( UNIVERSIDADE
!)UNIGRANRIO ¢ [PROPEP
|

UNIVERSIDADE MANTIDA PELA COMPANHIA
NILZA CORDEIRO HERDY DE EDUCACAO E CULTURA
CNPJ 29.403.763/0001- 65

UNIVERSIDADE DO GRANDE RIO “PROF. JOSE DE SOUZA
HERDY”
UNIGRANRIO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

DESENVOLVIMENTO DE ENXERTOS ATRAVES DA TECNICA DA
MATRIZ DENTINARIA DESMINERALIZADA
— ANALISE MICROESTRUTURAL

DISSERTACAO

MARCIO BATISTA DO NASCIMENTO

2022

UNIGRANRIO - UNIVERSIDADE DO GRANDE RIO - “PROF. JOSE DE SOUZA HERDY”, cadastrada no MEC sob o n°472,
UNIVERSIDADE MULTICAMPI



UNIVERSIDADE DO GRANDE RIO “PROF. JOSE DE SOUZA HERDY”

UNIGRANRIO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

DESENVOLVIMENTO DE ENXERTOS ATRAVES DA TECNICA DA
MATRIZ DENTINARIA DESMINERALIZADA — ANALISE
MICROESTRUTURAL

MARCIO BATISTA DO NASCIMENTO

Orientador:

Dissertacdo  apresentada ao
Programa de Poés-Graduacdo em
Odontologia, da Universidade do
Grande Rio (UNIGRANRIO),
como parte dos requisitos para a
obtencdo do grau de Mestre em
Odontologia (Area de
concentracdo Implantodontia).

Prof. Dr. Fabiano Luiz Heggendorn

Co-orientador (a):

Dr. Alexandre Antunes Ribeiro

2022



DESENVOLVIMENTO DE ENXERTOS ATRAVES DA TECNICA DA
MATRIZ DENTINARIA DESMINERALIZADA — ANALISE
MICROESTRUTURAL

MARCIO BATISTA DO NASCIMENTO

Dissertacdo  apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em
Odontologia, da Universidade do
Grande Rio (UNIGRANRIO),
como parte dos requisitos para a
obtencdo do grau de Mestre em
Odontologia (Area de
concentracdo Implantodontia).

Aprovada em 27 de setembro de 2022

Banca examinadora

Prof. Dr. Fabiano Luiz Heggendorn
Universidade do Grande Rio - UNIGRANRIO
Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia

Dr. Alexandre Antunes Ribeiro
Instituto Nacional de Tecnologia do Rio de Janeiro - INT

Dra. Andreza Menezes Lima
Instituto Nacional de Tecnologia do Rio de Janeiro - INT

Prof.2 Dr2. Danielle Dutra Voigt
Universidade do Grande Rio - UNIGRANRIO
Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia



DEDICATORIA

Dedico esta dissertacdo a Deus o autor e
consumador da minha fé, a minha querida esposa e aos
meus filhos amados, que comigo caminharam lado a lado

rumo a mais uma conquista.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ter me condicionado a chegar até aqui, agradecgo a
minha familia que em todo tempo me apoiou em todos os momentos, agradeco ao
meu orientador Dr. Fabiano que foi muito mais que um orientador (Proveérbios 17:17)
“‘Em todo o tempo ama o amigo; e na angustia nasce o irmao”, agrade¢o ao meu
coorientador Dr, Alexandre Antunes quem me abril as portas no INT e tanto se
dedicou para que esse dia chegasse, Dra. Andreza quem se dedicou e se dispds a
me orientar e ajudar dentro dos laboratérios do INT, agradeco a coordenacdo e
professores do PPGO, agradeco a todos os colegas que contribuiram para o0 meu

crescimento e desenvolvimento!



INDICE

1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA ......ccccooviieieeceieie e

2.

3.

JUSTIFICATIVA L

OBJIETIVO(S) cvrveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeesesseeseesseeseeseeseeeeessesseesse e esesseeseeene e

. APENDICE

. MATERIAIS E METODOS ....coouiviviiiieeeeeeeee e e et en s e
CRESULTADOS ...ttt ee et en st
CDISCUSSAD ...ttt
L CONCLUSAOD ..ottt ettt

. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oco oo e

01

19

21

22

36

48

55

56

60



RESUMO

O objetivo deste estudo foi o de avaliar um protocolo metodolégico com maior
eficiéncia desmineralizadora para o tratamento quimico de enxerto autégeno da
matriz dentinaria desmineralizada (DDM), padronizando a melhor metodologia a ser
empregada para a produgdo da DDM. Materiais e Métodos. Foram utilizados 9
dentes, seccionados horizontalmente em discos de 3 a 4 mm de espessura,
formando corpos de prova (CPs) originados da porcdo radicular e da porcéo
coronaria. Os CPs foram submetidos a limpeza ultrassbnica e secagem em estufa
por 1h a 100°C. Em seguida foi determinada a densidade pelo método Arquimedes
de cada CP, quando imersos em agua destilada. Posteriormente as amostras foram
divididas em 5 grupos: G.Control: controle negativo, Agua destilada (n = 3); G.EDTA:
controle positivo, EDTA trissddico (n = 3); G.NaOCI: hipoclorito de sodio a 2,5% (n =
3); G.HCI-0,6M: &cido cloridrico 0,6M (n = 3) e G.H202/H2SOa4: peréxido de
hidrogénio e acido sulfurico (n = 3). Cada CP foi imerso em 5 ml, da solugéo
descalcificadora correspondente de seu grupo, em frascos tipo penicilina de 10 mi
em cuba ultrassbnica contendo agua destilada pré-aquecida a 60 °C, por 1h.
Posteriormente foi determinada a perda de massa e a Densidade pelo método
Arquimedes apos a imersdo dos CPs. Em Ultima andlise, dois CPs de cada grupo foi
analisado em microscopia eletronica de varredura e em microanalise elementar por
Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-x (MEV-EDS). Resultados. A anélise
revelou uma maior perda de massa no G.HCI-0,6M. J& a diferenca da determinacéo
da densidade (p) e Densidade Relativa (DR) entre 0s grupos demonstrou uma
reducdo da p e da DR maior nos grupos G.HCI-0,6M (p = - 0,42 + 0,19 g/cm3, DR = -
18,45 + 10,58 %), G.EDTA (p = - 0,11 + 0,03 g/cm3, DR = - 4,10 *+ 1,94 %),

G.H202/H2S04 (p = - 0,08 + 0,06 g/cm?, DR = - 3,10 + 1,65 %) e G.NaOCI (p = - 0,03



+ 0,04 g/lcm3, DR = - 1,31 + 1,55 %). A diferenca de Porosidade (Poros.) também
seguiu 0 mesmo padrao dos grupos acima, revelando um ganho de porosidade nos
grupos G.HCI-0,6M (Poros. 18,45 + 10,58 %), G.EDTA (Poros. 4,10 £ 1,94 %),
G.H202/H2S04 (Poros. 3,10 + 1,65 %) e G.NaOCI (Poros. 1,31 + 1,55 %). A andlise
no MEV revelou no G.HCI-0,6M e G.H202/H2SO4 imagens sugestivas de maior
desmineralizacdo quando comparado aos demais grupos. O G.H202/H2SO4 revelou
uma intensa desmineralizacéo na superficie, quando comparado aos demais grupos,
revelando tdbulos dentinarios expostos, abaixo do nivel da superficie dentinaria, com
desmineralizacao intertubular, se assemelhando a scaffolds. Analise no MEV-EDS
evidenciou uma composicao diversificada de O, C, P e Ca nos grupos G.H202/H2S04
e G.HCI-0,6M. Concluséo. Através do emprego da determinacdo da densidade pelo
método Arquimedes foi possivel identificar o melhor potencial de desmineralizacéao
nas solugbes de HCI-0,6M, H202/H2SO4 e EDTA, acarretando caracteristicas de
microporosidade mais adequadas em termos de profundidade dos microporos. O
emprego da solugdo de G.H202/H2SOs4 permitiu a formagdo de microporos
interconectados, sugerindo melhores estruturas de poros para aplicacdo em

scaffolds, quando comparadas com as demais solucdes estudadas.

Palavras-chave: Arcabouco; enxerto autbgeno e matriz dentinéria desmineralizada.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate a methodological protocol with greater
demineralizing efficiency for the chemical treatment of autogenous grafts of the
demineralized dentin matrix (DDM), standardizing the best methodology to be used
to produce DDM. Materials and methods. Nine teeth were used, horizontally
sectioned into 3 to 4 mm thick discs, body of test (Bt) originating from the root portion
and the coronal portion. The CPs were submitted to ultrasonic cleaning and drying in
an oven for 1 h at 100 °C. Then, the density was determined by the Archimedes
method of each Bt, when immersed in distilled water. Subsequently, the samples
were divided into 5 groups: G.Control: negative control, distilled water (n = 3);
G.EDTA: positive control, trisodium EDTA (n = 3); G.NaOCIl: 2.5% sodium
hypochlorite (n = 3); G.HCI-0.6M: 0.6M hydrochloric acid (n = 3) and G.H202/H2S04:
hydrogen peroxide and sulfuric acid (n = 3). Each Bt was immersed in 5 ml of the
corresponding descaling solution of its group, in 10 ml penicillin flasks in an
ultrasonic vat containing distilled water preheated to 60 °C for 1 h. Subsequently, the
mass loss and Density were determined by the Archimedes method after the
immersion of the Bts. Ultimately, two CPs from each group were analyzed in
scanning electron microscopy and in elemental microanalysis by X-ray Energy
Dispersive Spectrometry (SEM-EDS). Results. The analysis revealed a greater mass
loss in G.HCI-0.6M. The difference in the determination of density (p) and Relative
Density (RD) between the groups showed a greater reduction of p and DR in the
G.HCI-0.6M groups (p = - 0.42 £ 0.19 g/ cm3, DR = - 18.45 + 10.58 %), G.EDTA (p =
- 0.11 + 0.03 g/cm3, DR = - 4.10 + 1.94 %), G.H202/ H2SO4 (p = - 0.08 + 0.06 g/cm?,
DR =-3.10 + 1.65 %) and G.NaOCI (p = - 0.03 £ 0.04 g/cm3, DR = - 1.31 + 1.55 %)).

The difference in Porosity (Poros.) also followed the same pattern as the groups



above, revealing a gain in porosity in the groups G.HCI-0.6M (Poros. 18.45 + 10.58
%), G.EDTA (Poros. 4.10 £ 1.94%), G.H202/H2SO4 (Pores. 3.10 + 1.65%) and
G.NaOCl (Pores. 1.31 + 1.55%). The SEM analysis revealed in G.HCI-0.6M and
G.H202/H2S04 images suggestive of greater demineralization when compared to the
other groups. The G.H202/H2S04 showed an intense demineralization on the surface,
when compared to the other groups, revealing exposed dentinal tubules, below the
level of the dentin surface, with intertubular demineralization, resembling scaffolds.
Analysis in SEM-EDS showed a diversified composition of O, C, P and Ca in the
groups G.H202/H2SO4 and G.HCI-0.6M. Conclusion. Through the use of density
determination by the Archimedes method, it was possible to identify the best
demineralizing potential in HCI-0.6M, H202/H2SO4 and EDTA solutions, resulting in
more adequate microporosity characteristics in terms of micropore depth. The use of
the G.H202/H2SO4 solution allowed the formation of interconnected micropores,
suggesting better pore structures for application in scaffolds, when compared to the

other solutions studied.

Keywords: Scaffold; autogenous graft; demineralized dentin matrix.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 REGENERACAO OSSEA GUIADA

A regeneracdo 6ssea guiada (ROG) visa o ganho de volume Gsseo vertical e
horizontal em rebordos atroficos, sendo utilizadas diferentes técnicas regenerativas
associadas a biomateriais. A preservagdo do volume dos processos alveolares
constitui um desafio para o cirurgido-dentista que visa a reabilitagdo do paciente com
proteses implanto-suportadas. Para tais situagfes a técnica de ROG e os implantes
imediatos sao as opc¢oes terapéuticas de escolha (De Carvalho et al., 2004).

A técnica de ROG objetiva minimizar o processo fisiolégico da remodelacao
O0ssea poés exodontia para instalacdo de implantes 0sseo integrados mantendo a
espessura e a altura éssea, sendo indicada para reconstrucdo de rebordos
alveolares (Pinto et al., 2000). Ela esta baseada na hipétese de que uma membrana
age como barreira fisica quando sobreposta ao defeito 6sseo, evitando a presenca
de células indesejaveis ao reparo 6sseo, tais como do epitélio bucal e do tecido
conjuntivo, e assim facilitando o processo de regeneracdo 6ssea que ocorre em uma
taxa mais lenta que os tecidos moles (De Carvalho et al., 2004; Sheikh et al., 2015).
As membranas reabsorvieis, como as a base de colageno, e as ndo reabsorvieis,
como as a base de politetrafluoretileno expandido, PTFE-e, e a denso, PTFE-d, sédo
utilizadas para estabilizar o enxerto, limitar a reabsor¢cdo do enxerto e atuar como
barreira oclusiva para os tecidos moles (Sheikh et al., 2015). Para se obter o
sucesso € imperativo que haja, abaixo da membrana, um espaco biolégico que deve
ser mantido através de parafusos metalicos com o emprego da técnica da tenda ou
suportar a membrana através do remanescente 0sseo ou biomaterial (De Carvalho

et al., 2004). Logo, dependendo do volume a ser reconstruido, sdo necessarios
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parafusos de enxertias, telas de titAnio ou membranas absorviveis e grandes
volumes de biomateriais.

