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INTRODUCAO: A extracdo dentéria é um dos procedimentos clinicos mais realizados na area
da medicina dentaria e as consequéncias deste ato meédico estdo bem documentadas na
literatura cientifica. Para evitar uma perda 6ssea significativa e para ndo comprometer a futura
zona a reabilitar, varios materiais de enxerto 6sseo tém sido desenvolvidos. Recentemente a
matriz de dentina desmineralizada tem sido estudada como potencial material de enxerto 6sseo

devido principalmente a presenca de BMP-2 na sua composicao.

OBJETIVO: Investigar a capacidade regeneradora da matriz de dentina desmineralizada bem

como tentar esclarecer a funcéo da proteina morfogenética éssea 2 neste processo.

MATERIAIS E METODOS: Para a realizacdo deste estudo foi realizada uma pesquisa
bibliografica na base de dados PubMed® (National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine) com as seguintes palavras-chave: Autogenous tooth bone graft e
demineralized dentin matrix. A pesquisa preconizada incluiu todo o tipo de artigos e foi limitada
aos ultimos 10 anos (2010-2020) e aos idiomas portugués, inglés, francés e espanhol. Dos 289
artigos obtidos, 40 artigos foram selecionados com base na relevancia do titulo e resumo para a

realizacdo desta dissertacao.

RESULTADOS: Estudos recentes reconheceram a semelhanca da matriz de dentina ao 0sso
autélogo por possuir as caracteristicas ideias para formacéo 6ssea, comprovando a sua utilidade
em situagOes de necessidade de regeneracdo 6ssea. Nestas circunstancias constatou-se que a
matriz de dentina ndo desmineralizada ndo conseguia induzir tdo facilmente a formacao de osso
novo, por possuir uma composicdo mineral e cristalinidade elevada, e, reduzida porosidade, o
gue interfere na migracao, ligacao e proliferacdo das células vasculares e mesenquimais. Por
outro lado, verificou-se que a matriz de dentina (proveniente de dentes autélogos ou alégenos)
guando desmineralizada possuia propriedades osteocondutoras e osteoindutoras. Como tal, o
processo de desmineralizacdo da dentina passou a ser considerado relevante para promover a
osteogénese, permitindo entre outros fendmenos, a libertacdo da proteina morfogenética 6ssea
2.

CONCLUSAO: Atualmente, existe um consenso entre os autores sobre a eficacia da matriz de
dentina desmineralizada na regeneracdo 0ssea, no entanto ainda ndo ha concordancia sobre
gual seria o melhor protocolo para favorecer a agcao osteoindutora da BMP-2.
PALAVRAS-CHAVE: Autogenous tooth bone graft; demineralized dentin matrix.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/

Regeneracao 6ssea e atuagdo da BMP-2 na desmineralizagdo da matriz de dentina

INTRODUCTION: Dental extraction is one of the most performed clinical procedures in the field
of dentistry and its consequences are well documented in the literature. To avoid a significant
bone loss and to not compromise the future area to be rehabilitated, bone graft materials have
been developed. Recently, demineralized dentin matrix has been studied as a potential graft
material mainly due to the presence of BMP-2 in its composition.

OBJECTIVE: Study the regenerative capacity of the demineralized dentin matrix as well as to try
to clarify the function of bone morphogenetic protein 2 in this process.

MATERIALS AND METHODS: In order to carry out this study, a bibliographic research was
carried out in the PubMed® database (National Biotechnology Information Center, National
Library of Medicine of the USA) with the following keywords: “Autogenous dental bone graft” and
“Demineralized dentin matrix”. The research included all types of articles and was limited to the
last 10 years (2010-2020) and the languages included were Portuguese, English, French and
Spanish. 40 of 289 articles were selected based on the title and abstract.

RESULTS: Several studies have recognized the similarity of the dentin matrix to the autologous
bone, because it has ideal characteristics for bone formation, proving its usefulness as graft
material. It was found that the non-demineralized dentin matrix induced less bone formation, as
it has a mineral composition and high crystallinity, and low porosity, which interferes with the
migration, connection and proliferation of vascular and mesenchymal cells. On the other hand, it
was found that the dentin matrix (from autogenous or allogeneic teeth) when demineralized had
osteoconductive and osteoinductive properties. As such, the dentin demineralization process has
come to be considered relevant to promote osteogenesis, allowing, among other phenomena, the
release of bone morphogenetic protein 2 with its osteoinductive properties.

CONCLUSION: Currently, there is a consensus throughout literature regarding the efficacy of the
demineralized dentin matrix in bone regeneration, however there is still no agreement on which
protocol could enhance the BMP-2 osteoinductive action.

KEYWORDS: Autogenous dental bone graft; demineralized dentin matrix.



Regeneracao 6ssea e atuagdo da BMP-2 na desmineralizagdo da matriz de dentina

The aim of argument, or of discussion, should not be victory, but progress.

Joseph Joubert
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IGF-1 e 2: Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 e 2
PDGF: Fator de crescimento derivado das plaguetas

FGF: Fator de crescimento fibroblastica

TGF-B: Fator de transformacéo de crescimento 3

BMP-2: Proteina morfogenética dssea 2

MDD: Matriz de dentina desmineralizada

PNC: Proteina ndo colagénica

rhBMP-2: Proteina morfogenética éssea 2 recombinante humana
ACS: Esponja reabsorvivel de colagénio

HA: Hidroxiapatite

HNOs. Acido citrico

NaOH: Hidroxido de sédio

PCR: Reacgédo em cadeia de polimerase

ALP: Fosfatase alcalina
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A extracao dentaria constitui um dos procedimentos mais frequentes na area da
medicina dentaria, encontrando-se as consequéncias deste ato médico bem
documentadas na literatura cientifica (1). Entre estas destaca-se a ocorréncia de uma
reabsorcao da crista alveolar podendo atingir valores de 2.6 a 4.6mm de largura e de
0.4 a 3.9mm de altura (2, 3). A perda da crista alveolar € significativa nas oito primeiras
semanas (4) podendo atingir os 50% nos primeiros seis meses e apresentando um valor
médio aproximadamente de 0.5 a 1.0% a cada ano (5). Para evitar esta perda 6ssea
significativa e ndo comprometer a futura zona a reabilitar, varios materiais de enxerto

6sseo tém sido desenvolvidos (6).

A primeira regeneracdo 0ssea com 0sso autologo foi realizada por Boyne em
1960. Enquanto a primeira elevacdo do seio maxilar para colocacdo de implantes em
lamina ocorre mais tarde nos anos 70. Posteriormente, com a introducdo dos implantes
com formas semelhantes as raizes, a necessidade de realizar procedimentos de
regeneragao 6ssea aumentou. Neste contexto, o fosfato tricalcico surge como a primeira

alternativa de sucesso ao enxerto 6sseo (7, 8).

Durante anos os dentes extraidos foram considerados “lixo biolégico”, no
entanto, em 1967, alguns investigadores dedicaram-se ao estudo das propriedades
indutoras da dentina na formacao de 0sso (9, 10) sendo Urist um dos primeiros a referir-
se a osteocondutividade da dentina (5, 11). A este propésito, em 1975, destaca-se a
primeira regeneracdo com dentina desmineralizada alogénica descrita na literatura
cientifica (10). Contudo, s6 em 2003, Murata et al, apresentaram o primeiro caso clinico
de sucesso de regeneragdo 0ssea autéloga com recurso a dentina humana (12). O
sucesso verificado com este caso foi atribuido & semelhanga da composicéo da dentina
ao 0sso (2, 10, 13).

A partir deste momento os dentes autélogos passaram a ser considerados um
possivel material de enxerto vantajoso na pratica clinica devido as suas potencialidades
no processo de formacdo 6ssea, mas também devido a uma resposta biolégica
diminuida resultante da sua homogeneidade genética. Este material pode ser utilizado
em bloco ou sob a forma de particulas em fungdo do objetivo pretendido (6).

Relativamente a composicdo da dentina, este material pode ser classificado em
funcdo do grau de desmineralizacdo: dentina ndo mineralizada, matriz de dentina
parcialmente desmineralizada e matriz de dentina totalmente desmineralizada (14).

Entre estas a dentina desmineralizada parece mostrar-se mais eficaz no processo de
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regeneragdo 6ssea (15), pois neste estado verifica-se 0 aumento da bioviabilidade da
matriz associada as proteinas ndo colagénicas essenciais para a regeneracao 0ssea (4,
15, 16).

De uma forma mais pratica, a biocompatibilidade é constatada nos casos onde
uma raiz € deixada de forma intencional, para prevenir a reabsor¢cdo 6ssea, ou nos
casos de odontossecdo nos terceiros molares e onde a porcao que fica mais perto do
nervo alveolar inferior € mantida para evitar lesdo nervosa. Neste tipo de situa¢cfes, nao
existindo nenhum sinal de infecdo, os osteoclastos aparecem na polpa que sera
substituida por osso seguido de uma reabsorcao radicular. No fim deste processo o
remanescente comeca a se fundir com o0 0sso alveolar (17).

