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APRESENTACAO

A inovacdo é o combustivel do crescimento profissional em todas as areas,
mesmo na mais tradicional até a area mais tecnolégica. A Odontologia € a ciéncia que
agrega os principios técnicos tradicionais, como por exemplo, aqueles postulados por
Greene Vardiman Black, as mais avang¢adas tecnologias, como escéneres intraorais e
impressoras 3D capazes de produzirem pecas anatomicamente perfeitas, especificas
para cada caso.

Pensando na propagacao de conhecimento dentro das mais variadas areas
de atuacdo do Cirurgiao Dentista, a Atena Editora disponibiliza mais um compilado
de artigos, organizados em dois volumes, com a tematica Comunicagao Técnica e
Cientifica em Odontologia.

Espero que a leitura do conteudo deste E-book proporcione ampliagdo de
conhecimentos e que também provoque curiosidade em vocé, leitor, pois sdo 0s novos
questionamentos que impulsionam novas descobertas.

Otima leitura.

Emanuela C. dos Santos
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RESUMO: Na literatura s&o relatadas
diferencas na quantidade geral de colageno
nos seres humanos. O presente estudo teve
como objetivo comparar a porcentagem de
colageno na dentina coronéaria de 39 dentes
humanos recém-extraidos entre etnias, géneros
e idade. Inicialmente foi realizada a selegcao
dos individuos com idade entre 10 e 80 anos
que tiveram os dentes extraidos por razdes
periodontais ou ortodOnticas. Ap6s a coleta,
os dentes foram armazenados individualmente
em frascos estéreis contendo 10% de solucéao
de EDTA (pH 7,3) para desmineralizagao.
Ap6s a desmineralizacdo os dentes foram
desidratados e seccionados separando a
coroa da raiz. Em seguida, as coroas foram
processadas histologicamente e incluidas em
parafina. Posteriormente, foram realizados
cortes histolégicos que foram corados por
picrosirius para analise do coldgeno utilizando
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microscopio de luz comum com objetiva de 40X, um filtro polarizador e o software
Axiovision (Zeiss, Berlim, Alemanha). Em seguida foi realizada a morfometria da
porcentagem de colageno na dentina coronaria dos 39 dentes recém-extraidos, sendo
todos eles pertencentes ao grupo dos terceiros molares. A analise estatistica foi
realizada utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego, Califérnia,
EUA) e BioEstat 5.0 (BioEstat, Manaus, Brasil). Os individuos brancos apresentaram
porcentagem de colageno significativamente menor na coroa quando comparados aos
individuos n&o brancos e o género masculino apresentou porcentagem de colageno
significativamente menor na coroa quando comparado ao género feminino. Embora
néo existam estudos a respeito, acreditamos que as intervengdes na Odontologia
Restauradora devam ser realizadas com certa distingdo nesses individuos, ja que a
quantidade de colageno presente na dentina esta diretamente relacionada ao sucesso
da restauracdo. Entretanto, estudos adicionais devem ser realizados com o intuito de
compreender melhor as diferengas individuais na adesao entre materiais restauradores
e a estrutura dentaria.

PALAVRAS-CHAVE: Colageno. Dentina. Grupos Etarios. Grupos Etnicos.

