado, ambas as por¢gdes dentarias, corondria e radicular, podem ser
utilizadas.

Do mesmo modo, 0 “AutoBT-Enamel®” ou coronario apresenta, para além da dentina,
esmalte na sua constituigdo enquanto o “AutoBT-Dentin®” ou radicular é composto por
dentina e cemento (Kim et al., 2011; Park et al., 2012; Kim et al., 2013a).

O “AutoBT®” ¢é submetido a um processo de desmineralizagdo parcial (Kim et al.,
2014a).

Desta forma, o particulado utilizado no presente estudo piloto, mineralizado, e o
“AutoBT®”, parcialmente desmineralizado, podem incluir na sua composi¢io
componentes altamente mineralizados, provenientes do esmalte, que dificilmente sao
decompostos pelas células osteoclasticas, o que resulta numa reabsor¢do lenta do
biomaterial, e consequentemente em fracas propriedades osteocondutoras (Kim et al.,
2013a; Kim et al., 2014a;Qin et al., 2014).

Por outro lado, alguns autores afirmam que a presenca de conteido mineral,
nomeadamente cristais de hidroxiapatite, pode bloquear a libertacio de fatores de
crescimento, comprometendo, consequentemente, as propriedades osteoindutoras da

dentina (Kim et al., 2013a).
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No entanto, a semelhanca de Andersson et al (2010), Lee, Kim, Yi & Choi (2013),
Binderman et al (2014), Kim et al (2014a, 2014b), Qin et al (2014) e Pang et al (2016) a
avaliacdo histologica das amostras, do presente estudo piloto, revelou a existéncia de uma
linha de fronteira entre uma matriz de estrutura tubular compativel com dentina e uma
matriz atubular compativel com ostedide.

O contacto direto entre a dentina e o tecido do tipo-ostedide sugere, por um lado, uma
anquilose ou integragdo do tipo-fusdo ou interdigitacdo, e por outro, a existéncia de
propriedades osteocondutoras por parte do particulado de dentina autdgena utilizado
(Andersson et al., 2010; Qin et al., 2014; Kim, Kang, Kim, Kim & Lee, 2016; Pang et al.,
2016).

De acordo com Gomes et al (2002), Moharamzadeh et al (2008), Bormann et al (2012),
De Oliveira (2013) e Qin et al (2014), a observacao microscopica de um contacto direto
entre a dentina e o tecido tipo-ostedide evidencia, ainda, uma boa osteointegracdo do
material de enxerto.

Por outro lado, Kim (2015), refere que este tipo de integragdo entre a dentina e o tecido
do tipo-ostedide implica que os tibulos dentinarios constituem nichos para células que
participam nos mecanismos de osteogénese. Para além disso, Kim et al (2010) refere que
ap6s a utilizagdo da dentina como biomaterial em regeneragdo Ossea, os tubulos
dentinarios atuam na difusdo de nutrientes.

A nossa interpretacdo pretende ainda realcar que o tecido observado, na avaliagdo
histoldgica, apresenta caracteristicas compativeis com a osteodentina.

A osteodentina caracteriza-se por uma estrutura que varia entre uma matriz tubular,
fisiologicamente semelhante a matriz dentindria, € uma matriz atubular (Smith, 2003).

E observada durante o desenvolvimento dentério de algumas espécies de mamiferos,
particularmente roedores. Quando surge em humanos, consiste num tipo de dentina
terciaria ou reacionaria, cuja formacao foi identificada, por exemplo, apds a aplicagdo de
fatores de crescimento na protegdo pulpar direta (Smith, 2003; Goldberg et al., 2012).

Num estudo de Tziafas et al (1998), comprovou-se que o FGF e o IGF-II induziram a
formagdo de osteodentina a distdncia quando aplicados na polpa dentaria de caes
(Mazzoni et al., 2012). Os dois fatores de crescimento, anteriormente descritos, estao
presentes na matriz dentinaria (Smith et al., 2012; Mazzoni et al., 2012).

A avaliagdo histologica permitiu ainda observar tecido conjuntivo vascularizado,
constituido por fibroblastos ramificados ativos e osteoblastos, a rodear o tecido

compativel com osteodentina e os fragmentos isolados de dentina, formando pontes
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anastomoticas entre estes tecidos, e entre estes e 0 0sso alveolar pré-existente, o que esta
em concordancia com a avaliagdo histoldgica de Kim et al (2014a) e de Kim et al (2014b).