Desta forma, o principal objetivo deste trabalho € investigar a capacidade
regeneradora da matriz de dentina desmineralizada, bem como tentar esclarecer a

funcéo da proteina morfogenética éssea 2 (BMP-2).
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Para a realizacdo desta dissertacdo foi efetuada inicialmente uma pesquisa
bibliografica com os termos MeSH (Medical Subject Headings), na base de dados
PubMed® (National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of
Medicine) com as seguintes palavras chaves: Demineralized dentin matrix AND bone
regeneration, tooth AND bone regeneration, dentin autograft AND bone regeneration,
autologous dentin AND bone regeneration a qual ndo identificou nenhum resultado.
Como tal, realizou-se uma segunda pesquisa bibliografica nesta base de dados com
recurso as seguintes palavras-chave: Autogenous tooth bone graft e demineralized
dentin matrix. Na referida pesquisa néo foi feita qualquer limitacdo ao tipo de artigos
identificados, tendo-se incluido estudos publicados nos ultimos 10 anos (de 2010 até
2020) e nos idiomas portugués, inglés, francés e espanhol.

Os critérios de inclusdo e exclusao aplicados encontram-se evidenciados na

tabela I.
Critérios de incluséo Critérios de excluséo
e Publicacdo nos ultimos 10 anos (de o Artigos referentes a regeneracéo
2010 - Momento da publicagéo da Ossea que nao abordem a tematica
dissertacéo) em estudo

¢ Idiomas portugués, inglés, francés e
espanhol
e Artigos referentes a tematica em

estudo (dentina desmineralizada)

o Todos os tipos de artigos

Dos 289 artigos obtidos, foram selecionados 40 artigos de acordo com a

relevancia do titulo e do resumo para a realiza¢do desta dissertagéo (Tabela ).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Artigos Eliminados o _
Palavras- _ _ Sem Eliminados | Artigos
Filtros Resultados | selecionados por
chave ) acesso por texto | usados
pelo titulo resumo
Autogenous 10 anos +
tooth bone idiomas 205 33 5 0 7 21
graft selecionados
) ) 10 anos +
Demineralized )
_ ) idomas 84 32 12 0 1 19
dentin matrix _
selecionados

Adicionalmente foram incluidos 13 artigos citados na lista dos artigos

selecionado por abordarem a tematica em estudo.
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1. Caracteristicas de um Enxerto Osseo

A promocado de um mecanismo de cicatrizacdo 6ssea ideal a partir de materiais de
enxerto depende principalmente de trés fatores: osteogénese (promocéo da formacao
de 0ss0); osteoinducao (recrutamento de células formadoras de 0sso) e osteoconducdo
(que fornece um esqueleto tridimensional para a orientacdo da formacéao 6ssea) (11, 15,
18). Assim sendo, nestas circunstancia € essencial a estabilizacdo do coagulo de
sangue, a existéncia de um esqueleto biomecéanico para a migracgéo celular, proliferagéo
e diferenciacdo, a presenca de proteinas e péptidos funcionais, como fator de
crescimento, e apresentar um adequado mecanismo de remodelacéo 6ssea (10).

Os materiais de enxerto disponiveis na pratica clinica podem ser classificados como
autélogos, alégenos, xendgenos e aloplasticos (14, 18). O material autdlogo é
considerado o gold standard (16, 19) no que diz respeito a reabilitacdo dos defeitos
0sseos por apresentar estas trés caracteristicas possibilitando uma rapida formacao
0ssea, revascularizacdo e biocompatibilidade sem induzir resposta imune (11, 20). No
entanto, apresenta como desvantagens a necessidade de criacdo de uma segunda
ferida cirtrgica, uma recolha quantitativa limitada (20-22) e uma reabsorcéo 6ssea que
podera ir além dos 50%. Estas condicionantes levaram ao desenvolvimento e procura
por outras alternativas de enxerto 6sseo (4, 11, 13, 14, 19, 23, 24). Os restantes tipos
de enxerto também usados na pratica clinica apresentam igualmente problemas na
resposta do sistema imunitario desencadeando alteracdes na cicatrizagéo e riscos de
inflamacédo (15, 19) bem como falta de osteoproliferagédo, risco de transmissdo de
doencas para os alégenos, e, auséncia de osteocondugdo para 0S xendgenos e
aloplasticos constituidos principalmente por hidroxiapatite (HA) e fosfato tricalcico que
tém como Unica funcdo promover um esqueleto para a osteogénese (11, 15, 18, 20).

Cada material de enxerto pode possuir umas ou varias caracteristicas essenciais

para a formacao 6ssea encontrando-se as mesmas resumidas na Tabela llI.
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Propriedade
Tipo de material Osteogénese Osteoconducéao Osteoinducao
Autdégenos N N N
Al6genos N x
Xendgenos N
Aloplasticos x N x

Durante a ultima década foi comprovada a utilidade da matriz de dentina para
regeneragdes Osseas, ndo so pelo facto de ser o material mais semelhante ao 0sso,
pela sua composicdo, mas também por possuir as trés caracteristicas ideias para

formacao 6ssea (25).

2. Composicao da dentina

Varios autores (2, 10, 13) tém descrito a dentina como sendo um material de enxerto
de sucesso pela possibilidade de substituir o osso autélogo e contrariar, assim, 0s
problemas deste tipo de materiais. Este sucesso foi atribuido & semelhanca da
composi¢do da dentina & do osso. A este respeito, a dentina possui 70-75% de uma
componente inorganica, 15-20% de uma componente organica e 10% de agua. No 0sso
alveolar as propor¢bes sédo de 65%, 25% e 10% respetivamente (2, 10, 13). A
componente organica é constituida por 90% de colagénio tipo |, correspondendo o0s
restantes 10% a proteinas envolvidas na calcificacdo do osso e a fatores de
crescimento, tais como a proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) (15, 19, 20) e outras
proteinas nao colagénicas como as osteopontinas. A BMP-2 foi mencionada em varios
artigos por desempenhar uma fungéo primaria na regeneracéo 6ssea e tendo um papel

preponderante na osteoinducdo da matriz de dentina (13, 15, 17, 26).

As osteopontinas sdo uma fosfoproteina que contem acido sialico e que se liga ao
calcio formando uma estrutura tridimensional. Adicionalmente, permitem a osteogénese
através da diferenciagéo precoce dos osteoblastos e favorecendo a reabsorcdo 6ssea

de modo a permitir a aderéncias dos osteoclastos.
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Por outro lado, proteinas como a osteonectina que se ligam ao colagénio | permitem
0 processo de mineralizacdo. As osteocalcinas também estdo envolvidas na
mineralizacdo. Por ultimo, outras proteinas como as sialoproteinas, os proteoglicanos,
as proteinas da matriz de dentina 1 e as glicoproteinas mostraram-se essenciais no turn

over 0sseo.
Todas estas proteinas permitem o crescimento celular, proliferacédo e diferenciacéo.

O cemento, por apresentar uma componente organica muito semelhante a dentina
e frequentemente utilizada neste tipo de estudos (17). Além do colagénio e das
proteinas ndo colagénicas, o cemento também apresenta fatores de crescimento
fundamentais na osteoindug&o, como é o caso do fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
o fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de transformacao do crescimento 3
(TGF- B) (11, 17, 22).

Por outro lado, a componente inorgéanica da dentina é principalmente constituida por
fosfato de calcio de baixa cristalinidade presente sob 4 formas: hidroxiapatite, fosfato
tricélcico, fosfato de calcio amorfo e fosfato octacélcico (2, 9, 14, 15, 24). Esta
componente inorganica é conhecida por ter propriedades osteocondutoras (15).

Em contrapartida, o esmalte por apresentar elevada componente inorganica mas
baixa componente organica nem sempre € usado (16). De facto, o esmalte consiste
aproximadamente em 96% substancia inorganica e 4% agua (17). Mesmo apés
desmineralizacdo, a andlise de superficie por difracdo de Raio-X mostraram,
relativamente & componente inorganica da coroa e da raiz, presenca dos varios tipos de
fosfato de calcio, no entanto o nivel de cristalizacdo era maior na coroa (27).

Em termos da composicdo quimica mineral, a dentina consiste em 70% de
hidroxiapatite do seu peso e volume. Esta forma de fosfato de célcio por ser uma
estrutura de baixa cristalinidade permite a formagéo 6ssea como € o caso do enxerto de
0sso0 autélogo. Contudo, o esmalte possui huma elevada cristalinidade tornando se dificil
a sua decomposicdo por osteoclastos resultando numa reduzida reabsorcédo e

osteocondutividade (17).