A regeneracao O0ssea alveolar representa um obstaculo para a instalacdo de
implantes 6sseo-integrados. A destruicdo ou reabsor¢do do rebordo alveolar pode
dificultar ou até impossibilitar a instalacdo de implantes 6sseo integrados em posi¢ao
funcional ideal (Joshi et al., 2019).

Regulado por diversos fatores, o processo de regeneragdo éssea é “‘uma
cascata complexa e multifatorial de eventos biol6gicos que incluem a migracdo, a
proliferacdo, a adesdo e a diferenciacdo celular, para além da neoformacéo
vascular”. Este processo € alcancado através da osteogénese, osteoinducdo e
osteoconducao (Dos reis Lobato, 2016).

A osteogénese consiste na formacao de tecido 6sseo, mesmo ha auséncia
de células mesenquimais indiferenciadas. A transformacdo destas células em
osteoblastos ocorre através da atuacdo de fatores de crescimento, sendo
denominada de osteoinducédo (Dos reis Lobato, 2016). Ja a osteoconducdo € o
mecanismo de deposicdo de novo tecido ésseo sobre uma matriz, o enxerto 0sseo,
denominado de aposicdo. Os materiais osteocondutores estimulam a migracédo de
células potencialmente osteogénicas, como osteoblastos, células perivasculares e
células estaminais de medula déssea. Logo o enxerto 0sseo deve permitir a
colonizacao, proliferacdo, migracéo e a diferenciacéo celular por toda a sua estrutura
de suporte (Carvalho, 2004; Dos reis Lobato, 2016).

Os biomateriais de enxerto 0sseo sdo categorizados em autoenxerto,
aloenxerto, colhido de outra espécie e transferido para mesma espécie, aloplastico,
material sintetizado e derivado de uma hidroxiapatita, e xenoenxerto, tecido 6sseo
colhido de uma espécie diferente a que ira ser implantado. O emprego de cada um

destes grupos depende de diversos fatores como volume, area a ser recuperada e
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local. Dentro desta categorizacdo o padrao ouro é o enxerto autbgeno, autoenxerto,
devido a sua osteoindutividade, osteocondutividade e osteogenecidade, porém sua
limitagdo tange na necessidade da existéncia de um volume adequando da area
doadora de enxerto, além de desenvolver um defeito 6sseo no sitio doador e ocorrer
uma inevitavel reabsorcdo do enxerto no local de enxertia (Kim et al., 2010; Lemos,
2019).

Ja os enxertos alégenos e xendgenos podem representar um risco na
propagacéao de infeccao, além de representarem um alto custo para o paciente (Kim
et al., 2010). Em contrapartida, os enxertos sintéticos podem ser seguros, mas sao
limitados quanto a capacidade de promover osteogénese e osteoinducao, limitando
a sua indicacao (Kim et al., 2010).

Logo, um substituto o&sseo ideal deve apresentar propriedades
osteocondutoras, osteogénicas e osteoindutoras, além de possuir estabilidade
biomecéanica e capacidade de se degradar dentro de um tempo apropriado,
fornecendo um ambiente favoravel para invasdo de vasos sanguineos e células
formadoras de osso (Janicki & Schmidmaier, 2011).

A propriedade osteocondutora pode ser modulada através da composicao,
caracteristica da superficie e estrutura interna do biomaterial. Ja a caracteristica
osteoindutiva e osteogénica pode ser obtida pela adicdo de fatores de crescimento e
células estromais mesenquimais multipotentes (MSCs), capazes de reconstruir
estruturas 6sseas e medulares (Janicki & Schmidmaier, 2011).

Os substitutos 6sseos ainda podem ser divididos em materiais bioldgicos e
sintéticos. Dentre os materiais biol6gicos estdo os corais, polimeros naturais, como
0s colagenos tipo |, a matriz 6ssea desmineralizada (DBM) e a matriz dentinaria

desmineralizada (DDM) (Janicki & Schmidmaier, 2011).



Em relacao aos biomateriais, a aplicacdo de dentes humanos como possivel
biomaterial para procedimentos de enxertia 0ssea € pouco estudada. Poucos
cirurgides-dentistas pesquisaram a dentina humana sob a ética do biomaterial para
regeneracdo 0ssea, optando por descartar como residuos infecciosos os dentes
humanos extraidos (Murata et al., 2012).

Vale ressaltar a legalidade clinica no uso deste tipo de enxerto autégeno,
mediante o consentimento do paciente, uma vez que, na pratica odontolégica sdo
encontrados restos radiculares ou mesmo procedidos sepultamentos radiculares
sem danos ao paciente (Park et al., 2012; Lemos, 2019).

Além disso, a facilidade em trabalhar com a técnica da matriz dentinaria
desmineralizada se encontra no fato de ser considerada pela agéncia federal do
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA) como um tecido humano reprocessado e ndo um dispositivo
médico, ndo necessitando passar pelos testes rigorosos de eficacia que um

dispositivo médico exige (Janicki & Schmidmaier, 2011).

1.1.1 Matriz dentinaria

A aplicacdo de enxerto 6sseo autdégeno dentario vem se consolidando nas
pesquisas clinicas e laboratoriais (Catanzaro-Guimaraes et al.; 1986; Joshi et al.,
2019), por poder ser usados como arcaboucos, scaffolds, ou como fonte de fatores
de crescimento, potencializando assim o ganho 0sseo (Tabatabaei et al., 2016).
Dentre as técnicas de preparo, as mais estudadas sédo, o extrato de dentina,
particulas de dentina (cinza de dente), dentina liofilizada, dentina desmineralizada e

dentina desnaturada (Catanzaro-Guimaraes et al., 1986).



Os enxertos preparados com dentes humanos extraidos possuem
semelhancas com 0 0sso, tanto estruturalmente quanto bioquimicamente (Kim et al.,
2014; Joshi et al., 2019). A matriz dentinaria desmineralizada (DDM) demonstrou a
presenca de proteinas morfogénicas 0sseas exdgenas (BMPs) e outros fatores de
crescimento que promovem a remodelacdo éssea (Joshi et al., 2019), como o fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF-Il), o fator de crescimento endotelial
vascular, o fator de crescimento transformador (TGF) e o fator de crescimento
transformador beta (Joshi et al., 2019; Lemos, 2019). Ainda sdo encontrados relatos
da presenca de osteopondina, sialoproteina dentinaria, osterix e osteocalcina,
podendo representar uma alternativa como substituto 6sseo particulado (Lemos,
2019).

Com excelente capacidade de regeneracdo O0ssea e chance relativamente
inexistente de antigenicidade, doencas genéticas e transmissédo de doencas, a DDM
vem se tornando foco nos estudos de biomateriais (Catanzaro-Guimarédes et al.,
1986; Lemos, 2019). De facil obtencédo, a matriz dentinaria mantém a capacidade de
heteroinducdo 6ssea mesmo apds o0 processamento em liofilizacdo, esterilizacao e
armazenamento sob refrigeracdo (Catanzaro-Guimaraes et al., 1986).

Os trabalhos iniciais da aplicacdo deste biomaterial foram iniciados por
Yeomans & Urist (1967) quando relataram a inducdo Ossea por dentina
descalcificada implantadas em defeitos 6sseos mandibulares e em cavidades
dentarias vazias em coelhos. Apés 4, 8 e 12 semanas os implantes foram avaliados
histologicamente indicando uma reabsorcdo relativamente lenta com inducédo de
deposicdo Ossea sobre a dentina acelular descalcificada.

Estudos utilizando implante com matriz dentinaria em forma de disco ou
particulas indicaram um ativo processo de reabsorcdo e substituicAo nos sitios

0sseos enxertados. O processo de reabsorcdo da matriz ocorre paralelamente com
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a substituicdo pelo novo osso neoformado de forma lenta, com média de 90 dias de
duracéo. Inicialmente, o tecido fibrocelular que envolve o biomaterial desencadeia o
processo de reabsorcao da superficie da matriz dentinaria. A atividade colagenolitica
garante a parcial degradagdo interna da matriz dentinaria, formando lacunas onde
células mesenquimais se diferenciam em osteoblastos. Nesse ponto, a matriz é
entdo substituida com a deposi¢do 6ssea gradual em sua superficie e no interior do
biomaterial (Catanzaro-Guimarées et al., 1986).

Outros autores também ja discutiram a possibilidade de utilizar enxertos
desmineralizados de dentina e 0sso como enxertos aldgenos e xendgenos (Huggins
et al., 1970). Entretanto, um estudo posterior indicou que a diferenciacdo Ossea
induzida por matriz extracelular ser espécie - especifica, demonstrando fraca
capacidade de inducdo 6ssea quando aplicadas matrizes 0sseas entre espécies, de

forma xendgena (Sampath & Reddi, 1983).

1.2 PROPRIEDADES OSTEOINDUTIVAS E OSTEOCONDUTIVAS

A inducéo é o mecanismo de diferenciacéo celular que depende da interacéo
de células indutoras e células respondentes (Yeomans & Urist, 1967). A sequéncia
de desenvolvimento da cascata na inducdo 6ssea passa pela quimiotaxia de células
mesenquimais, proliferacdo de células progenitoras, diferenciacdo de cartilagem e
0sso0, finalizando na hematopoiese (Sampath & Reddi, 1983). Inicialmente os fatores
de crescimento atuam como mediadores no recrutamento das células mesenquimais
gue se diferenciam em osteoblastos. ApGs o processo de maturagdo, estas células
sdo capazes de sintetizar a fase organica da matriz 6ssea, chamada de ostedide,

finalizando a formacao ectopica do tecido 6sseo (Dos reis Lobato, 2016).



O tratamento de desmineralizacdo da dentina e do 0sso aumenta a
osteoindutividade, e diminui a antigenecidade. Dentina e 0sso0 sao quase
semelhantes em componentes quimicos. Ambos consistem em colageno (20%),
hidroxiapatita (70%) e fluido corporal (10%) em peso. A dentina € uma matriz
acelular rica em coladgeno sem vasos, enquanto 0 0sso € um tecido celular com
vasos (Murata et al., 2012; Lemos, 2019). Ja a DDM e a matriz éssea insoluvel em
acido (DBM) sao compostos de colageno tipo | (95%) e proteinas ndo colagenas,
incluindo pequenas quantidades de fatores de crescimento, como BMPs endbégenos
(Murata et al., 2012). Logo, tais achados fazem com que o dente seja um substituto
indutivo ideal, induzindo a diferenciacdo do mesénquima em cartilagem e 0sso
(Huggins et al., 1970).

Além do tamanho e da forma da particula de dentina, o procedimento de
preparacdo também influencia diretamente na capacidade de osteoinducédo e
osteoconducdo da matriz dentinaria (Tabatabaei et al., 2016). JA a sua
armazenagem com autoclavagem preévia, sugere reducao da forca da dentina, com
melhores resultados quando estocado em nitrogénio, ndo afetando a matriz
dentinaria (Tabatabaei et al., 2016). Além disso, liofiizacdo e armazenagem em
tanque de nitrogénio também sao relatadas por diminuir a antigenicidade dos
biomateriais (Carvalho, 2014; Tabatabaei et al., 2016).

Além destes fatores, a concentracdo, o pH do material de extracdo e a
duracdo de exposicdo sao fatores a serem considerados no protocolo. Também foi
encontrado um relato de aplicacdo de inibidores de proteases a fim de evitar a
destruicdo de proteinas no processo de extracdo (Tabatabaei et al., 2016).

Quando os implantes séo liofilizados, a matriz 6ssea € descalcificada. As
proteinas globulares e fibrinosas da matriz dentinaria ao permanecer em contato

com as células mesenquimais desencadeiam a atividade colagenolitica tornando-as
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indutoras para osteogénicas (Yeomans & Urist, 1967). A dentina ap6s a
descalcificacdo pode ser definida como uma matriz composta de colageno tipo |,
associada a fatores de crescimento (Murata et al., 2012). J& o Cemento, um material
semelhante ao osso também contém TGF, IGF | e colageno tipo | e tipo I,

contribuindo para osteoinducao (Joshi et al., 2019).

1.3 MATRIZ DENTINARIA DESMINERALIZADA E BMPs

A proteina morfogénica 6éssea humana recombinante 2 (BMP-2) € um dos
fortes indutores de o0sso, induzindo células mesenquimais pluripotentes a se
diferenciarem em osteoblastos e condrocitos (Murata et al., 2012).

A combinacdo da matriz dentinaria desmineralizada humana (DDM) com a
proteina morfogénica O0ssea humana recombinante 2 (BMP-2) vem sendo
correlacionada na potencializacdo da osteoinducdo, apresentando uma relacéo
direta da dose da BMP-2 utilizada com o aumento da osteogénese (Murata et al.,
2012).

Diferentes fontes de BMP-2 foram relatadas, como a incorporacdo de
membranas amnidticas humanas em DDM. Quando avaliadas in vivo, esta
associacao foi capaz de induzir a neoformacdo 6ssea direta com incorporacéo pelo
tecido 6sseo neoformado e remodelado, além de apresentar uma cicatrizacdo mais
rapida quando comparadas com o grupo de uso isolado de membranas amnidticas
humanas (Gomes et al., 2001).