Por outro lado, foi possivel observar, células osteoblasticas, com origem aparente no
tecido conjuntivo, a depositar uma matriz tipo-osteodide, o que sugere que a dentina possui
propriedades osteoindutoras. Através dos seus fatores de crescimento a dentina parece
estimular o recrutamento de células mesenquimais do tecido conjuntivo, que se
diferenciam em osteoblastos e que uma vez maturados, depositam uma matriz ostedide
(Miron & Zhang, 2012; Liu & Kerns, 2014).

No presente estudo piloto, utilizou-se um particulado de dentina mineralizada. Ainda
assim, a observagao microscopica de uma intensa atividade osteoblastica estd em
concordancia com os resultados obtidos por De Oliveira et al (2013), que observaram a
formagao ativa de novo osso e a diferenciacao de células osteoblésticas, apds a utilizagao
de fragmentos de dentina desmineralizada humana em defeitos Osseos de ratos.
Contrariamente ao presente estudo piloto, Koga et al (2016), ndo observou células
osteoblasticas junto as particulas de dentina mineralizada humana, 8 semanas apds a sua
utilizagdo em defeitos dsseos de ratos.

Desta forma, sugerimos que a presenga de matéria mineral, nomeadamente cristais de
hidroxiapatite, pode ndo comprometer a libertacdo de fatores de crescimento, e
consequentemente, o processo de regeneragao Ossea, contrariamente ao que ¢ referido no
estudo de Kim et al (2013a). No entanto sdo necessarios mais estudos para o comprovar.

A observacao de fenomenos de neovascularizagdo, nas amostras do presente estudo
piloto, estd em concordancia com os estudos de Bormann et al (2012) e Reis-Filho et al
(2012).

De acordo com Kim et al (2014b), a presenc¢a de vasos sanguineos e de células ativas
no tecido conjuntivo sugere, ainda, que o processo de remodelagao tecidular esta ativo e
que a dentina possui propriedades osteocondutoras.

Na avalia¢@o histologica do presente estudo, ndo se verificou a presenca de sinais
inflamatorios ou de necrose Ossea, o que estd em concordancia com os estudos de
Andersson et al (2010), Kim et al (2014b), Kim (2015) e Pang et al (2016).

O presente estudo piloto apresenta como principais limitagdes o nimero relativamente
pequeno de pacientes e de amostras histologicas, bem como a utilizacdo de um método
exclusivamente qualitativo de avaliagdao histologica, a avaliacdo histologica descritiva

através de microscopia otica.
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Os estudos clinicos, sobre o tema do presente estudo, sdo, na sua maioria, estudos de
caso e séries de caso. De facto, o unico ensaio clinico randomizado e controlado
encontrado foi publicado por Pang et al (2016).

As multiplas diferengas entre os estudos clinicos publicados tornam dificil a
elaboragdo de uma revisao sistematica sobre o tema.

Por isso, € necessario que se desenvolvam mais ensaios clinicos randomizados e
controlados, para que se possa avaliar, com um elevado nivel de evidéncia cientifica, a
eficacia clinica da utilizacdo de um particulado de dentina autégena mineralizada

comparando-a com a de outros materiais de enxerto disponiveis no mercado.

3. Perspetivas Futuras

No futuro, 0s nossos principais objetivos consistem em aumentar o nimero da amostra;
realizar uma andalise histomorfométrica, seis meses apds a utilizagdo de um particulado
de dentina autdgena mineralizada na regeneracdo Ossea alveolar pos-extragdo, com o
objetivo de quantificar a percentagem de novo osso formado; comparar os resultados
clinicos, radiograficos, histologicos e histomorfométricos entre um grupo submetido a
utilizagdo da dentina autdgena mineralizada e um grupo submetido a utilizagao de osso
bovino inorganico (Bio-Oss®; Geistlich AG, Wollhusen, Switzerland), na regeneragio
Ossea de defeitos com as mesmas caracteristicas; e, por ultimo, quantificar a estabilidade
implantar obtida, previamente a tomada de impressdes, com recurso a um dispositivo de

radiofrequéncia (Osstell Mentor®, Integration Diagnostics, Gdteborg, Sweden).
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Conclusdo

VI. CONCLUSAO

A dentina ¢ um potencial biomaterial em regeneracdo Ossea. Apresenta inimeras
semelhancas com o osso alveolar, relativamente a estrutura e composi¢ao, e uma elevada
disponibilidade, uma vez que constitui 0 componente estrutural dentario mais volumoso.