Y

A relevancia atribuida a componente organica da dentina no mecanismo de
regeneracdo 6ssea, especificamente ao papel da proteina morfogenética 6ssea 2,
tornam pertinentes os objetivos estabelecidos para este estudo que se desenvolvem

nos tépicos seguintes.
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3. Importancia e funcdo da proteina morfogenética 6ssea 2

Os primeiros estudos realizados sobre as propriedades indutoras da BMP-2
comecaram em 1967 apos Urist ter proposto que as BMP-2 da dentina e do 0sso sao
estimulantes major com propriedades osteoindutoras (5, 9, 11). Em 1991, Bessho et
al.(28) isolaram pela primeira vez a BMP-2 da matriz de dentina de dentes definitivos,
obtendo um valor inferior a 1ug/kg, correspondendo a uma quantidade pequena
relativamente ao 0sso. Recentemente, em 2019, um estudo realizado por Nina Bono
demonstrou que em dentes deciduos este valor poderia ser sensivelmente superior

atingindo até 1,2+ 0,3ng por grama de dentina (29).

A BMP-2 tem como func¢éo induzir a diferenciacao das células mesenquimais a volta
do enxerto. Estas células apds inducdo sao entdo convertidas em condroblastos e
osteoblastos para formar novo osso (4, 22).

A matriz de dentina desmineralizada (MDD) pode ser classificada como um enxerto
com propriedades indutoras por apresentar precisamente esta BMP-2 que induz a
diferenciagdo de células mesenquimais. Assim, a MDD tem possibilidade de ter
propriedades osteogénicas quando é colocada noutro tipo de superficie para além de
0sso (20, 25).

De uma forma geral a BMP-2 representa 1% de todas as proteinas que formam a
MDD, embora nao sejam as Unicas responsaveis pela formacéo éssea. A presenca de
outros fatores de crescimento e proteinas nédo colagénicas (PNC) sdo essenciais (20,
30). Num estudo realizado por Um et al. (2017) apés andlise da MDD por eletroforese e
Western blotting de um terceiro molar foi demonstrada a presenca de PNC nos tabulos
dentinarios mas auséncia de BMP-2 (9). Uma justificacdo plausivel sugerida para este
achado relaciona-se com a necessidade de existéncia de um esqueleto para manter a
acdo da BMP-2 localmente, uma vez que é uma proteina altamente solavel. A
estrutura/esqueleto referido deve idealmente funcionar como um transportador e
reservatorio para a libertacdo de BMP-2 controlada para, desta forma, poder prevenir a

sua degradacéo e inativagao (25).

A constatacdo de que quer tecido 0Osseo, quer tecido dentinario, enquanto
mineralizado ndo conseguirem formar 0sso ectopico, é explicado pela libertacéo lenta
das BMP-2 da matriz mineralizada e pelas suas concentracdes baixas ndo permitirem o
nivel de diferenciagdo necessario. Quando o 0sso ou a dentina séo hidrolisados, para

remover a parte mineralizada, a quantidade de minerais é reduzida para 5 a 30% e as
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BMP (presas pelos cristais de hidroxiapatite) séo libertadas rapidamente atingindo
concentracdes adequadas para induzir osteogénese. Ao contrario do verificado com a
dentina mineralizada que s6 produz osso passado 8 a 12 semanas ap0s 0 enxerto, por
ter uma reabsorcdo lenta e pouco atuacdo das PNC (9, 15, 25, 30). Urist foi um dos
primeiros investigadores a descobrir que a 0osso desmineralizado era capaz de formar
0sso mais facilmente que o ndo desmineralizado, e, compreendeu, devido as

semelhancgas entre eles, que o dente tem essa mesma capacidade (11).

Esta propriedade osteogénica ndo sofre diferenciacbes consoante o género do
individuo nem da espécie. Para comprovar isso Kim et al. demonstraram que a MDD
quando colocada em musculo do modelo animal rato conseguia criar 0sso, para além
de atribuirem esta capacidade principalmente a acdo da BMP-2 (25, 30). Neste estudo
animal verificou-se a presenca de fibroblastos e vasos sanguineos junto das particulas
da MDD apés duas semanas do enxerto. Posteriormente, as quatro semanas o tecido
fibroso ja estava bem organizado, tendo-se confirmado a presenca significativa de tecido
vascularizado e ostedcitos a volta de uma matriz 6ssea que se formava a partir do
particulado. As oito semanas identificou-se o inicio da mineralizac&o 6ssea e a formagéo
de colagénio entre as particulas. O facto de existir formagéo 6ssea a partir do particulado
e no centro do defeito 6sseo é justificado pela agdo da BMP-2 da MDD. Na avaliacao
da progressao deste processo regenerativo a andlise histomorfométrica mostrou mais
osteoblastos as quatro semanas do que as duas e as oito semanas, sendo este facto

atribuido a BMP-2 atuar nas primeiras fases da formacao dssea (20).

Como ja foi referido a BMP-2 é considerada uma substancia quimiotatica que induz
a migracdo das células mesenquimais indiferenciadas para a zona do defeito 6sseo e a
sua diferenciagdo em condroblastos e osteoblastos, contribuindo para a sua grande
importancia nos primeiros dias apos o enxerto. Pois, numa primeira fase as plaquetas
juntam-se na ferida e ativam o processo de supressao da hemorragia e séo libertados
granulos na matriz para formar um coagulo de sangue. Os macréfagos entram em agao
e passado 7 dias o efeito dos osteoblastos comegcam-se a notar. A BMP-2 comeca a ser
secretada em conjunto com a TGF-f3, o IGF, e o fator de crescimento dos fibroblastos.
Estes fatores permitem a diferenciacao das células mesenquimais em osteoblastos. Na
fase inicial de formacéo 6ssea as células formadas pelos osteoblastos séo ossificadas
e tornam-se em tecido 6sseo. No entanto, tratando-se ainda de um 0sso imaturo esta
fase representa uma das mais importantes na cicatrizacdo. Numa fase final, ocorre a
calcificacdo do osso formando-se um 0sso lamelar que se torna, assim, numa superficie

mais resistente (20).
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Por se apresentar em quantidades minimas na dentina a Food and Drug
Administration (FDA) aprovou a utilizacdo de uma BMP exdgena, a proteina
morfogenética 6ssea 2 humana recombinante (rhBMP-2), para aumentar ainda mais a

capacidade osteoindutora do enxerto (5, 17).

4. Funcdo e utilidade da proteina morfogenética 6ssea 2 humana

recombinante

Depois da descoberta feita por Urist sobre as propriedades da BMP-2 endégena, a
FDA aprovou em 2007 o uso de uma proteina exégena, a rhBMP-2, numa concentracao
de 1.5mg/mL. Contudo, como qualquer outro fator de crescimento, esta proteina para
atuar necessita de um transportador, correspondendo o fosfato de célcio como a
hidroxiapatite ou o fosfato B tricalcico (B-TCP) bons candidatos devido as suas
propriedades estruturais. Entre estes dois compostos o fosfato de calcio bifasico parece
ser mais vantajoso por possuir uma proporcdo entre hidroxiapatite e B-TCP favoravel
resultando na melhoria das suas propriedades osteocondutoras. No entanto, a FDA sé
aprovou o uso de rhBMP-2 com uma esponja reabsorvivel de colagénio (ACS). Este
produto muito usado na area da cirurgia maxilofacial, foi aconselhado nos casos de uma
elevacdo do seio maxilar e preservacdo da bolsa alveolar. No entanto, algumas
complicacdes como a formagdo de edema e formacdo Ossea heterotOpica foram
descritas. Em contrapartida, alguns estudos ndo verificaram complica¢cdes quando a

dose era reduzida para um quarto ou metade da aprovada pela FDA (5, 26, 31).

Para além da problemética da definicdo de uma concentracao adequada, um outro
problema que se colocou foi o de se criar uma forma de controlar a libertacdo da rhBMP-
2, passando a resolucdo do mesmo pelo uso de um agente de libertacao lento, como a
hidroxiapatite e outros componentes como o fosfato tricalcico e o colagénio, permitindo

assim uma formacgéo 0ssea gradual e local (5).

Em 1998 foi sugerido que a dentina desmineralizada fosse utilizada como
transportadora por induzir a formag&o de 0sso novo no periodonto, tendo-se confirmado
em 2005 que a MDD podia efetivamente ter este papel. Como a dentina é principalmente
constituida por colagénio tipo | e hidroxiapatite podera ser mais vantajosa que a esponja

de colagénio (31).
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Estudos posteriores demonstraram que a matriz dentina desmineralizada
funcionava melhor que a mineralizada, por ter uma libertacdo de rhBMP-2 mais lenta e

maior.

Um et al. (2019) relataram varios problemas relacionados com a aplicacdo da
rhBMP2/ACS, sendo o edema a reacdo adversa mais comum. Contudo, outros
problemas poderdo estar associados ao seu uso, como o hematoma, a deiscéncia, a
infecdo, dor ou a formacgéo ectdpica de osso (32). Esta formacdo de 0sso ectdpica
ocorre sobretudo porque a dose € muito elevada em relagdo a BMP-2 enddgena, quase
10° vezes superior e pela esponja ndo ter capacidade de manter a concentracdo no
local. Como as esponjas de colagénio possuem uma reabsorcao rapida, a esponja
liberta quase 50% das proteinas nas primeiras 60 horas e quase a totalidade nos
primeiros 14 dias (17, 26, 32).