Os achados histologicos demonstraram que as BMP-2/DDM aumentaram o
volume 6sseo e medular sequencialmente entre as particulas da DDM. Ja a BMP-2
foi capaz de induzir significativamente a osteogénese de forma acelerada na dentina

humana insolivel em acido. Esses resultados indicaram que a DDM humana é
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eficaz na liberacdo de BMP-2 representando um arcabouco adequado para a
neoformacado 0ssea (Murata et al., 2012).

Ja o uso isolado do DDM néo resultou em inducéo de tecido duro apo6s 3
semanas, enquanto o uso associado com a BMP-2 resultou em diferenciacdo de
condrécitos na superficie da DDM com extensa formacao éssea e remodelacédo a
nivel medular. Os autores indicaram que o volume de neoformacéo foi diretamente
proporcional ao volume utilizado de BMP, enquanto o volume de DDM diminuiu
paralelamente, e mesmo a aplicacéo isolada da DDM foi capaz de induzir osso e
cartilagem apés 4 semanas (Murata et al., 2012).

Outros estudos identificaram a liberagcdo de BMPs da DDM, potencializando
a regeneracdo Ossea. As BMPs presentes na matriz dentinaria possuem
subunidades com certas semelhancas as BMPs presentes nos tecidos 0sseos
(Bessho, 1990).

Gomes et al. (2001) relataram a incorporacdo de membranas amnioticas
humanas em DDM. Apds o preparo das DDMs, estas foram imersas em alcool etilico

70°C/gentamicina (5 ml/0,2 sol) e armazenadas a 2°C.

1.4 TECNICAS DE ENXERTIAS

O enxerto autdégeno ainda é considerado o padrdao-ouro, podendo ser
limitado pela disponibilidade na area doadora local e pela morbidade, além de
apresentar uma taxa imprevisivel de reabsorcdo do enxerto. Além disso,
dependendo da extensdo da perda, o aumento tridimensional pode requerer um
volume consideravel de enxertia (Joshi et al., 2019) que pode néo estar disponivel

no paciente.



Os enxertos 0sseos de dentes autdégenos sao desenvolvidos e estudados na
forma particulada, pulverizada e em bloco. O tipo bloco possui capacidade
osteoindutiva, através da molhabilidade do sangue, e osteocondutiva, através da
manutencdo do espaco a ser regenerado com uma lenta substituicdo. J& o tipo em
po é estudado em diferentes granulacdes e porosidades, possuindo osteoconducéo,
osteoinducéo e lenta substituicho. Ambos sdo relatados em preservacao alveolar,
restauracao estética do osso alveolar, fechamento de membranas sinusais e
aumento da estabilidade precoce do implante (Kim et al., 2010; Murata et al., 2012;
Kim et al., 2013; Lemos, 2019).

A forma particulada do dente com posterior aplicacdo como enxerto também
pode ser encontrada. Kim et al. (2014) liofilizaram o enxerto 6ésseo autdgeno de
dente, parte sendo da coroa dentaria e outra parte sendo da raiz. A andlise
demonstrou semelhanca ao 0sso autdgeno cortical (Kim et al., 2014).

Anteriormente Kim et al. (2010) relataram no protocolo a necessidade de
duas semanas para preparo do enxerto 6sseo autdogeno de dente. Os autores
demonstraram 0 sucesso em 6 casos de extragbes, com posterior preparo do
enxerto, para entdo, duas semanas depois realizar a cirurgia de ROG associada ao
enxerto 0sseo autégeno de dente nestes mesmos sitios onde foram realizadas as
extracdes. Apos o periodo de 5 meses foram instalados implantes com sucesso. Ja
em 2013, os mesmos autores relataram 12 casos clinicos de aplicacdo de enxertos
0sseos usando dentes autdégenos em blocos (bloco AutoBT) (Coréia Tooth Bank
Co., Seul, Coréia) em cirurgia de regeneracdo 0ssea guiada, levantamento de seio
maxilar e aumento de crista. Todos 0s casos apresentados tiveram resultados bem-
sucedidos, com apenas um paciente que apresentou deiscéncia de ferida pos-
cirrgica, com posterior cura, e um implante com fracasso na osseointegracao (Kim

et al., 2013).
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Outro estudo clinico utilizou o enxerto dentinario autégeno, em p6é e em
bloco, em 250 pacientes para instalacdo de implantes, preservacao alveolar pés-
extracdo, levantamento de seio maxilar e aumento de crista 6ssea realizada com
ROG. Somente 2 dos 133 implantes instalados apresentaram falhas na
osseointegracao, com perda tardia dos implantes (Park et al., 2012).

Também foi possivel verificar a associacdo de blocos e de particulas de
DDM em 13 pacientes para regeneracdo de osteoinducdo, em 38 pacientes para
instalacdo de implantes combinados com regeneracdo de osteoinducdo e em 5
pacientes para aumento de crista 0ssea. Ja o tipo isolado foi usado em 17 pacientes
para preservacao de alveolo (Park et al., 2012). Possuindo alta taxa de sucesso sem
complicacBes graves, com excelente elasticidade, flexibilidade e rapida capacidade
de cicatrizacdo Ossea, sem reacOes inflamatorias em todos os casos estudados
(Park et al., 2012).

O Enxerto dentinario em bloco se divide em forma de raiz (Root form) e
“‘enraizada” (Root on) (Fig. 1). A forma de raiz foi relatada para preservacédo e
reconstrucdo do alvéolo pos-extracdo, pois se assemelha a uma raiz dentaria. Ja o
Root on seria para aumento de crista horizontal ou vertical se assemelhando a um
bloco. Ambos foram especificados em preservacdo de alvéolo, restauracdo de
perfuracdo de membrana sinusal, aumento e estabilidade inicial de implantes (Park

et al., 2012).
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Figura 1 - Enxerto dentinario em bloco. Forma de raiz (Root form) (Imag. A)

e particulada (Imag. B) (Park et al., 2012).

1.4.1 Associacao com agregados plaquetarios

Seguindo o protocolo do banco de tecidos do hospital Memorial de Tata,
india, foram preparados aloenxertos a partir de dentes humanos associados com
cola de fibrina aut6loga, utilizando 2700 rotacGes por minuto (RPM) por 2 min,
permanecendo em contato os biomateriais de 5 a 10 min até formar o Sticky bone,
para entdo serem aplicados em um paciente de 43 anos na regido do dente 13, com
grande perda vertical e horizontal alveolar. Apés 4 meses, houve um aumento

tridimensional bem-sucedido da crista alveolar (Joshi et al., 2019).

1.5 TECNICAS DE PREPARO DA DENTINA DESCALCIFICADA: PROTOCOLOS

DE OBTENCAO DE DDM

Em 1967, Yeomans & Urist (1967) abriram a possibilidade da aplicacdo da

técnica da DDM. Os autores relataram a descalcificagcdo da dentina com HCI 0,6N,
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seguindo de lavagem, esterilizacdo e armazenamento em alcool 70% até o momento
da implantagao.

Diferentes métodos foram relatados no preparo da dentina como, extracao
de dentina, particulas de dentina (cinza de dente), dentina liofilizada, dentina
desnaturada e desmineralizacdo dentinaria (Gomes et al., 2001; Tabatabaei et al.,
2016). Sendo este ultimo, o processo mais utilizado na engenharia de tecido
(Tabatabaei et al., 2016).

Logo, os Protocolos de preparo de dentina foram categorizados em 4
grupos:

A - Preparacdo de dentina por extracdo de matriz organica de dentina nao
colagena: utilizado para extracdo de proteinas na dentina. E empregado cloreto de
guanidinio, hidréxido de célcio, agregado de trioxido mineral (MTA), alguns tipos de
acidos e EDTA. Sendo este ultimo, o que apresentou melhores resultados na
extracdo (Tabatabaei et al., 2016);

B - Preparacdo de dentina por desmineralizacdo: um dos mais antigos
protocolos utilizados (Tabatabaei et al., 2016). A dentina desmineralizada apresenta
dois tipos de porosidade, a dos tubulos dentinarios e a da malha de colageno
(Vennat et al.,, 2009). Com a desmineralizacdo, os tubulos dentinarios sao
aumentados (Vennat et al., 2009);

C - Preparacao de dentina por eliminacdo de matriz organica (Tabatabaei
et al., 2016) e

D - Preparo de dentina ndo modificada: Este tipo de estudo passou a ser
realizado a partir de controles de dentina ndo modificada, apenas com o
armazenamento em tanques de nitrogénio e modificacdes minimas com a liofilizac&o

(Tabatabaei et al., 2016).
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Os protocolos do preparo de dentina por desmineralizacdo em dentes
humanos relataram o esmagamento dos dentes até alcancar particulas de 0,4 a
0,8 mm, com posterior desmineralizacago em HClI 0,6M e liofilizacao.
Resumidamente, os dentes foram esmagados em nitrogénio liquido, lavados em
cloreto de sédio 1,0 M e completamente desmineralizados em solu¢éo de HCI 0,6M
para a DDM. As particulas da DDM foram extensivamente enxaguadas em agua
destilada e liofilizadas. Apds anélise, a DDM foi confirmada como um material livre
de minerais por espectrometro de emissdo atomica de plasma acoplado (ICP). O
colageno de dentina néo é expandido em solucédo de HCI 0,6M (Murata et al., 2012).

Um protocolo similar analisou o padrdo de regeneracdo Ossea com
implantes de DDM na forma de discos e de particulas, em defeitos 0sseos
mandibulares em cdaes, utilizando &cido cloridrico a 0,6 N por 5 dias a 2°C. As
analises histopatoldgicas revelaram uma capacidade osteogénica superior dos
discos de DDM ao comparar com a forma particulada. Os discos de DDM foram
incorporados, resultando em um osso trabeculado unido a dentina (Catanzaro-
Guimardes et al., 1986). Posteriormente, foram propostas alteracbes neste
protocolo, como Gomes et al. (2001) que relataram a extirpacdo da polpa dentaria
por uma técnica retrégada seguindo a remocdo dos residuos do ligamento
periodontal. Em sequéncia, os dentes foram lavados com soro fisiologico estéril a
2°C, imersos em solucédo de &cido cloridrico 0,6 N a 2°C, até a desmineralizacao
completa, ndo relatando este tempo, e entdo lavados em agua destilada sob
agitacao constante por 3 horas para a remocao total do acido.

A matriz de dentina em blocos possibilita um aumento de superficie para o
contato com as células mesenquimais indiferenciadas quando comparada a forma

particulada. Para Catanzaro-Guimaréens et al. (1986), tal afirmativa responderia a
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maior citodiferenciacdo, com consequente regeneracdo 0ssea dos discos de DDM
guando comparadas a forma particulada.

Alguns detalhes também devem ser verificados nos testes protocolares,
como a necessidade de hidratar a DDM com solucéo fisiologica de 15 a 30 min
antes da utilizacao, devido a prévia desmineralizacéo e secagem (Park et al., 2012).
Ja a aplicacao do nitrogénio liquido durante o processo de pulverizacdo das matrizes
tem a funcao de evitar a geracao de calor e assim a desnaturacdo de proteinas da
matriz 6ssea (Sampath & Reddi, 1983).

Na patente intitulada “Método para produzir um material de transplante de
0sso e material de transplante de osso produzido pelo mesmo”, concedida a Park &
Lee (2013), foram verificadas diferentes etapas na metodologia da MDD. Os autores
evidenciaram a possibilidade de realizacdo desta técnica com sonicacdo associada
ou nao a vacuo, com melhores resultados quando em associacao. A fim de prevenir
uma destruicdo dos tecidos, porém, com uma eficiente desmineralizacdo, a
sonicacdo deve ocorrer de 15 KHz a 40 KHz e quando associada a vacuo de
100 mm/Hg a 600 mm/Hg, podendo ser reduzida para a faixa de 10 mm/Hg a
700 mm/Hg, a 60°C.

As etapas abaixo sdo parte das reivindicacdes contidas na patente de Park
& Lee (2013). Os autores dividiram o protocolo nas seguintes etapas:

S1 - Remocao e lavagem de tecidos moles e polpa dentinaria de dentes —
Nesta etapa se inclui a separacdo da coroa com a raiz, com perfuracdes diversas
por toda a superficie. As perfuracdes devem ser realizadas com brocas de alta
rotacdo, sendo indicado de 10 a 16 orificios por cm? melhorando assim a
permeabilidade, permitindo a penetracédo das solucdes.

S2 - A solugdo utilizada pode ser peroxido de hidrogénio de 3 a 7% ou

etanol, durante 15 min.
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S3 — Imersédo em solugéo de &cido cloridrico 0,5 N a 2 N, preferencialmente
entre 0,5 N e 0,6 N e com volume de solucdo de 50 a 100 ml a 60 C° de 60 a
75 min. Esta etapa garantiria a remoc¢&do dos componentes organicos, mantendo as
proteinas ou as semelhantes a formagéo 0ssea.

S4 — Imerséao em solugéo de PBS com inibidor de proteases que acompanha
a sonicacdo. Deve-se proceder a extracdo e remocdo de proteinas solUveis em
acido, devido a possibilidade de ativar outras proteinas com funcéo de inducdo para
neoformacdo Ossea assim como inibir a neovascularizacdo, fundamental para a
osteogénese Ossea.

A solucdo de PBS adicionada ao acetado de iodeto e azida de sédio, com
pH entre 7 e 8, com melhor resultado com pH 7,4 a 60 C° de 5 a 10 min, sao
indicadas por reter proteinas.