ANALYSIS OF COLLAGEN PERCENTAGE IN HUMAN DENTIN BETWEEN
DIFFERENT ETHNICITIES, GENDERS AND AGES

ABSTRACT: Differences in the general amount of collagen in humans are reported in
the literature. The aim of the present study was to compare the percentage of coronary
dentin collagen in 39 freshly extracted human teeth by ethnicity, gender and age.
Initially, individuals aged 10 to 80 years old who had their teeth extracted for periodontal
or orthodontic reasons were selected. After collection, the teeth were individually
stored in sterile vials containing 10% EDTA solution (pH 7.3) for demineralization. After
demineralization the teeth were dehydrated and sectioned separating the crown from
the root. Then the crowns were histologically processed and embedded in paraffin.
Subsequently, histological sections were performed and picrosirius stained for collagen
analysis using a 40X objective common light microscope, a polarizing filter and
Axiovision software (Zeiss, Berlin, Germany). Then, the morphometry of the percentage
of collagen in the coronary dentin of the 39 freshly extracted teeth was performed, all
belonging to the third molar group. Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 5 software (GraphPad, San Diego, California, USA) and BioEstat 5.0 (BioEstat,
Manaus, Brazil). White individuals presented significantly lower collagen percentage in
the crown when compared to non-white individuals and males presented significantly
lower percentage of collagen in the crown when compared to females. Although there
are no studies on this, we believe that restorative dentistry interventions should be
performed with some distinction in these individuals, since the amount of collagen
present in dentin is directly related to the success of the restoration. However, further
studies should be conducted to better understand individual differences in bonding
between restorative materials and dental structure.

KEYWORDS: Age Groups. Collagen. Dentin. Ethnic Groups. Gender.
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11 INTRODUCAO

Os elementos dentais sao estruturas do organismo humano constituidas por
trés tecidos de dureza consideravel: o esmalte, a dentina e 0 cemento (KAWASHIMA,;
OKIJI, 2016). O esmalte apresenta origem ectodérmica, diferenciando-se da dentina
e do cemento, que sao descritos como tecidos conjuntivos e de origem mesodérmica
(NEEL et al., 2016). O esmalte recobre a superficie da coroa e o cemento recobre a
superficie da raiz, sendo que a porgéao principal dos dentes é constituida pela dentina.
A dentina, por sua vez, circunda um tecido ndo-mineralizado abundante em fibras
nervosas e vasos sanguineos, a polpa dentaria (KAWASHIMA; OKIJI, 2016).

O esmalte permite que os dentes exercam fungdes semelhantes a de armas
e também auxilia no trabalho de processar os alimentos, por ser o tecido mais
mineralizado e com maior grau de dureza que existe no organismo humano (LACRUZ
et al., 2017). O cemento apresenta-se como um tecido mineralizado que participa no
recobrimento da raiz do elemento dental (MATSUNAGA et al., 2016).

Adentina é um tecido mineralizado de origem mesenquimal (LINDE; GOLDBERG,
1993), que compreende a maior area de todo o elemento dental (NEEL et al., 2016;
ELDARRAT; HIGH; KALE, 2017). A dentina € composta por tubulos dentinarios que se
estendem por toda a sua area, e com didmetro aproximado de 1 ym a 4 ym, sendo
que esse diametro é maior na regiao préxima a polpa e vai diminuindo no sentido mais
externo, ou seja, nas proximidades das juncdes amelodentinaria e cementodentinaria.
A densidade aproximada dos tubulos na dentina € de 27.000 tubulos/mm? na superficie
externaenaregidomaisinternaesse numeroaumentaparacercade 45.000tubulos/mm2,
Dentro dos tubulos dentinarios se encontram os prolongamentos dos odontoblastos
e o liquido extracelular (ELDARRAT; HIGH; KALE, 2017). Os odontoblastos consistem
em células diferenciadas, cujos corpos celulares se encontram na parte mais periférica
da estrutura pulpar e seus prolongamentos se estendem pelos tubulos dentinarios e
alcancam a juncao amelodentinaria (KAWASHIMA; OKIJI, 2016).

Existem doistipos de dentina: adentina peritubular, aqual € altamente mineralizada
e se localiza entre os tubulos e a dentina intertubular, que é a que concentra maior parte
do material organico e reveste os tubulos dentinarios. A matriz da dentina intertubular
€ composta principalmente de fibras colagenas do tipo | além de outras proteinas
ndo colagenas e proteoglicanas formando uma rede organica reforcada por cristais
minerais de apatita (BERTASSONI et al., 2012).