Para ultrapassar este problema varios possiveis transportadores foram estudados.
A MDD mostrou ter capacidade osteocondutor em estudos in vivo, in vitro e em estudos
clinicos. Para além do exposto, este material podera ser um transportador viavel devido
a sua estrutura mecanica estavel e pelas suas propriedades. A dentina é um estrutura
acido-insoluvel, acelular, avascularizada, constituida por colagénio tipo | com nanoporos
(tubulos dentinarios) que contém minerais e proteinas nao colagénicas incluindo-se os
fatores de crescimento. Para além disso, como ja referido, a dentina possui 4 tipos de
fosfato de calcio com baixa cristalinidade permitindo assim uma maior solubilidade. Esta
capacidade biodegradavel em condicdes fisioldégicas permite a libertacdo de fatores de
crescimento, tal como a BMP-2 através dos tdbulos dentinarios de uma forma lenta e
controlada (26).

Para verificar a eficacia da MDD Um et al. (2016) (31) realizaram um estudo
comparativo entre trés amostras: uma sé com MDD (grupo 1), outra com ABB (anorganic
bovine bone) + rhBMP (grupo 2) e MDD+rhBMP2 (grupo 3). As duas semanas, no grupo
1, foi possivel observar ostedécitos e angiogénese. No grupo 2 verificou-se a presenca
de osso e a volta do ABB muito tecido conjuntivo denso. No grupo 3 a atividade celular
e vascular foi semelhante ao do osso. No grupo 1 as 8 semanas houve formacéo de
0SS0 no espaco intersticial com tecido conjuntivo a preencher. No grupo 2 néo foi visivel
a reabsorcdo do ABB, no entanto houve muita formagédo Ossea. No grupo 3 foi
identificado a existéncia de uma relacao intima entre enxerto e 0 0sso. Os autores deste
estudo concluiram, assim, que a juncao entre a MDD+rhBMP2 favorecia a formacao
0ssea relativamente aos outros grupos, pois o colagénio ja conhecido por ser um

transportador da rhBMP-2, estd presente no MDD com a HA permitindo obter uma
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integridade estrutural e propriedades mecéanicas favoraveis para a agdo da rhBMP-2. A
MDD representa assim um bom candidato substituto a matriz de colagénio. Para além
disso, os tabulos dentinarios permitem uma ligacao do rhBMP-2, bem como a secrecdo
endogena da BMP-2 (17, 23, 31).

Em 2019 realizou-se um outro estudo comparativo entre a aplicacdo de
MDD+rhBMP-2 com a MDD isoladamente para a preservacao de um alvéolo poés-
extracional. Neste estudo a rhBMP-2 foi utilizada numa concentracdo de 0.2mg/mL nas
seguintes proporcdes de 5.0ug de rhBMP-2 para 0.3g de MDD. Constatou-se uma
menor perda 6ssea em altura e em largura no grupo da MDD+rhBMP-2, bem como uma

maior percentagem de formacéo éssea (5).

Relativamente a esta tematica e tendo em consideragdo uma revisdo de estudos
histologicos a este respeito verifica-se que a quantidade de formacdo 6ssea com a
MDD+rhBMP-2 é maior do que quando considerada a MDD isoladamente. Sendo que
as caracteristicas histologicas mais relevantes identificadas com a aplicacdo da
MDD+rhBMP-2 foram: a formacdo precoce de o0sso por atividade osteoblastica na
superficie do MDD, a reabsorgdo osteoclastica rapida da dentina de matriz e o

alargamento dos tabulos, e, a substituicdo das lacunas da dentina por 0sso novo (5).

Estudos clinicos com uma dose de 0.2mg/mL de rhBMP-2 obtiveram bons
resultados no que diz respeito a formagdo 6éssea mesmo sendo uma concentracao
inferior a outros estudos. No entanto, no estudo de Um et al. (2019) (5) ndo encontraram
valores estatisticamente significativos quando compararam a regeneragdo 0ssea com
MDD unicamente versus MDD+rhBMP-2 a 0.2mg/mL, ndo obstante a percentagem de
regeneragdo 0ssea era maior no segundo grupo. Fiorellini et al.(33) avaliaram também
a eficacia da rhBMP-2 comparando duas concentracdes diferentes, uma de 0.75mg/mL
e outra de 1.5mg/mL, sendo que a segunda concentragdo mostrou quase o dobro da
regeneragdo 6ssea. Com os resultados atualmente referidos na literatura cientifica é
sugestivo que a utilizagdo da MDD como transportadora podera ser possivel a redugéo
da quantidade de rhBMP-2, pois a MDD contém outros fatores de crescimentos
fundamentais para a formacdo 6ssea o que permitira evitar efeitos secundarios com
doses elevadas de rhBMP-2 (5, 26).
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5. Protocolos de desmineralizacdo e desinfecdo

Um dente mineralizado ndo consegue induzir tdo facilmente a formacéo de 0sso
novo, uma vez que a composicdo mineral e a cristalinidade elevada, e, a baixa
porosidade interferem na migracao, ligacdo e proliferacdo das células vasculares e
mesenquimais. O reconhecimento deste achado permitiu constatar 0 mesmo para
dentes autdlogos ou alogénicos, 0s quais neste estado apresentam melhores
propriedades  osteocondutoras e  osteoindutoras.  Consequentemente, a
desmineralizacdo passou a ser considerada um passo importante para a osteogénese
(11).

A este propdsito, no estudo in vitro, de Koga et al. (13) os resultados obtidos
coadunam-se com o referido, verificando-se que a dentina quando parcialmente
desmineralizada tinha mais capacidade regenerativa que a dentina néo
desmineralizada. Isto parece se justificar pelo facto da dentina desmineralizada
favorecer a osteoinducdo ao expor as substancias organicas que estavam contidas na
estrutura dentaria, aumentando a porosidade, superficie de contacto e diminuindo a
cristalinidade (15).

Apesar de tudo, um dos problemas da desmineralizagcdo é a exposicao
prolongada aos agentes externos, o que pode afetar negativamente as PNC envolvidas

na formagao de 0sso (16).

Ainda relativamente a aplicacdo de dentina desmineralizada Kim et al. (2014) ao
abordarem as respetivas vantagens da utilizacdo da mesma em ambiente clinico
destacam o tempo de consumo da dentina desmineralizada nestes casos ser de mais
ou menos 2 a 6 dias. Enquanto os que apresentam um tempo de consumo de varias
semanas tornam-se inviaveis, para além da dentina desmineralizada exposta durante
muito tempo aos agentes desmineralizantes poderem afetar negativamente as PNC
(20).

Da literatura cientifica disponivel sobre este tema Koga et al. (13) parecem ser
0s Unicos investigadores a explicar a diferenca entre a desmineralizacdo parcial e a
total. Para o desenvolvimento deste estudo foi medido a quantidade de calcio
remanescente durante a desmineralizagdo, a concentracdo de calcio diluido na solucao
e a do célcio residual na dentina. Os resultados obtidos sugerem que a

desmineralizacdo depende do tamanho da particula. No estudo mencionado a
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desmineralizacéo foi feita com 2% de acido nitrico (HNO3s) com tempos distintos de
atuacdo consoante o tamanho das particulas. Assim sendo para obter uma
desmineralizacdo parcial de 70% foram aplicados tempos de 5, 10 e 20 minutos, e, para
uma desmineralizacdo total foram aplicados tempos de 60, 120 e 180 minutos para

particulas de 200, 500 e 1000um respetivamente (13).

Na literatura cientifica (4, 5, 7, 10, 13, 14, 19-21, 23, 24, 32, 34-37) existem varios
protocolos de desmineralizacdo descritos, sendo o protocolo da Korea Tooth Bank e o
protocolo da Smart Dentin Grinder os mais relatados. Segundo Koga et al. a diferenga
entre uma desmineralizacdo parcial e total deve-se ao tempo de exposi¢cado ao agente
desmineralizante em funcdo do tamanho da particula. Neste estudo concluiram que
guanto maior forem as particulas, maior é a formacao éssea, pois as particulas menores
sdo reabsorvidas antes da formacdo de osso. Para além disso verificaram que a
desmineralizacdo parcial promove maior formacao 6ssea que a desmineralizacao total

devido ao facto que ao longo da desmineralizacdo ha perda das proteinas (13).