S5 - Solucéao de cloreto de calcio, 1,5 N a 2,5 N pH 7-8. Esta etapa visa
preservar as proteinas ndo colagenas como a proteina de matriz dentinaria e
sialofosfoproteinas dentinaria;

S6 — Solucdo de EDTA a 60 C°, de 5 a 10 min e volume de 10 a 20 ml por
dente. O pH deve ser ajustado entre 7 e 8, preferencialmente pH 7,4. Esta etapa
objetiva a extracdo dos proteoglicanos de baixo peso molecular do dente extraido.
Além do EDTA, podem ser utilizados cloreto de litio, solucdo de cloreto de guanidina
(4 a5 M), ureia (6 a 8 M) ou cloreto de potéassio.

S7 — Se o colageno permanecer gelatinoso, pode-se incluir uma solucéo de
cloreto de lito de 7a 9 M, pH 7 — 8, de 5 a 10 min, 60 C° e volume da solucéo de 10
a 20 ml por dente. A aplicacdo desta etapa visa encolher a fibrila de colageno e
converter o colageno do dente por gelatina.

S8 — Agua destilada, 50 a 200 ml. Nesta etapa ainda pode ser utilizado o

etanol, no lugar da agua destilada.
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S9 — ApoOs a etapa acima, a MDD pode ser usada em até 2 h ou armazenada
em congelador ou liofilizada. Caso seja necessario esterilizar o dente, os autores
indicam a utilizacao de 6xido de etileno.

Da etapa S5 até a S8, espera-se remover as proteinas indesejadas
enquanto se retém as proteinas 6sseas para formacédo 6ssea, pH 7 — 8 (Park & Lee,
2013). O efeito da sonicacdo a vacuo foi indicado para controlar a cavitacéo,
removendo bolhas presas a superficie e induzindo a penetragdo das solucbes no
interior das amostras (Park & Lee, 2013).

Assim como neste projeto, os autores Park & Lee (2013) também realizaram
pesagem antes e ap0Os os ensaios de MDD correlacionando a desmineralizagcdo com
o tipo de técnica aplicada, com e sem vacuo associado a sonicacao.

Possibilitar a inducdo O6ssea por dentina descalcificada em implantes na
mandibula seria um marco crucial no campo da implantodontia. Porém, o processo
de preparacdo, o tamanho e a forma da particula, que desempenham um papel
crucial na osteoinducéo e na osteoconducéo, ainda sdo questbes pouco estudadas
guando comparadas a outros biomateriais para a diferenciacdo osteogénica
(Yeomans & Urist, 1967). A inducdo Ossea por proteinas de dentina e matriz 6ssea
representam um importante e novo modelo de pesquisa basica sobre o problema

nao resolvido de citobioquimica da osteogénese (Yeomans & Urist, 1967).

1.6 DETERMINACAO DA DENSIDADE PELO METODO ARQUIMEDES

O método tedrico € uma abordagem capaz de avaliar e estimar a
porosidade de scaffolds (Ho & Hutmacher, 2006). As duas principais abordagens
tedricas sdo analise de cubo unitario e técnica de massa. A primeira, indicada para

poros regulares, fabricados por meio de prototipagem rapida, de forma uniforme com
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camadas que ndo se fundem (Ho & Hutmacher, 2006), enquanto na técnica de
massa, o volume do andaime é obtido dividindo a massa do andaime pela densidade
do material, sendo indicada para scaffolds poliméricos. Nesta andlise a densidade
do polimero é dependente do estado amorfo e cristalino.

Diferentemente das metodologias acima, no método de Arquimedes, a
massa seca do scaffold € registrada, ocorrendo posteriormente a imersao. Quando o
scaffold é submerso sob agua, a massa submersa é registrada. Sequencialmente, o
biomaterial € removido da dgua e sua massa Umida é medida. Baseado nestes
valores € possivel calcular a valor de porosidade (Ho & Hutmacher, 2006; ASTM
B962-17, 2017). Diferentes trabalhos relataram o uso do método de Arquimedes na
avaliacdo de biomateriais (WERS et al.,, 2015). Wers et al. (2015) avaliaram a
porosidade de um biomaterial, depositado sobre a superficie metalica de implantes,

através do método de Arquimedes, indicando uma porosidade total de 58%.
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2. JUSTIFICATIVA

A fim de buscar alternativas menos dolorosas e onerosas para o paciente e
gue representem uma reducdo no nuamero de intervengdes cirdrgicas, estudos no
campo dos biomateriais vem convergindo para a utilizacdo de dentes aut6logos do
paciente para a aplicacdo no mesmo sitio e ato cirdrgico em que esse dente foi
extraido. Tais técnicas envolvem diferentes protocolos para o desenvolvimento da
DDM. Entretanto, ndo existe uma padronizacdo destes protocolos e a restrita
literatura que aborda esse tema descreve casos clinicos ou ensaios em animais,
sem a real e necessaria andlise bioldgica e microbioldgica desta técnica. Mais além,
ndo foram encontrados até o momento artigos que relatam avalia¢des in-vitro quanto
a caracterizacdo da interface implante osseointegrado com os biomateriais oriundos
de dentina humana.

Um dos objetivos é a avaliacdo de um biomaterial autdégeno, a fim de serem
aplicados em defeitos 6sseos extensos durante a técnica cirirgica de regeneracao
0ssea guiada.

Avaliar o desenvolvimento deste biomaterial nas diferentes técnicas
relatadas de protocolos, necessitando de uma visdo multidisciplinar de: 1-
BIOMATERIAIS: no desenvolvimento deste tipo de enxerto, em analises
histomorfologicas da estrutura dentinaria; 2- MICROBIOLOGICA: para a
caracterizacdo da microestrutura, da identificacdo, analise e quantificacdo de
colageno, da hidroxiapatita e de componentes que possam representar a ocorréncia
de reacdo antigénica ao receptor, assim como a presenca de microrganismos
persistentes; 3 — MATERIAIS: estudando a interacdo da interface implante 6sseo-
integrado e enxerto e como esta interagcdo pode influenciar a longo prazo a

estabilidade mecanica dos implantes.

19



O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia de P6s — LATEP e
Laboratério de Biocorrosdo e Biodegradacdo do Instituto Nacional de Tecnologia
(INT) em colaboracdo com o Laboratério de Biomateriais do Programa de P0s-
Graduacgédo em Odontologia da Universidade do Grande Rio (PPGO-UNIGRANRIO),

utilizando a infraestrutura laboratorial existente nas duas instituicoes.
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3. OBJETIVO(S)

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar um protocolo metodolégico com maior eficiéncia desmineralizadora
para o tratamento quimico de enxerto autégeno da matriz dentinaria desmineralizada
(DDM), padronizando a melhor metodologia a ser empregada para a producdo da

DDM.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Determinar e comparar o perfil mineral, trabecular, das matrizes de
dentina apés a imersdao nas diferentes solu¢cdes empregadas, através do
microscopio eletronico de varredura;

2 — determinar através do método de Arquimedes a densidade, a densidade
relativa e a porosidade das matrizes de dentina, antes e apds a imersdo nas
diferentes solugbes empregadas €;

3 — determinar a solugdo com melhor capacidade desmineralizante para o

emprego no desenvolvimento da matriz dentinaria descalcificada.
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4. MATERIAIS E METODOS

A fim de manter atualizada as diferentes metodologias da técnica de DDM
no desenvolvimento de matrizes para enxertos 6sseos, durante todo o projeto foi
realizada uma busca eletrbnica nos bancos de dados da PubMed/MEDLINE,
LILACS, EMBASE, Web of Science e Scopus e bases da literatura como Google
Scholar, Proquest Dissertation and Theses e OpenGrey com as palavras-chave:
dentin, tooth, stem cells, osteogenic, differentiation, graft, bone regeneration, dentin
preparation, processed dentin, tissue engineering, dentin noncollagenousproteins,

demineralized dentin, denatured dentin, tooth ash, e scaffolds.

4.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O projeto foi submetido ao comité de ética em pesquisa da Universidade do
Grande Rio (UNIGRANRIO) sob o numero: CAAE 47984521.0.1001.5283.

Foram utilizados 310 dentes unirradiculares e/ou multirradiculares, nos
ensaios in vitro obtidos através de doacdo de pacientes atendidos em consultério
particular e em atendimento na clinica de implantodontia do Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia da UNIGRANRIO (PPGO-UNIGRANRIO) e da Clinica
Integrada de Adultos da Faculdade de Odontologia da UNIGRANRIO. Em um
primeiro momento, estes dentes foram avaliados através de exame clinico e
radiografico. Quando diagnosticada a necessidade de extragdo do elemento
dentario, foi exposta ao paciente a op¢édo de doar este elemento dentario a fim de
participar do projeto de pesquisa. Todos os pacientes foram esclarecidos através da
explicacédo detalhada dos procedimentos a serem executados e da leitura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1 e 2). Foram utilizados como

critério de inclusdo: dentes higidos com indicacédo de extracdo dentaria.
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Como critério de exclusdo foram utilizados dentes com restauracdo
coronéaria e endododntica e/ou com destruicdo coronéaria. O projeto ndo representa
riscos para o paciente, uma vez que os dentes doados foram provenientes de
indicacdo de extragdo prévia, por motivos ortoddnticos, de perda 6ssea vertical
acentuada e/ou extracao de siso.

A coleta foi realizada imediatamente apos a extracdo do elemento dentario,
sendo este conservado em soro fisiolégico, congelado e armazenado no
biorrepositério, localizado no Laboratério de Biomateriais do Programa de POs-
Graduacdo em Odontologia da UNIGRANRIO (PPGO), criado com a finalidade
exclusiva de armazenar os elementos dentarios obtidos durante o projeto de

pesquisa.

4.2 LISTA DE MATERIAIS UTILIZADOS
Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os materiais,

reagentes e equipamentos descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Lista de materiais, reagentes e equipamentos utilizados.

Reagentes Equipamentos Materiais

soro fisioldgico Ultrassom Pinca delicada
Elmasonic P 30H,
Elma
Schmidbauer

GmbH, Germany

Agua destilada Aparelho de Frasco tipo penicilina 10ml

corte, Isomet,
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Isomt Low Speed

Saw, Buehler

EDTA

trissédico

Microtomaografo
computadorizado
SkyScan 1174v2,
BrukermicroCT,

Kontich, Bélgica

Placas de acrilico

Hipoclorito de

Saodio a 2,5%

Ultrassom,
Maxiclean 750A

c/aquecimento

Cera pegajosa

Acido

cloridrico 0,6M

Placa de
aquecimento,

IKA® Ret Basic

Programa computacional,
NRecon v.1.6.3 (Bruker-microCT,

Kontich, Bélgica

Peréxido de
hidrogénio PA
10 ml e acido

sulfdrico 10 ml

Balanca de
precisao
milissemal, Uni

Bloc Shimadzu,

Programa computacional, CTAnN
v.1.12 (Brucker-microCT,

Kontich, Bélgica

AUY?220
Alcool etilico Estufa de Pisseta
99,8% secagem, NT
512, Novatecnica
Dissecadora Termometro

Microscopia
eletronica de

varredura,

Pano absorvente
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Modo Espectrometria de Energia

Dispersiva de Raios-x MEV-EDS

Kit de Arquimedes

Proveta

Pipeta

Becker

Dentes

*Material cedido pelo Instituto Nacional de Tecnologia (INT), por meio da co-

orientacdo do Dr. Alexandre Antunes Ribeiro.

4.3 PREPARO DOS CORPOS DE PROVA

Apds a extracdo, os dentes obtidos seguiram o seguinte protocolo de
preparo para os corpos de prova (Fig. 2):

A —imersao em soro fisiolégico e congelamento até o momento de uso;

B — limpeza mecéanica para remocao de restos e tecidos na face externa da
raiz dentéria;

C- limpeza em ultrassom.

C.01 - um becker com agua destilada foi levado ha uma cuba ultrassénica
(Elmasonic P 30H, Elma Schmidbauer GmbH, Germany) com frequéncia de 30 Hertz
(Hz) por 4 min a 40 °C, para liberacdo de particulas gasosas;

C.02 - em seguida os dentes foram imersos no ultrassom com os parametros
ajustados para 80 Hz a 40 °C por 10 min;

D — preparo dos discos de dentina: os dentes foram fixados em placas de

acrilico com cera pegajosa para realizar cortes de 3 a 4 mm de espessura na
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maquina de corte Isomet (Isomt Low Speed Saw, Buehler), para a confec¢do dos
corpos de prova. Em seguida foram seccionados horizontalmente sob refrigeracao
constante, formando discos de 3-4 mm de espessura. Cada dente foi divido em trés
grupos:

Grupo 1 — Porcao radicular: obtidos de cortes preparados da area do
cemento radicular, abaixo da linha amelocementaria.

Grupo 2 — Porcao coronéria: obtidos de cortes da area da coroa dentinaria,

acima da linha amelo-dentinéaria.

Figura 2 — Metodologia de preparo das amostras. Selecdo dos dentes (A),

seguido da limpeza em ultrassom (B) e da fixacdo das amostras (C), para a

realizacado dos cortes em discos dentinarios (D).