A composicao da dentina consiste em 70% de componente mineral, 20% de
componente organico (matriz dentinaria) e 10% de dgua (NEEL et al., 2016). A matriz
dentinaria € uma matriz extracelular constituida 90% por colageno tipo | e 10% por
proteinas nao colagenas e por lipidios (BUTLER et al., 2002).

O colageno do tipo | abrange 30% do volume da area mineralizada da dentina e
constitui 90% de sua matriz orgénica (HU et al., 2015), sendo que os 10% restantes
correspondem aos colagenos dos tipos Ill e V. A porcdo da matriz organica que nao
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apresenta colageno é formada em sua maior parte por fosfoproteinas dentinarias,
as quais apresentam funcgdes inibidoras ou promotoras que interferem na deposicéao
mineral (NEEL et al., 2016).

O colageno do tipo | representa uma estrutura elastica, com alta resisténcia
a tracdo e altamente organizada (BERTASSONI et al., 2012; SCHWARZ, 2015). O
comprimento aproximando de cada estrutura de colageno € de 300 nm e, de um extremo
ao outro, suas fibrilas apresentam areas intervaladas de 40 nm. A estabilizac&o dessas
estruturas colagenosas € realizada através de interagdes fracas com hidrogénio e
também através de ligagbes intermoleculares fortes, sendo essa estabilizagdo de
fundamental importancia para a manutencdo da estrutura do coldgeno, bem como
sua insolubilidade em meio aquoso (NEEL et al., 2016). A macromolécula de colageno
tipo | conhecida como tripla hélice é formada por trés cadeias a polipeptidicas, sendo
duas cadeias a1 e uma a2, as quais sao compostas pela sequéncia de aminoacidos
glicina-X-Y, onde X e Y séo frequentemente ocupados pelos aminoacidos prolina e
hidroxiprolina, respectivamente. Além da tripla hélice central, a molécula heterotrimérica
do colageno tipo | apresenta outros dois dominios, ambos n&o helicoidais: um NH2
terminal ou N telopeptideo e um COOH terminal ou C telopeptideo (GELSE; POSCHL,;
AIGNER, 2003). A estrutura do colageno tipo | constituida pela tripla hélice, por duas
cadeias al e uma cadeia a2 e que apresenta forma de bastonete com didmetro
aproximado de 1,5 nm é conhecida como pro-colageno, configurando a forma, pela
qual é secretada pelas células odontoblasticas no espaco extracelular, onde € entéao
convertida a tropocolageno, caracterizado pela perda dos dois dominios N e C terminais
(NEEL et al., 2016).

No ser humano em geral as concentracdes de colageno parecem variar. Estudos
mostraram que o conteudo total de colageno da superficie da pele humana apresenta
declinio anual de aproximadamente 1% e que a pele de pessoas mais velhas
apresenta sua estrutura colagena com forma irregular e ndo organizada, diferenciando-
se da pele jovem, onde o colageno é abundante, organizado e altamente regular
(GANCEVICIENE et al., 2012). No que diz respeito a etnia, um estudo realizado por
Yu et al. (2015), relata que individuos afro-americanos apresentam maior incidéncia de
deposicao colagenosa na derme e que, aparentemente, a arquitetura colagenosa tem
maior organizagao nesses individuos do que em individuos caucasianos.

O dente, devido a sua alta composicao mineral, esta sujeito ao fenébmeno da
desmineralizacdo. Essa desmineralizagdo esta intimamente associada ao declinio do
pH na superficie da estrutura dental e pode acarretar lesdes significativas (LARSEN;
FIEHN, 2017). As estruturas dentais lesionadas pela cérie ou outras doencas podem
ser reparadas ou substituidas por meio da aplicagdo de materiais sintéticos, que
reestabelecem a funcéo e a estética do elemento dental. Dessa forma, os procedimentos
restauradores atuais dependem da unido entre os materiais e os substratos dentarios
(BERTASSONI et al., 2012). Como os tubulos dentinarios sdo os locais disponiveis
para a unido micromecanica e eles estao todos preenchidos por fluidos, a ligacao de
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materiais restauradores a dentina se torna altamente desafiadora (KAUR et al., 2015).