Os protocolos descritos e resumidos na tabela IV ndo se encontram completos, no
entanto existem pontos em comum em quase todos o0s protocolos, como é o caso da
lavagem, desidratagdo, desengorduramento, desmineralizacdo, liofilizacdo e
esterilizacdo. Porém, como é possivel constatar entre os iniUmeros estudos o0s

protocolos ndo séo uniformes e, por isso, nao reprodutiveis.
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Autor Ano Artigo Preparagéo dos dentes Protocolo

Raiz | Coroa | Bloco | Particulado | Lavar | Desidratar | Desengordurar | Desmineralizar | Liofilizar | Esterilizar
Kim et al 2014 | Research X X NaOH Alcool Eter de etileno | 30min 0.6N HCI SD Gas Oxido
(14) +H>0 etilico de etileno

Korea Tooth Bank Protocol
Jun et al 2014 | Clinical cases X X X Korea Tooth Bank Protocol
(19)
Kim et al 2014 | Cases series X X X Korea Tooth Bank Protocol
(10)
Kim (16) 2015 | Clinical cases X SD NA NA SD NA NA
VacuaSonic® and DecalSi-DM®; Cosmobiomedicare Protocol
Kim et al 2014 | Clinical cases X X X X SD SD SD SD SD SD
(38)
Lee et al 2015 | Technical note X X Korea Tooth Bank Protocol
(34)
Lee et al (8) | 2013 | Case study X X X NaCl | NA CHsCl 2°C HCI 2°C 30min NA NA
30min
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Calvo- 2018 | Experimental X X X NaOH | NaOH+ PBS 3min EDTA 2min NA NA
Guirado et study Alcool
al (7) etilico
10min
Smart Dentin Grinder Protocol®
Canto Dias | 2019 | Pilot study X X X Smart Dentin Grinder Protocol®
et al (4)
Kim (20) 2014 | Experimental X X X Korea Tooth Bank Protocol
study

Koga et al 2016 | Research X X X 0,1M 2% HNO3 SD SD
(13) Tris-

HCI

pH7,4

10min
Um et al (5) | 2018 | Case series X X Korea Tooth Bank Protocol
Kim et al 2014 | Retrospective X X X Korea Tooth Bank Protocol
(35) study
Nam et el 2016 | Research X X X NaOH+ Alcool Eter de 15h em HCl e SD Gas Oxido
(22) H20> etilico etileno 120min Tris-HCI de etileno
UM etal 2016 | Research X X X H.0, Alcool Eter de 0,6N HCI 2h SD SD
(31) etilico etileno
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Oliveira et 2013 | Research X NaOH SD SD 10% EDTA (Ph 7,2) SD SD
al (39) 10min 3 meses
Kim et al 2017 | Clinical study X Korea Tooth Bank Protocol
(23)
Kim etal 2017 | Case report X Korea Tooth Bank Protocol
(37)
Parvini et al | 2018 | Research X NA
(40)
Calvo 2019 | In vitro Study X X Smart Dentin Grinder Protocol®
Guirado et
al (36)
Kim et al (3) | 2015 | Clinical cases X X Tecnologia ultrassénica com pressdes negativas perioddicas e controlo de
temperatura
Jinetal 2016 | Research X X H20> SD SD 2% HCI + solugéo SD SD
(12) salina
Kim et al 2014 | Clinical cases X X Korea Tooth Bank Protocol
(24)
Kim et al 2013 | Clinical cases X X Korea Tooth Bank Protocol
(21)
Nampo et al | 2010 | Research X o SD
(18) § g)
()]
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Jeong etal | 2011 | Clinical study X X SD
(41)
Um et al 2019 | Research X X Korea Tooth Bank Protocol®
(32)
Wilodarski 2013 | Research SD SD SD 0.6N CHI 5h SD SD
et al (30)
Bakhshalian | 2013 | Pilot study X X H.O + SD SD 0.6mol/L HCI 7 dias SD SD
et al (25) alcool
etilico
70%
Kabir et al 2017 | Research g " o H.0 SD SD 0.34N HNiz 30min SD SD
(42) |-
g ¢
Bakhshalian | 2013 | Research X X NaOH 0.6mol/L HCI 7 dias
et al (43) +
alcool
etilico
a
70%

*SD — Sem dados

NA — Nada a assinalar
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Para diminuir o risco de infegcbes ou reacBes imunitarias varios tipos de
desinfecBes tém vindo a serem testadas. O 4&lcool, acetona, formalina e beta
propiolactona sédo desinfetantes quimicos, no entanto estes produtos podem-se
disseminar no corpo quando aplicados em concentracdes altas 0 que aumenta a
probabilidade de toxicidade. Dai serem utilizados como desinfetantes de superficie. Por
sua vez, o glutaraldeido e o formaldeido sdo desinfetantes alcalinos que destroem a
capacidade osteoindutora do osso descalcificado. A este respeito, Voggenreiter et
al.(44) verificaram que esterilizagdo em autoclave mudava a matriz de celulose do osso
calcificado, o que reduziria a estabilidade biolégica e a osteoinducdo. Este
procedimento, segundo Woodard et al. (45) influencia a osteoconducéo, aderéncia e
movimentos dos osteoblastos. Enquanto para Kohler et al.(46) a realizagdo do mesmo

associa-se a uma diminuigédo da forca de ligacdo no tecido 6sseo (11).

Relativamente ao gas de 6xido de etileno, Kaye e Philips (47) confirmaram ser
um meétodo efetivo, ideia que foi apoiada por outros investigadores por ndo haver
evidéncia cientifica do mesmo ndo provocar alteragdes na osteoindutividade nem na
osteogénese. Munting et al. (48) demostraram que utilizando 6xido de etileno a
capacidade osteogénica poderia ser reduzida, sendo este facto concordante com o
estudo de Pekkarinen et al. (11, 49).

No estudo de Jin et al., em 2016, comparou-se a esterilizacdo com o gas de
Oxido de etileno e com o autoclave. No que diz respeito ao contacto osso/implante
verificaram que este foi menor quando foi esterilizado em autoclave numa fase mais
precoce, aumentando ao longo das semanas. No que diz respeito ao ratio de formacgéo
0ssea, a esterilizacdo em autoclave mostrou valores inferiores a esterilizagdo com gas
de oxido de etileno. No entanto, em nenhum dos grupos (sem esterilizacdo do enxerto,

esterilizacdo em autoclave e com gas de 6xido de etileno) houve falha do implante (11).

Calvo-Guirado et al. demonstraram que o etanol a 70% desnatura, precipita as
proteinas e é bactericida. Para evitar a perda de muitas proteinas essenciais na
osteogénese, usou-se uma solucao de etanol e de hidroxido de sodio (NaOH). Assim, é
permitida uma acao do etanol unicamente na superficie das particulas sem deixar de
atuar como desinfetante. Desta forma o colagénio aprisionado na componente mineral
ndo é desnaturado deixando o NaOH atuar de forma mais interna (7). Este protocolo vai
de encontro com o protocolo do Smart Dentin Grinder®, onde o desinfetante da dentina
gue € uma solucdo alcalina que combina um etanol e um hidréxido de sodio tem
capacidade de remover bactérias, virus e fungos. Contudo, 0 mesmo néo é considerado

para os prides. Em todos os casos, por ser um enxerto autélogo, afirmam ndo apresentar
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problemas e ndo haver necessidade de realizar processamento por se tratar de um

autotransplante. (36)

A maioria dos estudos realizados tém sido feitos com dentes autélogos. Alguns
autores descreveram a possibilidade de usar MDD para familiares diretos. A este
proposito, Kim et al., publicaram em 2014, dois casos clinicos com o uso de dentes de
familiares diretos, especificamente filhos. Estes autores defendem que a reacédo
imunitaria apds enxerto com dentes alogénicos entre pais e filhos, e, entre irmaos, tem
uma reacdo imunitéria tardia ou reduzida se os antigénios de histocompatibilidade
(antigénio H) forem compativeis. Sem serem muito pormenorizados em termos
protocolares referiram que os dentes foram preservados, tratados e armazenados. Esta
estratégia adotada foi sugerida s6 funciona entre pais, filhos e irmaos, podendo se
utilizar para o efeito dentes definitivos ou deciduos. Os doadores sédo submetidos a
testes de doencas venéreas e, se 0 dador e recetor o desejaram, testados ao virus de
imunodeficiéncia (38). Outros casos clinicos descritos que seguem um protocolo
distinto, do AutoBT®, obtiveram sucesso na regeneracdo 0ssea. Mais se acrescenta
que o banco de dentes da Coreia do Sul, que aplica este protocolo, realiza testes

microbioldgicos apds cada processamento (19, 34).

6. Particulado ou bloco e suas aplicacdes

A dentina aut6loga pode ser utilizada em duas formas, em bloco ou particulado.
O bloco é mais utilizado nos casos de preservacédo alveolar, regeneracéo 0ssea guiada
e aumento vertical da crista alveolar. Representa uma estrutura biomimética do osso
cortical, por ja apresentar microporos de 3 a 5 ym e onde é possivel realizar macroporos
na estrutura tridimensional de 0.2 a 0.3mm para permitir a invasdao dos vasos
sanguineos e uma substituicdo continua do enxerto (34, 37). De facto, o bloco de MDD
pode estar dependente da acessibilidade e quantidade de supressdo sanguinea, dai a
importancia da realizagdo de macroporos. Isto podera justificar o facto de existir menos
reabsorcdo Ossea a volta do implante na maxila, por nesta zona 0 0Sso ser mais
esponjoso e mais vascularizado (37).