/}{’I"

1

4.4 ANALISE PRE-DESCALCIFICACAO

4.4.2 Preparo das amostras
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Previamente, os corpos de prova (CPs) foram submetidos a uma etapa de
limpeza:

1 — A cuba ultrassonica (Maxiclean 750A com aquecimento) foi alimentada
com agua destilada aquecida previamente a 74 °C em placa de aquecimento (IKA®
Ret Basic). Durante todo o processo as amostras foram mantidas a 60 °C + 5 °C;

2 — 0s CPs foram inseridos em frascos tipo penicilina de 10 ml, com 5 ml de
agua destila. O conjunto foi levado para o banho em cuba ultrassénica por 20 min a
25 kHz;

3 — as amostras foram rincadas em agua destilada por 3x nos frascos tipo
penicilina e;

4 — as amostras que ainda apresentavam impurezas voltaram para novo

ciclo de lavagem, descrito acima a partir da etapa 2, por 5 min (Tab. 1 e Fig. 3).

Tabela 2 — Etapas de lavagem dos Corpos de prova.

Amostra 1° Ciclo de 2° Ciclo de
lavagem lavagem

CP 1 - Raiz X

CP 2 —-Coroa X
CP 2 - Raiz X

CP 3 - Coroa X
CP 3 - Raiz X

CP 4 — Coroa X
CP 4 — Raiz X

CP 5 — Coroa X
CP 5 — Raiz X
CP 6 - Coroa X
CP 6 - Raiz X

CP 7 —Coroa X
CP 7 - Raiz X

CP 10 - Coroa X
CP 10 - Raiz X
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Figura 3 — Pré-processamento para o ensaio de perda de massa.
Aquecimento e agitacdo em placa de aquecimento (A), seguido de banho em cuba
ultrassénica (B) em &gua destilada (C e D). Finalizando a etapa com a pesagem em

balanca milesimal (E) e acondicionamento em estufa (F).

Apés as etapas acima, os CPs foram acondicionados em estufa de secagem
(NT 512, Nova técnica) por 1h a 100°C, a fim de remover toda a umidade residual

para determinar a densidade pelo método de Arquimedes e a perda de massa.

4.5 DETERMINACAO DA DENSIDADE PELO METODO ARQUIMEDES
Os ensaios para a determinacdo da densidade pelo método de Arquimedes
foram baseados na norma ASTM B962-17 (ASTM B962-17, 2017) e seguiram as

etapas descritas a seguir.

4.5.1 Massa Seca (Ms)

Inicialmente foram determinados os valores de Massa Seca (Ms) para cada
corpo de prova (CP). Cada CP foi pesado em balanca de precisdo milissemal (Uni
Bloc Shimadzu, AUY220) (Tab. 2) com kit para determinacdo da densidade de

sélidos por principio de Arquimedes, pertencente ao LATEP/DIMAT/INT.
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Apés esta etapa as amostras foram acondicionadas em dissecadora.

4.5.2 Massa Aparente ou massa submersa (Map)

Com os CPs imersos em 5ml de agua destilada em frascos tipo penicilina de
10 ml, as amostras foram levadas para a placa de aguecimento (IKA® Ret Basic),
em banho maria com &gua destilada aquecida a 100 °C por 1 hora, para
preenchimento dos poros com agua e eliminacdo de ar dos poros e da superficie
dentinaria.

As amostras permaneceram submersas até o completo resfriamento a 26°C,
guando foi realizada a nova pesagem em balanca milesemal para obter-se a medida
de massa aparente (MAP) de cada CP (Tab. 2). Esse sistema de pesagem foi
composto por kit para determinacdo de densidade pelo método de Arquimedes
submergindo o CP na agua a temperatura ambiente até estabilizacdo do peso na

balanca (Fig.4).

4.5.3 Massa umida (Mu)

Em seguida, foi removido o excesso de agua da superficie dos CPs com um

pano umedecido com agua destilada a temperatura ambiente e realizou-se a

pesagem (Tab. 2).
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Figura 4 — kit para determinacdo da densidade de soélidos por principio de

Arquimedes, pertencente ao LATEP/DIMAT/INT.

Tabela 3 - Determinacdo da densidade pelo método Arquimedes. Valores

dos CPs nas etapas de massa seca, massa aparente e massa umida.

Temperatura
da 4gua
durante a
pesagem
Amostra Ms Map MU (°C)
CP1Raiz 0,2822¢g 0,1595¢g 0,3072 g 26 °C
CP2 26 °C
Coroa 1,0127 g 0,6343 g 1,0282 g
CP2Raiz 0,4169¢g 0,2255¢ 0,4475 ¢ 26 °C
CP3 26 °C
Coroa 0,4033 g 0,2461 g 0,4135¢g
CP3 Raiz 0,5195¢g 0,2842 g 0,5562 g 26 °C
CP4 26 °C
Coroa 0,9562 g 0,5860 g 0,9659 g
CP4Raiz 0,2473¢g 0,1317g 0,2614 g 26 °C
CP5 26 °C
Coroa 0,8188 g 0,5002 g 0,8383 g
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CP5 Raiz  0,3857 g 0,2171 g 0,4228 g 26 °C
CP6 26 °C
Coroa 0,4602 g 0,2893 g 0,4763 g
CP6 Raiz 0,4677 g 0,2620 g 0,5110¢g 26 °C
CP7 26 °C
Coroa 0,7723 g 0, 4653 g 0,8076 g
CP7 Raiz  0,2508 g 0,1351 g 0,2765 g 26 °C
CP10 26 °C
Coroa 0,5888 g 0,3643 g 0,6088 g
CP10 26 °C
Raiz 0,4692 g 0,2516 g 0,4989 g

4.5.4 Célculo da densidade

A partir dos dados obtidos acima foi possivel estabelecer os seguintes
parametros iniciais antes dos ensaios de imersdo com as solugbes de

desmineralizagéo.

Determinou-se a densidade (p) pela formula:

p = [MS/(Mu — Map)] x pH20.

Onde o valor da densidade da agua foi determinado em funcdo da

temperatura medida durante o ensaio.

455 Calculo da densidade relativa

Determinou-se a Densidade Relativa (DR) pela férmula:

DR = (p Amostra/p dente) X 100
onde p dente = 2,14 g/cm?® é a densidade tedrica da dentina (Anusavice et al., 2013) e

P esmatte = 3,0 g/cm?3 é a densidade tedrica das amostras da porgdo coronaria.
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4.5.6 Célculo da porosidade

Determinou-se a Porosidade (Poros.) pela formula:

Poros. =100 - DR

4.5.7 Imersdo da matriz dentinaria desmineralizada

Apoés as analises prévias de determinacdo da densidade por principio de
Arquimedes, os discos de matriz dentinaria foram imersos nas solucfes abaixo sob
agitacao ultrassonica a 60 °C, por 1 hora a 25 KHz, onde n é o nimero de amostras
tratadas em cada solucao:

A. G.Control: controle negativo, Agua destilada (n = 3): Neste grupo
foram utilizadas as amostras CP 2 — Coroa, CP 2 — Raiz e CP 3 — Raiz;

B. G.EDTA: controle positivo, EDTA trissodico (n = 3): Neste grupo foram
utilizadas as amostras CP 3 — Coroa, CP 4 — Coroa e CP 4 — Raiz;

C. G.NaOCI: hipoclorito de sédio a 2,5% (n = 3): Neste grupo foram
utilizadas as amostras CP 5 — Raiz, CP 5 — Coroa e CP 7 — Coroa,;

D. G.HCI-0,6M: acido cloridrico 0,6M (n = 3): Neste grupo foram utilizadas
as amostras CP 7 — Raiz, CP 10 — Coroa e CP 10 — Raiz e

E. G.H202/H2SO4: perdxido de hidrogénio e acido sulfarico (n = 3): Neste
grupo foram utilizadas as amostras CP 1 — Raiz, CP 6 — Coroa e CP 6 — Raiz.

Para determinar a melhor concentracdo a ser utilizada nesta solucdo, foram
utilizadas 3 amostras de sacrificio onde foram testadas as seguintes proporcées:

1:1- 10 ml de H202 + 10 ml de H2SOa.

1:2- 14 ml de H202 + 7 ml de H2SOa4.
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1:3- 15 ml de H202 + 5 ml de H2SOa.

Os reagentes H202 e H2SO4 foram solubilizados em banho de gelo para
controlar a exotermia. A mistura ficou em repouso no banho de gelo até atingir a
temperatura ambiente (26°C). Caso ocorresse um resfriamento acentuado, a
solucao ficaria em repouso até atingir a temperatura ambiente. Somente apos essa
etapa, ocorreu o tratamento das amostras.

Essas amostras foram imersas em 5 ml de H202 / H2SO4 em frascos tipo
penicilina de 10 ml, cada frasco contendo uma amostra e uma concentragado
diferente (1:1, 1:2 e 1:3) e o conjunto foi colocado em banho na cuba ultrassénica
contendo agua destilada pré-aquecida a 60 °C, por 1 hora a 25 KHz.

Apoés 1 hora foi observado que as amostras de sacrificio ndo demonstraram
alteracOes visuais significativas, sendo assim, foi protocolizada a concentracdo 1:1
para o tratamento das amostras CP 1 — Raiz, CP 6 — Coroa e CP 6 — Raiz.

Como procedimento geral foram respeitados os seguintes critérios: a peca a
ser descalcificada ndo deveriam possuir mais do que 5 mm de espessura e o0 volume
da mistura descalcificadora deveria ser de dez a vinte vezes as dimensdes da peca
a ser descalcificada.

Apos tal etapa, os CPs foram acondicionados em estufa por 1h a 100°C, a
fim de remover toda a umidade residual para realizagcdo do ensaio imersao para o

desenvolvimento das DDMs.

4.6 Imersdes para DDMs

Os CPs foram imersos em 5 ml, da solucédo descalcificadora correspondente
de seu grupo, em frascos tipo penicilina de 10 ml e o conjunto foi colocado em

banho na cuba ultrassénica contendo agua destilada pré-aquecida a 60 °C, por 1
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hora a 25 KHz. Apés esse periodo os CPs foram removidos, passando para a etapa

de lavagem.

4.6.1 Lavagem apds imersao

Para os grupos G.EDTA, G.NaOCl, G.HCI-0,6M e G.H202/H2SO4 foi
elaborada uma sequéncia de enxague a fim de neutralizar a acdo quimica de cada
agente.

Primeiro, os CPs foram enxaguados com 5 ml de agua destilada por 10 min
a 25 KHz em cuba ultrassénica, com a temperatura do banho mantida em 60°C. Em
sequéncia procedeu-se a imersdo em 5 ml de alcool etilico 99,8%, em frascos tipo
penicilina de 10 ml, em cuba ultrassénica por 10 min, 25 KHz. e temperatura

ambiente.

4.7 Analise pos-descalcificacao

4.7.1 Perda de massa

Os CPs foram pesados novamente em balanca de precisdo milesimal (Bel
Engeneering), possibilitando quantificar a perda mineral dos DDMs, através da
diferenca entre a Ms apos as imersdes e a Ms antes das imersdes, correlacionando
os dados obtidos com o tipo de solucéo aplicada. Para a determinacdo da perda de
massa foi utilizado o céalculo abaixo:

Perda de massa % = MS (apss a imersao) — MS (antes da imersao) / 100

4.7.2 Densidade pelo método Arguimedes
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Posteriormente os CPs seguiram a mesma metodologia na determinagéo da
densidade pelo método Arquimedes, obtendo-se a densidade final (p), Densidade
Relativa final (DR) e Porosidade final (Poros.), ap6s as imersdes. A partir da
diferenca dos dados finais com os dados iniciais foi determinada a diferenca da

densidade (p), da Densidade Relativa (DR) e da Porosidade (Poros.).

4.7.4 Andlises ultraestruturais

Nesta etapa foi analisada a microestrutura e a morfologia de dois CPs de
cada grupo. As superficies das amostras foram revestidas com ouro (Au) para torna-
las condutoras. Foram utilizadas magnificacdes de 500x, 1000x, 2500x, 5000x,
10000x e 20000x, para a analise em microscopia eletrébnica de varredura (MEV,
Quanta™ 450 FEG, Oxford Instruments) e microandlise elementar por
Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-x (MEV-EDS). O diametro dos
tubulos dentinarios nos diferentes grupos foi medido pela barra de escala calibrada
do software de imagem do préprio microscopio MEV-FEG, utilizando uma imagem

de cada grupo com ampliacdo de 5000x.
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5. RESULTADOS

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prisma 5.01
(Graph Pad Software Inc), onde foram tratados através do método da analise de
variancia (One-Way - ANOVA) e complementados pelo post-test de Tukey, com nivel

de significancia de 5% (p < 0,05).

5.1 PERDA DE MASSA

A andlise revelou uma maior perda de massa no G.HCI-0,6M (Perda de
massa = - 14,39 + 4,50 % ), seguido pelos grupos G.H202/H2SO4 (Perda de massa =
- 10,12 £+ 2,94 %), G.EDTA (Perda de massa = - 5,41 + 2,98 %), G.NaOCI (Perda de
massa = - 4,04 + 1,05 %) e G.Control (Perda de massa = - 0,20 £ 0,17 %). A
comparacao da perda de massa entre os grupos revelou diferenca estatistica entre:
G.Control e G.HCI-0,6M; G.Control e G.H202/H2SO4; G.EDTA e G.HCI-0,6M;
G.NaOCI e G.HCI-0,6M (Graf.1 e Apéndice 3).

A ligeira Perda de massa observada no G.Control (Perda de massa = - 0,20
+ 0,17 %) sugeriu ser um efeito do banho ultrassénico, realizado na etapa de
limpeza, levando ao desprendimento de material nos CPs ou da remoc¢ao de
impurezas residuais. Das 3 amostras deste grupo, somente em 1 amostra a perda
de massa foi nula, enquanto nas duas amostras restantes houve uma perda de

massa de - 0,27 % e - 0,32 %, respectivamente.