A restauracéo das estruturas dentarias utilizando materiais adesivos poliméricos
normalmente preconiza trés etapas: a corrosdo 4cida, a incorporacdo da matriz
resinosa as fibras colagenas e a etapa adesiva (BERTASSONI et al., 2012). Na etapa
da corrosao acida um agente acido € empregado com o objetivo de retirar a smear layer
e, ao mesmo tempo, desmineralizar o substrato mineral do esmalte e da dentina. No
esmalte o acido causa a desmineralizagéo e aumenta a area de retencéo. Na dentina,
0 4cido causa a desmineralizacéo, levando a exposi¢cdo da matriz de fibras coladgenas
e ao alargamento do didametro do tabulo (DAVARI; ATAEI; ASSARZADEH, 2013; HU et
al., 2015). Na etapa da incorporacdo da matriz resinosa sao empregados os agentes
denominados primers, que sdo compostos por mondmeros hidrofilicos e solventes
volateis. Os solventes volateis tém a funcéo de deslocar os fluidos para liberar a matriz
dentinaria e de transportar os monémeros resinosos para a matriz colagena exposta
(BERTASSONI et al., 2012). Os monémeros de resina agem infiltrando e encapsulando
a matriz de coldgeno que se encontra desmineralizada e exposta, levando a formacéo
de uma unido resistente entre dentina e compdsito (DAVARI; ATAEIl; ASSARZADEH,
2013; HU et al., 2015). A unido formada e mantida entre as fibras coladgenas expostas
e a matriz resinosa é denominada camada hibrida (HU et al., 2015).

Portanto, sabendo da importancia das fibras colagenas para a adesividade
de restauracdes diretas com resina composta e que ja foi relatado na literatura que
existem diferengas na quantidade de colageno com relagdo a etnia, ao género e a
idade, justifica-se a realizagc&o do presente estudo.

Baseado no que foi exposto, 0 objetivo da presente pesquisa foi comparar a
porcentagem de colageno na dentina coronaria de dentes humanos recém-extraidos
entre 0s géneros e a etnia e correlacionar a porcentagem de colageno com a idade
dos individuos.

2 | JUSTIFICATIVA

A quantidade de colageno em dentina coronaria relacionada com a etnia, o
género e a idade tem sido um assunto pouco estudado. Dessa forma, a justificativa de
desenvolver este estudo é para aperfeicoar o conhecimento sobre as porcentagens de
colageno descobertas e analisar as diferengas encontradas nas dentinas coronérias
de negros e brancos, homens e mulheres e de jovens e idosos, jA que que essas
diferencas influenciam diretamente na qualidade e durabilidade dos procedimentos
restauradores diretos realizados nas estruturas dentarias.
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3| MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao dos individuos

Apos aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos pela
Universidade Federal do Tridangulo Mineiro, sob numero CAAE:23525113.6.0000.5154,
foram selecionados individuos entre 10 e 80 anos que tiveram seus dentes higidos
extraidos por motivos periodontais ou ortodénticos na Clinica de Odontologia da
Universidade de Uberaba. Foram coletados 39 dentes higidos sob anestesia local.

Os critérios de inclusao para a pesquisa foram: os individuos que apresentaram
idade entre 10 e 80 anos e tiveram seus dentes higidos extraidos por motivos
periodontais ou ortodénticos. Os dentes deveriam ser higidos porque as caries e
restauracoes poderiam induzir a formacao de dentina secundaria ou inflamacdes na
polpa que poderiam alterar a quantidade de colageno nestes tecidos.