Quando o bloco é utilizado, isto €, apenas a parte radicular, existe alguma
reabsorcdo 0ssea, embora reduzida, apés a cicatrizagdo. Fenomeno justificado pelo

facto de ser fosfato de calcio de baixa cristalizacdo (10).
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A dentina particulada também pode ser utilizada em conjunto com o bloco como
nos varios estudos realizados por Kim et al. (10, 24, 38), ou poderd ser utilizada sozinha.
O uso da dentina particulada foi descrito em varias situa¢cdes como, por exemplo, em
aumentos verticais e horizontais (3), preservacdo alveolar (4, 39) e elevagbes do seio
maxilar (19, 41).

7. Importancia do tamanho e espacamento das particulas

Calvo Guirado et al. (36) descreveram que os dois fatores mais importantes para a
atividade e velocidade de formacéo 6ssea € o tamanho das particulas e a composicao
do material de enxerto. Um material de substituicdo 6ssea deve funcionar de um modo
bimodal, isto €, numa fase precoce da diferenciagdo permitir que os osteoblastos criem
pontes entre as particulas e interajam com outros osteoblastos. A formacdo de 0sso
novo € estimulada pela ativagéo de células estaminais mesenquimais. No fim, o objetivo
é ter uma unido completa entre as células diferenciadas, o que dara suporte a produgéo
de uma matriz 6ssea. Para tal, 0 material deve ser constituido por uma estrutura porosa
com macro, micro e nanoporos. O material de regeneracdo 0ssea deve ter uma
configuracao tridimensional para maximizar a adesao e fungéo celular. Esta superficie
porosa permite a colonizagdo celular e a entrada de vasos sanguineos (22, 36).
Também deve possuir uma porosidade suficiente para a adeséo e proliferacdo dos
osteoblastos, assim como espaco suficiente para o suprimento de nutrientes. Quanto
maior a area de contacto, maior serd a permeabilidade dos fluidos e,

consequentemente, mais facil serd a formagéo 0ssea (22).

Similarmente pode ser destacado na literatura o estudo de Nam et al. que decidiram
realizar uma comparacdo da regeneragdo 6ssea com MDD com diferentes pesos e
densidades. Estes autores constataram que a distancia de 200um entre particulas de
0.25 a 1.0mm permite uma melhor formacédo 6ssea (22). Os resultados obtidos véo de
encontro com a investigacdo de Koga e colaboradores, na qual se verificou que quanto
maior for a particula, maior a inducéo de formacao de osso novo. No entanto, para todos
os tamanhos de particulas de dentina parcialmente desmineralizada, existia formacao
O0ssea sobretudo na 82 semana. As particulas de dentina ndo desmineralizadas
mantinham-se presentes independentemente do tamanho da mesma. Quando havia
inicio da formacdo 6ssea, principalmente na 4% e 82 semana, a formacdo éssea

mantinha-se a volta das particulas unicamente, exceto para os tamanhos de particulas
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de 1000pm em que foi possivel ver formacado dssea noutros locais. Na dentina nao
desmineralizada existia pouca presenca de células geradoras do turn over 6sseo. No
caso da dentina parcialmente desmineralizada, foi possivel observar, a volta das
particulas, formacao 6ssea com tecido conjuntivo e ostedides, na 42 semana, sobretudo
nas particulas de 1000um. No final da 8% semana verificou-se um encerramento
completo do espacgo entre as particulas e a formacdo Ossea. No caso da dentina
completamente desmineralizada chegou-se as mesmas conclusées, existindo uma boa
formacgao 6ssea nas particulas de 1000um logo na 423semana. Na 82 semana foi possivel
observar uma boa formacao 6ssea, com quase substituicdo total das particulas por 0sso
novo ao contrario das particulas de 200um e 500um, pois alguma matriz tinha sido
reabsorvida e substituida por tecido conjuntivo sobretudo nas particulas de 200um. Na
dentina ndo desmineralizada verificou-se um numero reduzido de osteoblastos ligados

a superficie das particulas, ao contrario do verificado na dentina desmineralizada

Para além do colagénio, sabe-se que a dentina possui varias proteinas nao
colagénicas como as BMPs, assim quando a dentina esta desmineralizada, os tubulos
dentinarios adquirem um maior didmetro permitindo que funcionem como canais para a
libertacdo das proteinas. Relativamente ao tipo de mineralizacdo, como anteriormente
referido, é reconhecido que a dentina parcialmente desmineralizada apresenta maior
atividade regenerativa do que a dentina completamente desmineralizada, sobretudo nas
fases iniciais. Uma possivel justificacdo deve-se ao facto da existéncia de reducédo do
tamanho pela ocupacao do espaco remanescente por tecido conjuntivo. Este fendmeno
sugere que areabsorcao das particulas ocorre mais rapidamente que a formacao 0ssea,
sendo o colagénio principalmente absorvido por enzimas. As presencas de células
osteoclasticas foram observadas tanto nos casos de desmineralizagdo parcial, como
nos de desmineralizacéo total, mas ndo nos casos de dentina ndo desmineralizada. No
entanto, existe na mesma formac&o 0ssea, porque durante a reabsorgéo das fibrinas de
colagénio existe uma libertagdo de proteinas formadores de osso. Em todos os casos,
particulas maiores independentemente da desmineralizagdo apresentam melhores
resultados, pois particulas menores serdo reabsorvidas antes de se ter iniciado o

processo de formacao 6ssea(13).

A importancia das particulas na formacéao 6ssea é igualmente defendida por Shapoff
et al. (50) Quanto a este fator, Bhaskar et al. (51) dizem que o tamanho ideal € de 500um
e que a distancia ideal entre particulas é de 150um, pois se a particula for muito grande
vai demorar mais tempo a ser reabsorvida e se for muito pequena nédo tera tempo de

fazer a sua funcéo antes de ser reabsorvida. Quando o espaco entre particulas é muito
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largo é dificil criar um esqueleto para a formacéo de sangue, se for muito pequeno os

vasos nao conseguem entrar (18).

Para fazer face a estas condicionantes, o protocolo da Smart Dentin Grinder®
permite a formacéo de particulas de 1200 e 300pm nas seguintes proporgdes de 80% e
de 20%. As particulas menores facilitam a reabsor¢éo rapida e a manutencao do 0sso,

enguanto as particulas maiores reduzem a reabsorcéo éssea (7).

8. Estudos comparativos entre a MDD e outros tipos de enxertos

Donovan et al. (52) e Donos et al. (53) compararam a taxa de reabsor¢cdo apos
enxerto de 0sso iliaco e osso do cranio tendo verificado que o osso iliaco tem quase o
dobro da reabsorcdo. A maioria dos 0ssos, incluindo o osso iliaco, tem formagé&o 0ssea
endocondrial, ao contrario do osso dos maxilares e do osso alveolar que tem uma
ossificacéo intramembranosa. O ser humano desenvolve-se a partir de varias camadas:
ectoderme, mesoderme, endoderme e crista neural. Os tecidos desenvolvidos a partir
da crista neural incluem os 0ssos maxilofaciais (menos o occipital, esfenoide, temporal
e etmoide), cartilagem, dentes, nervos e células gliais. A dentina possui fatores de
crescimento: IGF, BMP-2 e TGF-B. O cemento contem TGF- B, IGF-I e colagénio tipo |
e Il. Ambos possuem proteinas comuns ao 0sso como osteopontina, sialoproteinas,
osteocalcina, colagénio tipo |, osterix e bfal, proteina conhecidas por estarem
envolvidas no turn over ésseo. Concluiram entdo que os dentes possuem componentes
esséncias na osteogénese como as células indiferenciadas derivadas da crista neural,
proteinas envolvidas na formacdo Ossea e fatores de crescimento. Neste artigo
compararam-se dois tipos de enxerto, dentes e 0 0sso iliaco e verificou-se que MDD

pode ser um bom substituto para a realizagdo de uma regeneracdo 0ssea (18).