5.2 DETERMINACAO DA DENSIDADE PELO METODO ARQUIMEDES
Jé a diferenca da determinacéo da densidade (p) e Densidade Relativa (DR)
entre os grupos demonstrou uma reducéo da p e da DR maior nos grupos G.HCI-

0,6M (p =- 0,42 £ 0,19 g/cm?, DR = - 18,45 + 10,58 %), G.EDTA (p =- 0,11 + 0,03
36



g/cm3, DR = - 4,10 + 1,94 %), G.H202/H2S04 (p = - 0,08 + 0,06 g/cm?®, DR = - 3,10 +
1,65 %) e G.NaOCI (p = - 0,03 + 0,04 g/cm3, DR = - 1,31 + 1,55 %), enquanto no
G.Control (p = 0,01 + 0,01 g/cm?, DR = 0,65 * 0,74 %) a densidade permaneceu
estavel, o que era esperado. A diferenca de Porosidade (Poros.) também seguiu o
mesmo padrao dos grupos acima, revelando um ganho de porosidade nos grupos
G.HCI-0,6M (Poros. 18,45 + 10,58 %), G.EDTA (Poros. 4,10 + 1,94 %),
G.H202/H2S04 (Poros. 3,10 = 1,65 %) e G.NaOCI (Poros. 1,31 + 1,55 %), enquanto
no G.Control (Poros. -0,65 + 0,74 %) a porosidade permaneceu estavel, o que era
esperado.

A ligeira variacdo nos valores de densidade, DR e porosidade do grupo
controle ndo foi significativa, podendo ser considerada como um erro intrinseco ao
método, o qual pode estar associado ao operador, a sensibilidade da balanca
analitica ou a hidratacdo das amostras. No caso do operador, as fontes de erro
podem ser provenientes da etapa de remocao da 4gua da superficie das amostras
para a medida da massa Umida, a qual ocorre de maneira manual e depende da
experiéncia do operador, ou do célculo da densidade, DR e porosidade devido aos
arredondamentos numéricos com a eliminagcdo de casas decimais de menor
significancia. Em relagdo a sensibilidade da balanca analitica, o erro pode estar
associado as vibracdes causadas por agentes externos, 0 que interfere em sua
estabilidade. Além disso, pode haver certo grau de hidratacdo das amostras devido
a imersao em agua, o que causa um ganho de massa.

A comparacédo dos dados, entre 0s grupos, através da determinacao da
densidade pelo método Arquimedes (p, DR e Poros.) revelou uma diferenca
estatistica entre: G.Control e G.HCI,0,6M; G.HCI,0,6M e G.H202/H2SO4; G.EDTA e

G.HCI,0,6M; G.NaOCl e G.HCI-0,6M (Gréf. 1 e Apéndice 4).
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Gréfico 1 — Média da perda de massa e determinacdo da densidade final, da

densidade relativa final e da poros. final apds os ensaios de desmineralizacao.

Perda de massa Determinagdo da Densidade - p
0%

Ao

5% G.Control

3 GEDTA [l G.Control
0% E3 G.NaOCl £ - 3 GEDTA
- EA G.HCI,0.6M > E3 GNaoCl

5% [ G.Hz04/Hy;S0;, B3 G.HCI,0.6M

[ G.H05/H,S04

-20% T T T T T -0.6- Acer

Poros.
Densidade Relativa - DR
10%- 30%-

A Acer G.Control
0% — o 20% E3 G.EDTA
I_:l'__'| G.Control B3 G.NaoCl
-10% ot G.EDTA 10%1 FE G.HCI0.6M
EZ G.NaOCl [ G.Hy05H,S0;
20% 1 €3 G.HCI,0.6M 0%
[ G-Hz04/H,S0, A
-30%- . Aok 10%

*uA.° = Diferenca estatistica entre as amostras.

5.3 ANALISE MICROESTRUTURAL E MORFOLOGICA

Os CPs originados da secao coronaria foram analisados nas regides de
esmalte e dentina, enquanto os CPs da porcéao radicular, as varreduras ocorreram
na porcdo dentinaria. Inicialmente, foram analisados dois campos de varredura em
cada amostra.

As imagens obtidas no MEV revelaram diferencas morfolégicas na superficie
do esmalte e da dentina entre 0s grupos.

No G.Control, as imagens A.1. A.2 e A.3 da Fig. 5 sugeriram a presenca de
uma intensa camada de smear-layer, permanecendo obliterada a embocadura dos
canaliculos dentinarios do CP originado da secdo coronaria, enquanto na da secéo
radicular correspondente (Fig. 5 A.3) foi possivel visualizar um limitado ndmero de
canaliculos dentinarios, parcialmente obstruidos. A superficie de todas as areas

apresentou uma morfologia rugosa e irregular, com debris (Fig. 5 A.1. A2e A3 e
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Apéndice 5). J& as imagens do G.EDTA sugeriram uma menor intensidade de
smear-layer (Fig. 5 B.2) quando comparado com o G.Control (Fig. 5 A.2). Entretanto,
em somente uma varredura de campo foi possivel identificar uma superficie com
exposicdo dos tubulos dentinarios, sem a presenca de debris, no CP originado da
sec¢dao coronaria (Fig. 5 C.1, C.2 e C.3), enquanto a regido de esmalte apresentou a
mesma morfologia do G.Control (Fig. 5 D.1, D.2 e D.3). O CP originado da porgéo
radicular sugeriu uma superficie irregular recoberta com projecbes e com tubulos
dentinarios parcialmente obliterados (Fig. 5 B.1, B.2 e B.3). Também foi possivel
identificar projecdes interligando regides, sugerindo a presenca de feixes de

colageno remanescente (Fig. 5 B.1 e Apéndice 6).
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Figura 5 — Imagens MEV dos grupos G.Control e G,EDTA. Micrografias do
G.Control demonstrando no esmalte uma superficie rugosa com debris (Imag. A.1) e
na dentina, tubulos dentinarios parcialmente obstruidos por smear-layer (Imag. A.2 e
A.3, setas azuis). Fotomicrografias do G.EDTA sugerindo presenca de fibras de
colageno (Imag. B.1, seta vermelha), camada superficial de smear-layer (Imag. B.2)
e projecdes sobre a superficie (Imag. B.3, seta amarela). Imagens da secao
coronaria do G.EDTA revelando tubulos dentinarios desobstruidos (Imag. C.1 — C.3,
setas verdes), enquanto na regido de esmalte foi possivel identificar uma superficie

irregular e rugosa (Imag. D.1 — D.3).

Comparado com G.Control (Fig. 5 A.1 — A.3) e G.EDTA (Fig. 5 B.1-B.3, C.1-
C.3 e D.1-D.3), o grupo G.NaOCI apresentou uma superficie com menor quantidade
de smear-layer (Fig. 6 Al e A.2), revelando tabulos dentinérios ao longo de toda a

superficie da secéo radicular (Fig. 6 Al e A.2) e coronaria (Fig. 6 B1, B2, C1 e C.2).
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A dentina coronaria apresentou uma descalcificacdo com halos peritubulares,
margeando as embocaduras, sugerindo a presenca de uma superficie irregular na
dentina intertubular. As imagens ainda sugeriram haver projecfes dos tubulos
dentinarios, protegidos por esta regido peritubular. J4 a regido de esmalte dentinério
apresentou uma superficie irregular (Fig. 6 C.1 e C.2), formada por areas sugestivas

de lamelas sobrepostas e livres de smear-layer (Fig. 6 C.1 e C.2 e Apéndice 7).

Figura 6 - Imagens MEV do grupo G.NaOCI. Imagens da secé&o radicular revelando
tubulos dentinarios desobstruidos (Imag, A.1 e A.2, setas brancas), enquanto na
secao coronaria foi possivel identificar uma superficie com tubulos dentinarios
expostos circundados por uma regido peritubular projetada, acima da superficie
dentinaria (Imag. B.1 e B.2, setas amarelas). A regiao de esmalte apresentando

areas sugestivas de lamelas sobrepostas (Imag. C.1 e C.2, setas verdes).
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Dentre os grupos analisados, G.HCI-0,6M (Fig. 7 A1-A.5) e G.H202/H2S04
(Fig. 7 B1-B7) foram o0s que apresentaram imagens sugestivas de maior
desmineralizacdo, a qual é caracterizada pela exposi¢do dos tubulos dentinarios. Em
ambos os grupos néo foi identificada a presenca de smear-layer sobre a superficie,
0s tubulos dentindrios apresentaram-se completamente expostos e a camada de
esmalte apresentou uma desmineralizacdo intensa, de sobrecamadas, como
lamelas sobrepostas (Fig. 7 A.1 e B.1). No G.HCI-0,6M ainda foi possivel identificar
areas com feixes interligados, sugestivos de colageno, sobre a superficie dos CPs
(Fig. 7 A.2 e Apéndice 8). Ja o grupo G.H202/H2SO4 (Fig. 7 B2-B.7) revelou uma
intensa desmineralizacdo na superficie, quando comparado aos grupos G.Control,
G.EDTA e G.HCI-0,6M, revelando tubulos dentinarios expostos, abaixo do nivel da
superficie dentinaria, com desmineralizacdo intertubular. As imagens do grupo
G.H202/H2S04 (Fig. 7 B5-B7) se assemelharam a scaffolds, possuindo uma intensa
porosidade inter e intratubular. As imagens sugeriram uma acao descalcificante no
grupo G.H202/H2SOs4 em profundidade, formando canais artificiais devido a
porosidade (Fig. 7 B.5-B.7 e Apéndice 9). A regido dentinaria (Fig. 7 B5-B.7)
demostrou uma morfologia interconectada, composta de uma dentina descalcificada,
similar a scaffolds de enxertos, com pontes dentinarias interligando regides internas
dos CPs. Houve uma evidente dilatacdo da regido dos tabulos dentinarios, sugerindo

a formacéao de profundas areas desmineralizadas (Fig. 7 B5-B.7 e Apéndice 9).
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Figura 7 - Imagens MEV dos grupos G.HCI-0,6M e G.H202/H2SO4. Micrografias do
grupo G.HCI-0,6M demonstrou na camada de esmalte uma superficie lamelar, em
camadas (Imag. A.1, seta amarela), e na dentina, depdsitos sugestivos de fibras
colagenas (Imag. A.2, A4 e A5, setas vermelhas), enquanto outras regifes
apresentavam uma superficie livre, com total exposi¢cdo dos tubulos dentinarios
(Imag. A.3). J& o Grupo G.H202/H2SOs demonstrou areas de perda de esmalte
(Imag. B1, seta azul) e a regido dentinaria demonstrou uma morfologia
interconectada, composta de dentina descalcificada, similar a scaffolds de enxertos
(Imag.B2-B7) com dilatacédo da regido dos tubulos dentinarios e imagens sugestivas

de profundas areas desmineralizadas (Imag. B.5 e B.7, setas laranjas).
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A analise microestrutural e morfologica foi complementada com medi¢des
randomizadas dos didmetros das embocaduras dos tdbulos dentinarios, nos
diferentes grupos, em magnificacdo de 5000x (Fig. 8). As medi¢cdes foram realizadas
somente em 1 campo de cada CP, revelando os maiores diametros dos tubulos
dentinarios no grupo G.H202/H2S04, secao radicular (Fig. 8 E.1, média: 3,82 + 0,98
um) e coronaria (Fig. 8 E.2, média: 3,54 + 0,99 um), seguido pelos grupos G.EDTA,
secdo coronaria (Fig. 8 B, média: 2,81 + 0,52 um); G.HCI-0,6M, secdo coronaria
(Fig. 8 D.1, média: 2,61 £ 0,35 um); G.NaOCI, secéao radicular (Fig. 8 C.2, média:
1,87 + 0,34 um); G.HCI-0,6M, secéo radicular (Fig. 8 D.2, média: 1,83 + 0,46 um);
G.NaOCl, secéao coronaria (Fig. 8 C.1, média: 1,27 £ 0,19 um) e G.Control, secao

radicular (Fig. 8 A, média: 1,24 + 0,50 pum).
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Figura 8 — Diametro dos tubulos dentinarios. Fotomicrografia dos grupos: G.Control,
secdo radicular (Imag. A); G.EDTA, secdo coronaria (Imag. B); G.NaOCI, secédo
coronéria (Imag. C.1) e radicular (Imag. C.2); G.HCI-0,6M, secao coronaria (Imag.
D.1) e radicular (Imag. D.2) e G.H202/H2S04, se¢éo radicular (Imag. E.1) e coronéria

(Imag. E.2).
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5.3.1 Espectrometria de energia dispersiva de Raios X

A Espectrometria de Energia Dispersiva de Raios-x, uma técnica de
microandlise, possibilitou a imediata identificacdo dos elementos quimicos,
presentes na superficie das DDMs. Através do espectro de energia, foi demonstrada
a contagem relativa dos elementos quimicos obtidos na andlise da superficie, com
poder de penetracdo de 1 um do feixe de elétrons, determinando assim qualitativa e
semi-quantitativamente os elementos quimicos presentes (GEESEY et al., 2002;
OUNSI et al., 2008) (Apéndice 10).