Os critérios de exclusdo da pesquisa foram: individuos cujos dentes extraidos
apresentaram qualquer anormalidade de tamanho, uniformidade no esmalte ou na
dentina, ou que apresentaram fraturas, desgastes, historia de habitos parafuncionais
ou abfracado, céries ou restauragdes. Foram excluidos ainda individuos com doencas
sistémicas associadas a sintese de colageno. Os habitos parafuncionais, abfracao,
caries e restauragdes podem induzir a formacao de dentina secundaria ou inflamacoes
na polpa que podem alterar a quantidade de colageno nestes tecidos.

No atendimento ao individuo, foram anotados dados como idade, género
e etnia. Foram anotados ainda dados sobre habitos parafuncionais ou doencas
sistémicas associadas com a sintese de colageno. Os individuos selecionados foram
homogeneizados com relacédo a etnia e o género. Os dentes foram submetidos ao
debridamento com auxilio de curetas e agua corrente e posteriormente tiveram seus
comprimentos medidos com auxilio de paquimetro digital. Em seguida, as coroas foram
separadas das raizes com auxilio de alta rotac&o e disco carburundum. Posteriormente,
as coroas dos dentes foram fixadas em formaldeido a 3,7% durante 48 horas.

3.2 Desmineralizacao das coroas e processamento histolégico

As coroas dos dentes foram armazenadas individualmente em frascos estéreis
contendo solucao de EDTA a 10% (pH 7,3) para a desmineralizacdo. Foi realizada a
troca da solugdo de EDTA a cada dois dias durante 120-180 dias. Posteriormente, ao
verificar a correta desmineralizacao da estrutura dental, as coroas foram desidratadas
em alcool, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina. De cada amostra, foram
obtidas sec¢bes de 6pym de espessura com auxilio de um micrétomo. Os cortes foram
aplicados sobre l&aminas histologicas previamente silanizadas com &cido glacial e
foram coradas pelo picrosirius para a analise do colageno.
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3.3 Coloracao picrosirius red

Para a coloracéo de picrosirius red os cortes foram lavados em agua corrente
durante 5 minutos. Em seguida foram desparafinizados com auxilio do xilol. Os cortes
foram entdo aplicados em alcool gradativamente, desde alcool 70% até o alcool
absoluto. Cada alcool agiu por 5 minutos. Posteriormente os cortes foram lavados
em agua corrente. Apos a hidratacéo as laminas foram ent&o aplicadas na solucéo de
corante de picrosirius red por 5 minutos e depois na solugéo de fucsina G também por
5 minutos. Para finalizar, os cortes foram rapidamente contracorados com hematoxilina
de Harris e mergulhados em agua para a retirada do excesso de corantes. As laminas
foram montadas com auxilio de Entelan.

3.4 Analise da porcentagem de colageno

A morfometria do colageno foi realizada de maneira semi-automatica utilizando
um microscépio de luz comum Axio 4.1 (Zeiss, Berlim, Alemanha) acoplado a uma
camera capturadora de imagem Axiocam (Zeiss, Berlim, Alemanha) e um computador
onde se encontra instalado o software Axiovision 4.8 (Zeiss, Berlim, Alemanha). As
imagens vistas no microscoépio foram transmitidas ao monitor do computador. Para esta
andlise foi utilizada a objetiva de 40X e um filtro polarizador. Na imagem polarizada vista
no computador o colageno apresenta birrefringéncia com coloracédo verde, amarela
ou vermelha, onde sera automaticamente quantificado. Serdo analisados todos os
campos do fragmento.

3.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através dos softwares GraphPad Prism 5
(GraphPad, San Diego, Califérnia, USA) e BioEstat 5.0 (BioEstat, Manaus, Brasil).
Para distribuicdo dos dados utilizou-se o teste Exato de Fisher. O teste de Kolmogorov
foi utilizado para a avaliagcdo da normalidade. Como todos 0s casos apresentaram
distribuicdo n&o normal foi utilizado o teste Mann Whitney. Para a correlagéo utilizou-
se o teste de correlacdo de Spearman. O nivel de significancia assumido foi de 5%
(a<0,05).