Varios estudos foram realizados apds a descoberta da MDD com o obijetivo de
comparar a eficacia com outros tipos de enxerto conhecidos na préatica clinica. Os

estudos comparativos estdo resumidos na Tabela V.
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Autor Ano Artigo Espécie | Amostra Grupos comparativos Resultados
23 o 8¢
m O s o Sl o
ol 22|« 5222 3
S| Z|o|T|H 5| 0RO
Jun et al | 2014 | Clinical cases | Humano | 38 X | X Sem diferengas estatisticamente significativas no que diz
(29) respeito a estabilidade primaria dos implantes, a largura da
crista 6ssea pds enxerto, densidade 6ssea e mineral,
espessura trabecular. Em ambos os grupos, a densidade
passou de D3 a D2. Houve melhores resultados no AutoBT®
em relacdo altura 6ssea e a espessura trabecular e dos
osteoides.
Lee et al | 2013 | Case study Porco 5 X X Existe maior formagédo 6ssea no grupo experimental (MDD). As
(8) 12 semanas ja existia 0sso a volta do particulado ao contréario
do enxerto com HA onde a formacao 6ssea estava mais restrita
aos bordos do defeito 6sseo.
Calvo- 2018 | Experimental Céo 6 X X Diferencas estatisticamente significativas na formagéo 0ssea.
Guirado study No grupo controlo (sem enxerto) aos 30 dias presenca de 0sso
et al (7) imaturo com aperfeicoamento na organizacdo aos 90 dias e
com osteoides a preencher espagos. No grupo experimental
constatou-se a formacado éssea irregular com niveis altos de
capilaridade e aos 90 dias j& tinha osso maduro e cheio de
osteoides.
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Canto
Dias et al

(4)

2019

Pilot study

Humano

Em ambos os casos foram usados uma membrana de
colagénio. Houve maior perda éssea no grupo controlo (sem
regeneracdo). Densidade 6ssea maior no grupo experimental
(MDD) mantendo se estavel ao longo das 16 semanas de
estudo.

Kim et al
(35)

2014

Retrospective

study

Humano

22

N&ao houve diferencas estatisticamente significativas no que
diz respeitos a reabsorgdo 6ssea a volta de um implante apds
elevacéo de seio.

Oliveira
et al (39)

2013

Research

Rato

16

Inicio de cicatrizagdo visivel nos dois grupos entre os 5 e 14
dias ap6s a extragcdo. 5 dias apés a cirurgia o grupo controlo
(sem regeneragdo) comegou a apresentar tecido conjuntivo rico
em células inflamatérias e capilares neoformados bem como
osteoclastos. No grupo experimental ha presenca de vasos
sanguineos e novo tecido conjuntivo com um 0SSO imaturo
rodeado por osteoblastos e células inflamatérias, que sugere
um processo de cicatrizacdo mais avangado. Aos 10 dias o
grupo controlo apresentava menos inflamacdo, 0sso
trabeculado imaturo e tecido conjuntivo enriquecido em células.
O grupo experimental ndo apresenta células inflamatérias,
varios trabeculados bem formados conduzido por osteoblastos
e tecido conjuntivo bem organizado e algumas células
sanguineas. Depois de 14 dias foi possivel ver osso trabeculado
nos dois grupos, mas o grupo experimental mais avancgado.

Kim et al
(10)

2014

Case series

Humano

13

BN

A partir dos 4 meses ha formacdo de osteoide a volta das
particulas de AutoBT®, os osteoides substituiram os espacos
onde as particulas foram reabsorvidas. AutoBT® reabsorve
entre 4 e 6 meses e o0 processo de remodelagdo continua até 1
a 2 anos apos enxerto.
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Parvini et | 2018 | Research Humano | 30 Apbs o periodo de 26 semanas a area de osso formado foi

al (40) maior nos casos das raizes autélogas o0 mesmo acontece com
a integracdo do enxerto. Isto deve se ao facto de a MDD néo
ser tdo reabsorvivel quanto ao 0sso.

Kim et al | 2015 | Clinical cases | Humano Dimensfes do alvéolo mantiveram-se. Houve uma reducao na

3 largura, mas a altura manteve-se. A razao podera ser o facto do
bloco colocado ter sido na zona exata da raiz extraida, ndo
tendo existido nenhuma sobrecorregdo. Em p6 ou bloco com
membrana de titAnio podera ser melhor para manter as
dimensdes, porque atua como uma barreira para evitar as
forcas e stress da gengiva sobre o enxerto.

Kim et al | 2014 | Clinical cases | Humano | 15 Aos 2 meses verificaram a presenca de células inflamatorias e

(24) vascularizagdo, mas com sinais de unido das particulas de 0sso
e tecido fibroso. Estava presente 0sso no local onde houve
reabsor¢cdo do enxerto. A maioria da formacéo 6ssea estava
limitada a volta da dentina. Nos 4 meses 0 enxerto estava
completamente fusionado e com osso bem vascularizado.

Jeong et | 2011 | Clinical study | Humano |51 Confirmaram a presenca de 0sso a partir do 3° més.

al (41)

Bakhshal | 2013 | Study pilot Coelho 6 X Foi possivel ver no MDD aos 15 dias tecido conjuntivo fibroso

ian et al sem invasdo de células inflamatérias, aos 30 dias formacéo

(25) 0ssea nos bordos, 45 dias extensado para o centro, 60 dias 0sso

imaturo que foi remodelado em osso lamelar e medula 6ssea
visivel no tecido 6sseo maduro. 75 dias todos os defeitos tém
0ss0o novo e medula 6ssea visivel a volta do osso trabeculado,
90 dias encerramento completo do defeito. Em nenhuma altura
houve sinais de inflamac&o. No grupo controlo aos 15 dias
tecido fibroso e sem osso, 30 dias pouco 0sso ondular a volta
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do defeito e o resto com tecido fibroso e necroético, 45 e 60 dias
0 0ss0 a volta do defeito estava mais maduro e o centro
preenchido com tecido conjuntivo, 75 dias quantidade de osso
aumentou e medula observada nas zonas de osso lamelar, 90
dias aumento formacao éssea, no entanto o centro continuou
com tecido conjuntivo. Sem sinais de infecdo nem inflamacé&o.
A percentagem de regeneracdo Ossea foi maior no grupo
experimental em qualquer fase do estudo.

Bakhshal
ian et al
(43)

2013

Research

Coelho

30

A espessura do 0sso € maior no grupo experimental (MDD) em
qualquer altura do estudo, no entanto no fim do estudo as
diferencas entre controlo e experimental ndo eram
estatisticamente  significativas. O volumo désseo  foi
significativamente maior no grupo experimental aos 15, 30 e 60
dias, mas aos 90 apesar de maior, ndo houveram valores
significativos. A espessura trabecular era maior no 15° e 60°
dias no grupo controlo com diferengas estatisticamente
significativas aos 60 dias, no entanto no fim a espessura foi
maior no grupo experimental. O nimero de osso trabecular foi
maior no grupo experimental em todas as fases do estudo.
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9. Propostade um estudo

= Estudar a eficacia de varios graus de desmineralizacdo na desinfecdo da matriz de dentina
utilizada como enxerto 6sseo.
= Comprovar se a intensidade de desmineralizacdo da matriz de dentina interfere na libertacédo

e atuacao da proteina BMP-2.

A investigacdo que se pretende desenvolver serd efetuada com dentes extraidos de
pacientes que se dirjam ao servico da Clinica da Faculdade de Medicina Dentaria da
Universidade do Porto. Os dentes recolhidos para este estudo serdo unicamente os dentes com

extracao indicada.
A selecdo dos dentes extraidos seré feita através dos seguintes critérios:

o Critério de inclusao: Dentes definitivos humanos vitais extraidos.

o Critério de exclusdo: Dentes com tratamento endodoéntico radical.

A populagéo alvo sera dividida em dois grupos:

o Grupo A - estudo microbiolégico do particulado;
o Grupo B - quantificacdo da expressao da proteina Bone Morphogenetic Protein 2 do

particulado;

Cada grupo sera subdividido em 3 sub-grupos consoante o processo de desinfe¢éo e grau

de desmineralizacéo:

Para todos os sub-grupos a selecdo da amostra sera feita de forma aleat6ria, sem
necessidade de recolha de histéria clinica do paciente. A selecdo dos dentes devera seguir

unicamente os critérios de inclusdo e exclusao.

o Sub-Grupo 1 (controlo) - Ndo desmineralizado, ndo desinfetado
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Ap0s a extracdo, o dente devera ser limpo com soro, removendo-se o ligamento periodontal
com broca laminada ou com uma lamina de bisturi. O dente deveréa ser seccionado pela juncéo
amelocementaria. Qualquer tipo de material restaurador devera ser removido, bem como as
manchas presentes cemento e/ou dentina com uma broca diamantada. A polpa também devera

ser removida. Posteriormente a este tratamento o dente sera moido.

o Sub-Grupo 2 — Desmineralizacao parcial

Para este sub-grupo a diferenca ao sub-grupo 2 é relativamente a desmineralizacdo onde

sera aplicado o protocolo da Smart Dentin Grinder®.

o Sub-Grupo 3 — Desmineralizagcdo completa

Para este sub-grupo a diferenca ao sub-grupo 3 é relativamente ao tempo de emersao da
amostra no produto desmineralizante do protocolo da Smart Dentin Grinder®. O tempo de

submersao sera extravasado para simular uma desmineralizagdo completa.

Em todos os grupos a moagem é feita através do dispositivo Smart Dentin Grinder® para

obter duas medidas de particulas.

Cada subgrupo sera testado com uma andlise microbiolégica e uma quantificagdo por

Western blotting.

Os resultados do estudo apresentado pretendem contribuir para alargar o conhecimento
sobre este novo material de enxerto 6sseo. Pretende também verificar se existe algum risco de
contaminacado, devido a presenca de microrganismos apdés o processamento da matriz de

dentina sem prejudicar a libertacao e atuacéo da proteina BMP-2.
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Este estudo ndo acarreta qualquer tipo de risco para 0s eventuais participantes, exceto
os inerentes as exodontias.