Corroborando com a analise das imagens no MEV, os espectros revelados
no MEV-EDS indicaram diferencas significantes nas concentracfes de fosforo (P) e
Célcio (Ca) entre os grupos: G-EDTA e G.Control; G-EDTA e G.NaOCI; G.NaOCl e
G.H202/H2S04 e G.NaOCl e G.HCI-0,6M (Graf. 2), sugerindo um maior potencial
desmineralizador do G-EDTA, G.H202/H2SOs4 seguido pelo G.HCI-0,6M. Estes
mesmos grupos, apresentaram os menores niveis de sodio (Na) e oxigénio (O), o
gue pode ser respondido em parte, pela acdo do NaOCI sobre a matriz dentinaria,
permanecendo elementos residuais sobre a DDM. Em adic&o, nao foi identificada a
presenca de magnésio (Mg) nos grupos G-EDTA, G.NaOCl e G.H202/H2SOs4,
enguanto nos grupos G.Control e G.NaOCI foram identificados elevados percentuais

deste elemento.
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Gréfico 2 - Analise quimica por espectrometria de energia dispersiva de

Raios-x. Analise dos espectros identificados nas superficies dos grupos apés a acéo

das diferentes solucdes desmineralizadoras.
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Diferenca estatistica entre as amostras.

A elevada perda, em associacao, de P, Ca, Mg e Na nos grupos G-EDTA,

G.H202/H2S04 e G.HCI-0.6M possibilitou a formacao de matrizes compostas de altos

niveis de Carbono (C) (Gréf. 2). A presenca de C foi significativamente elevada nos

grupos G-EDTA, G.H202/H2S04 e G.HCI-0,6M, sugerindo uma matriz descalcificada.

Entretanto, a analise do G.H202/H2S0O4 e G.HCI-0,6M evidenciou uma composi¢ao

diversificada de O, C, P e Ca, com reduzidos niveis de Na, enquanto a composi¢cao

das DDM processadas no grupo G-EDTA ficou limitada a uma matriz de O e C, com

reduzidos niveis de Ca e Na.
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6. DISCUSSAO

A engenharia tecidual objetiva reparar ou regenerar os tecidos perdidos
ou danificados através da combinacdo de scaffolds de biomateriais, células e fatores
de crescimento (Qazi et al., 2015). Alguns biomateriais possuem a funcdo de matriz
criando condi¢cdes microambientais ideais para as células locais, como um
arcabouco para orientar a reorganizacéo dos tecidos (Qazi et al., 2015). Os scaffolds
servirdo como um sistema transitorio, sendo substituido pelo tecido local, ao longo
do tempo, por degradacao ou reabsorcao (Abdollahiyan et al., 2021). Mais além, os
biomateriais podem servir de veiculos para transportar ou liberar fatores bioativos de
forma controlada através da incorporacéo, de agentes bioativos, como proteinas e
fatores de crescimento, permitindo assim a adesao e proliferacdo das células com
posterior formacdo de matriz extracelular (Qazi et al., 2015).

Em resposta do fato das células ndo possuirem a capacidade de
crescimento 3D favoravel, vem crescendo os estudos do crescimento celular in vitro
em matrizes 3D (Tablesh et al., 2019). Logo as investigacfes dos biomateriais na
engenharia tecidual se firmam em diferentes campos como a estrutura geométrica, a
forma fisica, as propriedades quimicas e a biofuncionalidade (Qazi et al., 2015).

A fim de proporcionar a resposta biologica desejada os scaffolds devem
possuir como caracteristicas desejaveis tais como: poros de interconexdo em escala
apropriada para permitir a integracdo do tecido e da vascularizacdo; ser constituido
de material biodegradavel ou reabsorvivel biologicamente; superficie favoravel a
fixacdo celular, diferenciacdo e proliferacdo; possuir propriedades mecanicas

adequadas ao sitio de implantacdo e manuseio; ndo deve possuir resposta adversa,

ser fabricado com variedades de forma e tamanhos (Limmahakhun & Yan, 2017;

Tablesh et al., 2019).
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Andaimes de biomateriais sdo empregados no controle local orientando a
regeneracdo do tecido através do direcionamento do comportamento celular de
migracdo, diferenciacdo, manutencdo de fendtipo e apoptose (Qazi et al., 2015;
Tablesh et al., 2019). Formados em construcdes tridimensionais, os scaffolds podem
ser de origem sintética ou natural, mimetizando as propriedades do tecido ou 6rgao
a ser regenerado. Ja a biodegradacao dos scaffolds evita a consequente infeccao
associada a presenca prolongada de materiais de corpo estranho, possibilita a
remodelacdo do tecido e a degradacdo, a medida que um novo tecido é formado
enguanto o biomaterial € substituido e incorporado (Qazi et al., 2015).

A disponibilidade limitada, dos aloenxertos e dos autoenxertos, nos
pacientes, evidencia a necessidade de desenvolver novos conceitos para o
desenvolvimento de tecidos alternativos, a fim de corrigir os defeitos teciduais
(Abdollahiyan et al., 2021). No intuito de expandir novas estratégias de tratamento
para o ganho 6sseo diferentes artigos indicaram a importancia da DDM como um
material de implante osteoindutor, apresentando vantagens como a relacao custo /
beneficio, potencial osteoindutivo e propriedades quimiotaticas, atraindo células
osteoprogenitoras e osteoblastos em direcdo a sua regido, promovendo a
aceleracdo do processo de reparo 0sseo em defeitos 6sseos cirurgicos produzidos

em 0sso parietal de coelhos (Gomes et al., 2001).

6.1 DETERMINACAO DA DENSIDADE PELO METODO ARQUIMEDES

A resisténcia mecanica e a funcionalidade biolégica sdo influenciadas
pelas arquiteturas caracteristicas do scaffolds, incluindo o tamanho de poro,
porosidade, interconectividade, relacdo de superficie area/volume (Ho & Hutmacher,
2006). A alta porosidade € uma das caracteristicas necessarias para uma

celularidade uniforme, possibilitando a fixacdo e o neoformacao tecidual, atuando
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como vasos artificiais na transmissdo de moléculas e células (Ho & Hutmacher,
2006; Abdollahiyan et al.,, 2021). Uma porosidade ideal seria a de 90%,
possibilitando o transporte difusivo das células dentro do scaffolds. Entretanto uma
porosidade tédo alta poderia comprometer as propriedades mecanicas deste scaffold
(Ho & Hutmacher, 2006). Nos grupos estudados a maior porosidade final foi
encontrada nos 3 CPs do G.HCI-0,6M, com porosidade final de 45,48 %, 27,12 % e
31,74 % (Apéndice 4).

Tais dados evidenciariam que a metodologia para a desmineralizacdo das
DDMs deve ser aprimorada, a fim de alcancar uma maior porosidade, possibilitando
assim o desenvolvimento de um biomaterial eficiente através da técnica da DDM.
Entretanto, cabe ponderar que as DDMs néo seriam scaffolds tradicionais
compostos de Hidrogéis, polimeros, bioceramicas ou de hidroxiapatitas tratadas
laboratorialmente. A grande maioria dos artigos que abordaram a porosidade focam
nestes biomateriais (Ho & Hutmacher, 2006; Abdollahiyan et al., 2021) e mesmo
com o0s parametros ideais, apés o periodo de substituicdo, estes biomateriais
tendem a fraturar devido a sua fragilidade (Limmahakhun & Yan, 2017).

Os dados de porosidade encontrados nas DDMs desenvolvidas séo

comparaveis as porosidades de scaffolds metalicos desenvolvidos em impressoras

3D, variando entre 40% e 70% (Limmahakhun & Yan, 2017). O melhor

enquadramento para as DDMs estaria apoiado no trabalho de Limmahakhun & Yan

(2017), quando conceituaram a “graduacado de scaffolds 6sseos”, desenvolvidos por
métodos aditivos 3D ou convencionais. Neste conceito, uma estrutura
funcionalmente graduada, possuindo porosidades distintas é correlacionada a um
gradiente especifico de espaco no scaffold. Esta arquitetura seria superior as demais

arquiteturas, por favorecer o controle fisico e mecanico necessario em areas sob
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stress fisiolégico (Limmahakhun & Yan, 2017). Logo, biomateriais funcionalmente

graduados poderiam fornecer resisténcia para o0s implantes suportarem a carga

fisioldgica, enquanto uma porosidade graduada otimiza a resposta do biomaterial ao

carregamento externo (Limmahakhun & Yan, 2017).

Ao analisar as trabéculas 6sseas e 0 0sso cortical, sdo encontrados
relatos de porosidade de 5% e 10% (Abdollahiyan et al., 2021), ficando abaixo da
porosidade final de todas as amostras estudas, mesmo ao comparar com a menor
porosidade final encontrada do grupo G.H202/H2S04, poros. 13,64%. J& scaffolds

com porosidades graduadas entre 40 e 70% demonstraram modulos de elasticidade

similares a rigidez 6ssea (Limmahakhun & Yan, 2017). Enquanto, scaffolds com

uma porosidade graduada permitiram a formacdo de quantidades de 0sso

ligeiramente maiores quando comparados a scaffolds com porosidades homogéneas

(Limmahakhun & Yan, 2017).

A metodologia empregada para o desenvolvimento das DDMs utilizando o
emprego associado das solu¢cdes desmineralizantes com elevacao de temperatura e
sonicacao potencializou a ac¢do quimica, acarretando em scaffolds de diferentes
porosidades. Entretanto, tais fatos, devem ser modulados, a fim de alcancar
melhores parametros de porosidade final, potencializando a reacao cinética entre as
solucbes e as DDMs. Porém, vale ressaltar que este estudo evidenciou que as
solucbes empregadas nos grupos G.HCI-0,6M, G.H202/H2SOs4 e G.EDTA

apresentaram resultados promissores ao comparar com G.Control e G.NOCI.

6.2 ANALISES NO MEV
Para a reconstrugdo cirurgica, um scaffold poroso, com uma porosidade

aberta, facilita a circulagé@o de fluidos biologicos, possibilitando a fixagédo celular para
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a neoformacao tecidual (WERS et al., 2015). As respostas celulares e regenerativas

do tecido dependem de diferentes caracteristicas dos poros, tais como: quantidade,

forma, tamanho e interconectividade (Limmahakhun & Yan, 2017; Abdollahiyan et

al., 2021). Estudos tem reportado que macroporos interconectados (> 100 ym) na
faixa de 200-600 ym sdo os pré-requisitos para o crescimento 0sseo, infiltracdo
celular, transporte de nutrientes/excre¢des e promocao da endogénese capilar para
apoiar a formacao de tecido 0sseo; e microporos na faixa de 0,5-20 um favorecem a
adeséo e diferenciagao celular (Murphy et al., 2010; Hang Zhang et al., 2021).

Apoiado nesses estudos, as amostras de todos os grupos estudados
apresentaram tamanhos de microporos (0,74-4,80 um) favoraveis a adesédo e
diferenciacdo celular. Entretanto, as DDMs desenvolvidas a partir dos grupos G-
EDTA (Figs. 5 C.1-C.3), G.HCI-0,6M (Figs. 7 A.2-A.5) e G.H202/H2S0. (Figs. 7 B.2-
B.7) apresentaram caracteristicas de microporosidade mais adequadas em termos
de profundidade dos microporos para serem projetados como scaffolds. Sendo que,
as amostras dos grupos G-EDTA (Figs. 5 C.1-C.3) e G.HCI-0,6M (Figs. 7 A.2-A.5)
exibiram similaridade em relacdo a morfologia dos poros, ou seja, poros fechados e
arredondados. Ja as amostras do grupo G.H202/H2SO4 (Figs. 7 B.2-B.7) mostraram
microporos interconectados, com partes da dentina peritubular sobre a superficie
dentinaria, sugerindo melhores estruturas de poros para aplicacdo em scaffolds,
guando comparadas com as amostras dos grupos EDTA (Figs. 5 C.1-C.3) e G.HCI-
0,6M (Figs. 7 A.2-A.5).

Murphy et al., (2010) indicaram que poros médios de 164 um e 190 pum
demonstraram uma migracao celular com progressao lenta, ndo atingindo o centro
do scaffold, enquanto poros de 325 pm apresentaram uma maior taxa de infiltracao
celular associada a distribuicdo celular uniforme. Contrariamente, niveis mais altos

de células foram encontrados em scaffolds com poros de 96 um, indicando que a
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adesao celular diminui com o aumento do tamanho dos poros (Murphy & O’Brien,
2010). Logo, a menor disponibilidade de area superficial especifica, pelo aumento do
tamanho dos poros, pode levar a reducdo de areas de adesdo celular (Murphy &
O’Brien, 2010).

Considerando os dados acima, caracteristicas de rugosidade e topografia
também alteraram o comportamento celular (Calore et al., 2021). Calore et al. (2021)
e Abdollahiyan et al. (2021) indicaram que em ambiente osteogénico, as células
estromais mesenquimais humanas e osteoblastos foram mais responsivas a
rugosidade da superficie do que a rigidez da superficie de diferentes scaffolds.
Correlacionando estas informagdes com as imagens obtidas no MEV, o grupo
G.H202/H2S04 exibiu o melhor perfil topogréafico, por apresentar uma morfologia
irregular com intensa porosidade inter e intratubular evidenciando as melhores
caracteristicas em relacdo aos demais grupos, uma vez que Ho & Hutmacher (2006)
indicaram a eficiéncia na difusdo das células em scaffolds com poros
interconectados.