As suas caracteristicas Unicas permitem a sua utilizagdo como um substituto 6sseo e
como uma fonte de fatores de crescimento.

A literatura descreve varios métodos de processamento da dentina. No presente estudo
piloto, o método de processamento utilizado permitiu, em apenas 15-20 minutos, a
obtencdo de um particulado de dentina autdégena mineralizada, pronto a utilizar em
regeneracao Ossea.

Ap0s a utilizagdo da dentina na regeneragdo Ossea alveolar pos-extragao, verificou-se
uma cicatrizacdo alveolar favoravel e a auséncia de complica¢des pos-operatorias.

A avaliagdo radiografica, realizada seis meses apds a cirurgia de regeneragdo Ossea,
evidenciou uma maior concentragdo de osso do tipo D2, seguida de osso do tipo D3. Por
este motivo, o presente estudo sugere a possibilidade de confirmagao da hipdtese nula, na
medida em que a utilizacdo da dentina parece levar a formagdo de osso do tipo D2
(elevada densidade) e D3 (densidade intermédia), que permitiu a colocagdo de implantes
orais com uma boa ancoragem, em todos 0s casos.

Por outro lado, a avaliagdo histologica permite-nos sugerir que o particulado de dentina
autégena mineralizada apresenta uma boa integragdo tecidular, propriedades
osteocondutoras e osteoindutoras. Para além disso, estabelece com o tecido ostedide
recém-formado um contacto direto, que evidencia uma relacdo de anquilose, fusdo ou
interdigitacdo, resultando numa estrutura tecidular compativel com osteodentina.

No entanto, ¢ necessario realizar mais estudos prospetivos clinicos e
histomorfométricos, com uma maior amostra, bem como ensaios clinicos randomizados
e controlados que permitam, por um lado, uma melhor compreensao sobre o potencial de
utiliza¢do da dentina na regeneracgdo Ossea e, por outro, a comparacao de resultados com

outros materiais de enxerto, disponiveis no mercado.
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Anexos

VIII. ANEXOS

Ex.ma Senhora

Bianca dos Reis Lobato

Monte de Caparica, 5 de janeiro de 2016.

Ex.ma Senhora,

Venho comunicar-lhe que o Pedido de Parecer que submeteu a apreciagdo da Comissao de
Etica da Egas Moniz, com o tema denominado “Estudo piloto prospetivo — série de casos de
avaliacdo da regeneracdo ossea da utilizagdo de um particulado de dentina autogéna’, foi

aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da/Comissao de Etica da Egas Moniz

Prof2. Doutora ’Fernanda de Mesquita

EGAS MONIZ — COOPERATIVA DE ENSINO SUPERIOR, CRL
Campus Universitério — Quinta da Granja — Monte de Caparica
2829-511 Caparica
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Ex.ma Senhora

Bianca dos Reis Lobato

Monte de Caparica, 27 de abril de 2016.

Ex.ma Senhora,

Venho comunicar-lhe que o Pedido de Parecer que submeteu a apreciacdo da Comissio de
Etica da Egas Moniz, sobre um novo local de recolha de dados para o estudo denominado
“Estudolpiloto prospetivo: série de casos de avaliagdo da regeneragdo 6ssea através da

utilizagéo de um particulado de dentina autégena’, aprovado por unanimidade.

Com os melhores cumprimentos,

A Presidente da Comisséo de Etica da Egas Moniz
)

Prof?. Doutora Mari nda de Mesquita

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

Exmo.(a) Sr.(a),

Mo é&mbito do Mestrado Integrado em Medicina Dentaria na Unidade Curricular de
Orientagdo Tutorial de Projeto Final do Instituto Superior de Ciéncias da Sadde Egas Moniz
sob a orientago do Mestre Alexandre Santos e do Professor Doutor Paulo Maia, solicita-se
autorizagdo para a paricipagdo no “Estudo piloto prospetive — série de casos de
avaliagao da regeneragdo ossea através da utilizagdo de um particulado de dentina
autogena” em pacientes adultos com o objetive de avaliar clinica, radiografica e
histologicamente a regeneragio ossea afravés da utilizag8o de um particulado de dentina
autogena para posterior colocagdo de implantes orais.

A participagdo neste estudo & voluntaria e implica a sua disponibilidade para comparecer a
quatro consultas na Clinica Dentaria Egas Moniz, e para realizar uma TAC num centro de

radiclogia sem qualguer custo. A sua ndo paricipagdo ndo Ihe frard qualguer prejuizo.