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica da FMDUP (Anexo 1).

Todos os dados recolhidos e os resultados obtidos no decorrer da investigacdo serdo
totalmente confidenciais, salvaguardando-se sempre a identidade e anonimato dos seus

participantes, ficando limitado o seu acesso aos investigadores responsaveis.

A inclusé&o dos resultados deste estudo em publicagfes e/ou conferéncias compreendera
a salvaguarda da identidade de todos os seus participantes permitindo o seu anonimato.

O consentimento informado (Anexo 2) devera ser acompanhado por um documento
informativo (Anexo 3) e por uma explicacao verbal, feito pelo investigador/a, sobre os principais
aspetos do estudo, os riscos, a participacéo e/ou desisténcia espontanea, a confidencialidade e
0s contactos dos investigadores. O consentimento informado a aplicar devera estar de acordo
com as recomendacdes internacionais de ética para a Investigacdo Médica em Humanos da
Declaracdo de Helsinquia e ser devidamente aprovado pela Comissdo de Etica respetiva ao
centro/instituicdo de investigacdo. Ambos os documentos deverdo ser assinados e duplicados,

ficando um exemplar com o participante no estudo e o outro com a investigadora principal.
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A evidéncia cientifica disponivel descreve o potencial da matriz de dentina associada a

BMP-2 na osteogénese e como material de enxerto 6sseo.

Atualmente, existe consenso entre varios autores relativamente a eficacia da MDD na
regeneragao 0ssea, no entanto ainda nao se chegou a uma concluséo sobre qual seria 0 melhor
protocolo para a sua obtencdo. Na literatura cientifica encontram-se descritos varios protocolos,
mas poucos detalhados, ndo uniformizados e néo reprodutiveis. Entre eles destacaram-se dois,
0 AutoBT® cujo protocolo é realizado no Korea Tooth Bank e pode demorar até varios dias para
ser utilizado, e o protocolo do Smart Dentin Grinder® totalmente in-office, que permite uma

utilizacdo do particulado no mesmo dia da cirurgia.

Desta forma, torna-se pertinente o desenvolvimento de novos estudos para definicdo de
um protocolo exequivel ou afericdo de algum dos existentes que potencia a agdo das proteinas,
nao colagénicas como de outros fatores de crescimentos, sem correr o risco de colocar um

enxerto contaminado que possa prejudicar o sucesso da regeneragao ossea.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer da Comissao de Etica
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Esm’ Senboea
Dr* Estelle Alexandra Ahves ila Fonte
Foculdade de Madicina Dersira da U Poro

Uhuo32 02 Mar 202

Assunto: Parccer relatnamionte oo Projeio de bavestigagio o* 232019
(Regeneracho Gusen o wtuncho dao UMIN2 na domiseraliescio da matriz de
destina).

Inferma V. Exa. que 0 peakto supracitado foi analisado ra reunido da Comissin de Fricy pars a
Saide, da FMDUR, no dia 17 & janeiro de 2020

A Comissdo de Erica ¢ Taverdived & readizagio do projeso tal como apreseniada.

O formuldrio definitive de apresentoglo do tabulho, sprovads ¢ carimbado pefa Comisdo &
Etica para 2 Saude, da PMDUP, acompanha a presente comunicagio.

A Comissdo de Etica recomends 3 existinci oy wm seguro e respomsabilidade ol ¢ redemb
e 4 inexieincia de s responiahiliza dirctamente oo investigadores.

Subject: Recommendation on the research project u* 242019
(Regenerncho Ossen e atungho da BMP2 na desmisernlizache da matniz de
demtina).

| hereby inform that the alorementionad project was analyzad on the 17 day of jansey, 2020,
o the Etbecy Commitice for Health of the Facalty of Dental Medicine,
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Anexo 2 — Consentimento informado

Declaracdo de Consentimento

Lonsiderands a lei n“67/98, de ZE de outubro, alterada pela lei n®/03/Z015, de 24 de agosto, e a “Declaragio de Helsinguia” da Associagdo Médica Mundial
(Helsinguia 1964 Taquio 1975: Veneza 1985 Hong Kang 1989 Somerset West 1996, Edimburga 2000, Washington Z00Z, Tdquio 2004, Seul 2008 e Fortaleza Z013),

(nome completa),

compreendi a explicagio que me foi fornecida, por escrito e verbalmente, relativa & investigagéo que se tenciona realizar na Faculdade de Medicina
Dentéria da Universidade do Porto, no para a qual & pedida a minha participagdn. Foi-me dada oportunidade de fazer as perguntas que julguei

necessarias, e para todas obtive resposta satisfatdria.

Tomei conhecimento de que, de acordo com as recomendagies da Declaragao de Helsinguia e do Protocolo Adicional & Convengéo dos Direitos do
Homem e Biomedicina, relativo a Investigagéo Biomédica (Protocolo de Estrasburgo de 2003), a informagao que me foi prestada versou os objetivos,
os métodos, os beneficios previstos. os riscos potenciais e o eventual desconforto. Além disso, foi-me afirmado que tenho o direito de decidie
livremente aceitar ou recusar a todo o tempo a minha participagdo no estudo. Sei que se recusar nao haverd qualguer prejuizo na assisténcia que

me & prestada, néo terei que suportar qualquer penalizagdo nem quaisquer despesas pela participagdn neste estudao.

Foi-me dado todo o tempo de que necessitei para refletir sobre esta proposta de participagao.

Nestas circunstancias, decido liveemente aceitar participar neste estudo, tal como me foi apresentado pela investigadora Estelle Alexandra Alves

da Fonte sabendo que a confidencialidade das pacientes e dos dados a elas referentes se encontra assegurada.

Consinto que seja utilizado, para esse fim, os dados (Grgdo humano - dentes) para publicagdo cientifica (formato em

papel/digital/conferéncia/palestra), distribuigéo e circulagdo (nacional e/ou internacional) desde que irreversivelmente anonimizados.

Data:  / /

Assinatura da paciente:

Se nao for a prapria participante a assinar, por incapacidade mental comprovada ou idade inferior a 18 anos:

Nome:

Bl n.2/CL: datadode _ /  / validade  / /

Grau de parentesco ou tipo de representagao:

Assinatura:
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Anexo 3 — Informacdo ao paciente

Informagéo aos pacientes
“REGENERAGAD (SSEA E ATUAGAD DA BMP-2 NA DESMINERALIZAGAD DA MATRIZ DE DENTINA"

Introdugén

(s dentes autogénicos séo um material de enxerto muito til na prética clinica devido as suas capacidades de formag#o dssea, mas também devido
a sua respaosta bioldgica diminuida devido a homogeneidade genética. Esta investigagdo tem por objetivo verificar se o grau de desmineralizagéo
aplicado aos dentes extraidos permite uma desinfego adequada do enxerto sem interferir na quantidade de proteina morfogenética de osso (BMP)

presente na dentina essencial para a formagAo dssea.

Procedimento

Os seus dentes extraidos que fazem parte do seu plano de tratamento constituirdo o objeto de estudo.

Riscos
Este estudo no acarreta qualquer tipo de risco para os eventuais participantes.

Aspetos Eticos
Este projeto de investigagéo foi devidamente submetido e aprovado pela Comisséo de Ftica da Faculdade de Medicina Dentéria da Universidade do

Porto.

0 grupo de investigadores responsabilizar-se-4 pelo respeito pela confidencialidade, mantendo os dados das participantes em total anonimata.

Resultados

Se manifestar interesse, os dados recolhidos serdo fornecidos ao paciente.

Participagdn e/ou Desisténcia
A sua participagdo & completamente livre, e por isso, se decidir ndo participar, esta sua deciséo ndo afetard, em qualquer circunstancia, a qualidade

dos cuidados médicos que |he séo prestados.
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Confidencialidade
Todos os registos efetuados neste estudo serdn totalmente confidenciais mantendo o respeito méximao pela sua privacidade.

(s seus dados e o seu nome serdo substituidos por codificagan. Todas as publicagdes referentes a esta investigagéo respeitardo a sua privacidade
ficando salvaguardado o seu anonimato.

g\b—S@'HB /’H(’/cﬂ(lﬂ(‘,\ A/L,P/: (J[C-\ ’1'\t.€'

Investigador Principal
Estelle Fonte

R

Orientador
Prof. Doutor Jodo Carlos Antunes Sampaio Fernandes

S f o~ L~—NX

Coorientadora
Prof. Doutora Inés Sansonetty Gongalves Corte-Real

Declaro que recebi, li e compreendi o documento “Informagéo aos pacientes”.

Data:  / /

Assinatura do paciente:

Investigador Principal: Estelle Fonte
Contacto: 311172827

Correio eletrdnico: mimd207|@fmd.up.pt/ estelle.fonte@gmail.com
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