Os resultados das analises de EDS mostraram que a composi¢cado quimica
final dos grupos de amostras € compativel com a estrutura quimica éssea normal.
Abdollahiyan et al. (2021) relataram a constituicdo 6ssea sendo de cristais de
hidroxiapatita - HA (fésforo e calcio), cloro, sédio, magnésio, carbonato, fluor,
potassio, bem como vestigios de estréncio, zinco, silicio e cobre, além de fibras de
colageno. A presenca de Ca e P nos grupos G.H202/H2S0O4 e 0 G.HCI-0,6M, apds o
processo de confec¢do das DDMs, sugeriu estes achados promissores em relagao
ao G.EDTA, que apresentou niveis inferiores de Ca e nulos de P, uma vez que a
presenca Hidroxiapatita, composta principalmente por Ca e P, aumenta as
propriedades mecanicas e potencializa a capacidade de adesdo dos osteoblastos

em Scaffolds (Abdollahiyan et al., 2021).
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Anteriormente, Kuntze et al. (2020) identificaram, através do EDS, padrdes
similares de Ca e P em amostras desmineralizadas com HClI 6,0 M e 12 M,
demonstrando maiores percentuais de Ca e P, corroborando com os achados

reportados neste estudo.
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7. CONCLUSAO

A metodologia empregada para o desenvolvimento das DDMs associando
solugcbes desmineralizantes com elevacéo de temperatura e sonicagao potencializou
a acdo quimica, acarretando scaffolds de diferentes porosidades. Entretanto, através
do emprego da determinagdo da densidade pelo método Arquimedes foi possivel
identificar o melhor potencial desmineralizante nas solu¢gbes de HCI-0,6M,
H202/H.SOs4 e EDTA, acarretando caracteristicas de microporosidade mais
adequadas em termos de profundidade dos microporos para serem projetados como
scaffolds.

A presenca de uma matriz composta de Ca e P nos grupos G.H202/H2SO4
e 0 G.HCI-0,6M, apés o processo de confeccdo das DDMs, permitiu sugerir a
viabilidade no emprego de scaffolds de DDMs na técnica da regeneracdo éssea
guiada por apresentar um perfil mineral similar ao perfil mineral 6sseo.

Aprofundando-se nas andlises, conclui-se que o emprego da solucédo de
G.H202/H2S04 permitiu a formacdo de microporos interconectados, sugerindo
melhores estruturas de poros para aplicagdo em scaffolds, quando comparadas com
as demais solucdes estudadas.

Mesmo nao alcangando o maior potencial desmineralizante, a solucéo de
H202/H2SO4 permitiu desenvolver scaffolds com caracteristicas quimicas e
superficiais de microporosidade diferenciadas que superam as outras solucdes
empregadas no desenvolvimento da DDMs, sendo determinada como a melhor
solucéo para o emprego na técnica da DDM.

Estudos adicionais sdo necessarios no desenvolvimento da técnica da

DDM, a fim de correlacionar o potencial osteogénico e microestrutural.
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9. APENDICE

APENDICE 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE ENXERTOS E
IMPLANTES PARA CIRURGIA DE REGENERACAO OSSEA GUIADA E
MOVIMENTACAO ORTODONTICA

Pesquisador responsavel: Fabiano Luiz Heggendorn, CRO-RJ: 29029

Programa de pés-graduacdo em Odontologia da Universidade do Grande Rio
(UNIGRANRIO) Campus | - Duque de Caxias. Rua Prof. José de Souza Herdy,
1.160, bloco C, 2° andar — 25 de Agosto — Duque de Caxias — Rio de Janeiro. CEP
25071-202

Nome do voluntario:
Idade: anos; R.G.
Responsével legal (quando for 0 caso):
R.G. Responsavel legal:

O Sr. (8 esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa: “PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE ENXERTOS E IMPLANTES PARA CIRURGIA DE
REGENERACAO OSSEA GUIADA E MOVIMENTACAO ORTODONTICA”, de
responsabilidade dos pesquisadores Fabiano Luiz Heggendorn.

1- Este trabalho pretende pesquisar e desenvolver biomateriais desenvolvidos a
partir de dentes humanos a serem utilizados como enxertos 0sseos neste projeto.

2 — O dente doado ou fragmento 6sseo serd utilizado para avaliar a eficiéncia de
biomateriais, enxertos 6sseos. Os dentes obtidos serdo armazenados em um
biorepositorio localizado no Programa de poés-graduacdo em Odontologia da
Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO) Campus | - Duque de Caxias, para
outros ensaios que se facam necessarios durante a pesquisa.

Também serdo avaliados pequenos volumes sanguineos através de venopuncao
para o estudo do desenvolvimento de biomateriais.

3 — ApoOs a extracdo do dente/ bloco 0sseo, este sera preservado em solugdo salina
ou agua destilada, para posterior limpeza e remocao de tecidos e calculos aderidos
em sua estrutura.

4 — Espera-se que os beneficios desta pesquisa seja a producdo de um enxerto
0sseo autdgeno aplicavel imediatamente durante a cirurgia de cada paciente.

6 - Qualquer duvida a respeito dos procedimentos, dos resultados e/ou de assuntos
relacionados a pesquisa serd esclarecida pelos responséveis pela pesquisa, a
gualquer momento que o voluntario necessite. Podendo, ainda, retirar o
consentimento de participacdo na pesquisa a qualquer momento ndo havendo
penalidades, ou prejuizo de qualquer beneficio adquirido ou no atendimento neste
servigo.

7 - Nao havera custo financeiro para o voluntario desta pesquisa.
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8 - A identidade do individuo e/ou responsavel sera mantida em sigilo.

9 - Os pesquisadores sdo obrigados a suspender a pesquisa imediatamente ao
constar algum risco ou dano a minha saude.

10 - Os resultados deste estudo serdo divulgados em dissertacao de mestrado, tese
de doutorado, na literatura especializada, ou em congressos e eventos cientificos.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na R. Prof. José de
Souza Herdy, 1160 — CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733, ENDERECO
ELETRONICO: cep@unigranrio.com.br.

Eu, :
RG. n° declaro ter sido informado e concordo em participar,
como voluntério (a), do projeto de pesquisa acima descrito.

, de de

Assinatura do(a) paciente ou responsavel legal Assinatura do(a)
responsavel por obter o consentimento

Testemunha Testemunha
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APENDICE 2 - Termo de doag&o.

TERMO DE DOACAO

Titulo do Projeto: PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE ENXERTOS E
IMPLANTES PARA CIRURGIA DE REGENERAQAO OSSEA GUIADA E
MOVIMENTACAO ORTODONTICA.

Pesquisador responsavel: Fabiano Luiz Heggendorn, CRO-RJ: 29029

Programa de pés-graduacdo em Odontologia da Universidade do Grande Rio
(UNIGRANRIO) Campus | - Duque de Caxias. Rua Prof. José de Souza Herdy,

1.160, bloco C, 2° andar — 25 de Agosto — Duque de Caxias — Rio de Janeiro. CEP

25071-202
Eu, , portador do
RG n° , com anos, apoés ter

recebido as informacbes que me foram transmitidas durante a elaboracdo do

diagnéstico clinico e radiografico do dente e

ndo tendo condicdo de receber tratamento conservador, e conseqiente
permanéncia deste dente na cavidade bucal, CONSINTO NA REALIZACAO DA (S)

EXODONTIA (S), (extracao) do (s) dente (s) , proposta (s), bem

como a respectiva DOACAO dos ORGAOS EM QUESTAQ para a participacédo do
projeto “PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE ENXERTOS E IMPLANTES
PARA CIRURGIA DE REGENERACAO OSSEA GUIADA E MOVIMENTAGCAO
ORTODONTICA”, preservando minha identidade.

, de de

Assinatura do doador ou responsavel
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APENDICE 3 — Perda de Massa.

Dados de perda de massa dos grupos foram analisados.

Perda de Massa

G.Control - Grupo controle, agua.

Ma (g) Md (g) Md - Ma Perda de Massa (%)
2C 1,0127 1,01 -0,0027 -0,27
2R 0,4169 0,4169 0 0
3R 0,5195 0,5163 -0,0032 -0,32

G.EDTA - Grupo EDTA

Ma (g) Md (g) Md - Ma Perda de Massa (%)
3C 0,4033 0,3516 -0,0517 -5,17
4C 0,9562 0,8712 -0,085 -8,5
4R 0,2473 0,2218 -0,0255 -2,55

G.NaOCI - Grupo hipoclorito de sodio 2,5%

Ma (g) Md (g) Md - Ma Perda de Massa (%)
5C 0,8188 0,7897 -0,0291 -2,91
5R 0,3857 0,3358 -0,0499 -4,99
7C 0,7723 0,7302 -0,0421 -4,21

G.HCI,0,6M - Grupo &cido cloridrico 0,6 M

Ma (g) Md (g) Md - Ma Perda de Massa (%)
7R 0,2508 0,1483 -0,1025 -10,25
10C 0,5888 0,397 -0,1918 -19,18
10R 0,4692 0,3318 -0,1374 -13,74

G.H202/H2S04 - Grupo &cido sulfarico e peréxido de hidrogénio

Ma (9) Md (g) Md - Ma Perda de Massa (%)
1R 0,2822 0,2145 -0,0677 -6,77
6R 0,4677 0,3546 -0,1131 -11,31
6C 0,4602 0,3374 -0,1228 -12,28
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APENDICE 4 — Determinacédo da densidade pelo método Arquimedes.
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APENDICE 5 — Imagens MEV - G.Control.
Imagens do grupo controle, G.Control, em diferentes magnitudes. Varredura
CP originado da sec¢do coronéria: area de esmalte (Imag. A.1 — A.6) e de dentina

(Imag. B.1 — B.6). Varredura do CP originado da sec¢éo radicular: area de dentina
(Imag. C.1 - C.6).

Al
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APENDICE 6 — Imagens MEV - G.EDTA.
Imagens do grupo EDTA, G.EDTA, em diferentes magnitudes. Varredura do
CP originado da secao radicular: area de dentina (Imag. A.1 - A.6;B.1-B.5e C.1 -

C.4). Varredura do CP originado da secdo coronéria: area de dentina (Imag. D.1 —
D.6) e esmalte (Imag. E.1 — E.6).
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APENDICE 7 — Imagens MEV - G.NaOClI.

Imagens do grupo hipoclorito de sddio a 0.5%, G.NaOCI, em diferentes
magnitudes. Varredura do CP originado da sec¢do radicular: area de dentina (Imag.
A.l1 — A5 e B.1 — B.5). Varredura do CP originado da secdo coronéria: area de
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APENDICE 8 — Imagens MEV - G.HCI,0,6M.
Imagens do grupo &cido cloridrico 0,6M, G.HCI,0,6M, em diferentes
magnitudes. Varredura do CP originado da sec¢éo coronéria: area de dentina (Imag.

A.l1 — A5) e de esmalte (Imag. B.1 — B.6). Varredura do CP originado da se¢éo
radicular: area de dentina (Imag. C.1 - C.6 e D.1 — D.6).
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APENDICE 9 — Imagens MEV - G.H202/H2S04

Imagens do grupo acido sulfarico e peréxido de hidrogénio,
G.H202/H2S04, em diferentes magnitudes. Varredura do CP originado da segao
coronaria: area de dentina (Imag. A.1 — A.6) e de esmalte (Imag. B.1 — B.6).
Varredura do CP originado da secao radicular: area de dentina (Imag. C.1 —C5 e
D.1-D.6).
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APENDICE 10 — Espectros do MEV-EDS

[+ o Na Mg P Ca F cl N
50.86% 28.78% 20.35%
G.HCI,0,6M [ Seglio radicular
50.53% 28.66% 20.82%
G.HCI,0,6M [ Seglio radicular
6.60% 44.12% 0.58% 17.07% 31.20% 0.34%
G.HCI,0,6M / Seglio corondria - Esmalte
64.866% 33.54% 1.80%
G.HCL,0,8M /Seglio corondria
57.68% 40.86% 1.45%
G.H202/H2S04 [Seglio radicular
58.58% 38.82% 0.44% 1.18%
G.H2O02/H2S04 [Seqlio radicular
6.07% 42.53% 0.47% 18.05% 32.35% 0.54%
G.H202/H2804 /Seglo corondrla- Esmalte
63.83% 35.02% 1.35%
G.H202/H2504 | Seglio corondria
6.12% 43,14% 0.68% | 0.67% 17.31% 31.87%
G.NaOC| / Seglo radlcular
5.71% 42.70% 0.51% | 1.01% 17.18% 31.85% 1.25%
G.NaOC| / Seglo radlcular
8.15% 42.80% 0.80% | 0.28% 17.84% 32.23%
G.NaOC| / Seglo coronarla
0.73% 41.85% 0.77% | 0.86% 16.71% 30.28%
G.NaOC| / Seglo corondrla
65.55% 34.00% 0.44%
G.EDTA / Segéo radlcular
85.12% 34.33% 0.55% 0.45%
G.EDTA /Seglio radicular
G.EDTA /Seg8io corondrla 83,30% 35.44% 0.28% 0.88%
G.EDTA / Seglo corondrla 62.12% 35.78% 0.18% 1.83%
24,08% 38.82% 0.34% | 0.41% 12.65% 22.80%
G.Control / Segfio radlicular
20.77% 40.50% 0.43% | 0.48% 13.50% 24.32%
G.Control / Seglio radloular
5.81% 44.82% 0.60% | 0.22% 17.10% 31.35%
3.Control / Seglio corondria
6.10% 45.44% 0.88% | 0.33% 16.73% 30.41%

G.Control / Seglio corondria
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