Este estudo pode trazer-lhe beneficios tais como a utilizagdo dos seus proprics dentes, que
apresentam um potencial para regeneragdo dssea sem ter de recomer a biomateriais de
outroz individuos da mesma espécie, de espécies diferentes (animal) ou a produtos de
origem sintética. Desta forma, a sua participagdo ird contribuir para o progresso do

conhecimento cientifico na area da regeneragio ossea.

Cada participante sera reavaliado 1 e 6 meses apds a cirurgia para a recolha dos
pardmetros de avaliagdo sistémica e local tanto clinica como radiografica e para recolha de

eventuais efeitos secundarios.

Todos os tratamentos cirdrgicos tém os seus riscos, no entanto a taxa de sucesso das
reabilitagdes fixas com implantes ronda os 95%. Quando os implantes s&o colocados em
0830 regenerado a taxa de sucesso baixa para os 90%.

A cirurgia de regeneragdo ossea, esta frequentemente associada a um pos-operatorio onde

uma reagéo inflamatoria pode ocomer apesar da medicagdo que sera prescrita para o evitar.

Anexos
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Caso essa situacdo aconteca, & provavel gue o participants experimente algum desconforto
associado ao inchago, possivel dor e eventual alteracdo da cor da pele do rosto proxima ao

local operado. Esta situagdo a ocorrer tende a atenuar a partir do terceire dia apés a

cirurgia.

E de salientar que o 0SS0 & USar como enxerto osseo serd osso do proprio participante

obtido através da preparagdo dos dentes extraidos num dispositive apropriado para esse
efeito.

Esta técnica cirlrgica esta contraindicada em pacientes com gualguer doenga sistémica
descontrolada, sobretudo aguelas gue potenciam as infegdes comoe & o caso da Diabetes
Mellitus.

Todos os participantes podem beneficiar com esta investigacdo clinica na medida em gue
receberSo as cirurgias de regeneragBo 0ssea e a realizagio do exame complementar de

diagndstico (TAC) para determinar a disponibilidade ossea para futura colocagdo de
implantes de forma gratuita.

A informag8o recclhida destina-ze unicamente a tratamento estatistico efou publicagéo e
sera tratada pelo(s) orientador(es) efou pelos seus mandatados. A sua recolha € andnima e

confidencial.

(Rizcar o que ndo inferessa)

ACEITO/NAD ACEITO participar neste estudo, confirmando que fui esclarecido sobre as

condigdes do mesmo e que néo tenho ddvidas.

{Assinatura do participante ou, no caso de menores, do pailmae ow tutor legal)
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4. Ortopantomografia Inicial

10. Prétese Fixa Adesiva

7. Regeneragio Ossea através da
Utilizacdo de um Particulado de Dentina
Autégena Mineralizada
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8. Kit Smar Dentin Grinder®
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12. CBCT com Unidades de Hounsfield 15. Cirurgia de Colocagdo dos Implantes

16. Recolha do Fragmento Osseo com
Broca Trefina

13. CBCT — Planeamento da Colocagao
de Implantes Orais

14. CBCT - Planeamento Final da
Colocagdo de Implantes Orais
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18. Leito Implantar Apds a Recolha do 20. Remogdo dos Remanescentes de
Fragmento Osseo Ligamento Periodontal com Broca
Carbide de Tungsténio

19. Fragmento Osseo Recolhido

21. Dente Autdlogo Apds Remocao de
Remanescentes do Ligamento
Periodontal

22. Dente Aut6logo na Camara de
Trituragdo da Smart Dentin Grinder®
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23. Dentes Autologos antes da Trituragdo 26. Colocacao do Particulado no Godé
Esterilizado

24. Compartimentos Superior e Inferior
da Smart Dentin Grinder®, com o
particulado e os desperdicios,
respetivamente

25. Particulado de Dentina Autégena 27. Particulado no Godé Esterilizado

Mineralizada
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28. Solugdo Salina Tampao Fosfatada 30. Processador Histologico Automatico

£
1

31. Inclusdo da Amostra em Parafina

29. Particulado de Dentina Autdgena
Humido e Pronto a Utilizar

32. Bloco de Parafina Desenformado
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33. Bloco de Parafina com a Amostra 36. Cicatrizagdo Pos-Operatoria

34. Micrétomo de Minot com o Bloco