4 | RESULTADOS

Foi analisada morfometricamente a porcentagem de colageno em dentina
coronaria de 39 dentes recém-extraidos, sendo todos eles pertencentes ao grupo dos
terceiros molares. Os 39 individuos foram entédo divididos em grupos de acordo com
a etnia e o género (Tabela 1), em seguida, os dados encontrados foram comparados
entre etnias, géneros e correlacionados com a idade dos individuos.

Masculino Feminino
Branco 9 13
N&o Branco 6 11
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Tabela 1 — Distribuicéo dos individuos de acordo com a etnia e o género

Com relagdo a etnia, os individuos brancos apresentaram porcentagem de
colageno significativamente menor na coroa quando comparados aos individuos nao
brancos (p=0,0143).

Brancos N&o Brancos
(n=22) (n=17)
Mediana (max. — min.) Mediana (max. — min.)
Colageno (%) 20,02 (59,41- 0,00) 22,27 (59,82-0,10)

Tabela 2 — Porcentagem de colageno coronario entre brancos e nao brancos

Teste de Mann Withney. p=0,0143

Quando comparados os géneros masculino e feminino, o género masculino
apresentou porcentagem de colageno significativamente menor na coroa em relagao
ao género feminino (p=0,0001).

Masculino Feminino
(n=15) (n=24)
Mediana (max. — min.) Mediana (méax. — min.)
Colageno (%) 19,28 (54,72- 0,00) 21,61 (59,82-0,09)

Tabela 3 — Porcentagem de colageno coronério entre géneros Masculino e Feminino

Teste de Mann Withney. p=0,0001

Houve correlacdo negativa, embora nao significativa, entre a porcentagem de
colageno nas coroas dos dentes e a idade dos individuos (Grafico 1).
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51 DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudo mostram que os individuos
brancos apresentaram porcentagem de colageno significativamente menor na coroa
dos dentes quando comparados aos individuos nao brancos. Um estudo realizado
por Yu et al. (2015), mostra que individuos caucasianos apresentam menor incidéncia
de deposicao colagenosa na derme e que, aparentemente, a arquitetura colagenosa
tem menor organizacdo nesses individuos do que em individuos afro-americanos. De
modo geral, individuos brancos apresentam menor quantidade de colageno em seus
corpos, o que justifica a menor porcentagem de coldgeno encontrada nas coroas de
seus dentes.

Em relacéo aos géneros, quando comparados 0s géneros masculino e feminino,
0 género masculino apresentou porcentagem de colageno significativamente menor
na dentina coronaria. Um estudo conduzido por Fede et al. (2016), relata que o
estrogénio esta envolvido na remodelacéo da matriz extracelular e do colageno e que
esse hormdnio sexual afeta os tecidos conjuntivos das mulheres. O estudo também
mostrou que o colageno de tipo | diminui em mulheres p6s-menopausa. Portanto,
sugere-se que a menor quantidade de colageno encontrada nas coroas dos dentes
dos homens esta relacionada com a menor quantidade de estrogénio presente em
Seus organismos.

Em relacéo a idade, houve correlacéo negativa entre a porcentagem de colageno
e a idade dos individuos. Entretanto, essa correlacdo negativa ndo foi significante e
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isso provavelmente se deve ao fato de que o numero de casos analisados foi pequeno.
Na literatura cientifica existem estudos que associam o aumento da idade com a
perda progressiva de colageno. Sabe-se que a porcentagem de colageno diminui
nos seres humanos conforme a idade vai aumentando e que iSsSO € um processo
fisioldgico relacionado com o envelhecimento. Ganceviciene et al. (2012), mostraram
que o conteudo total de colageno da superficie da pele humana apresenta declinio
anual de aproximadamente 1% e que a pele de pessoas mais velhas apresenta sua
estrutura colagena com forma irregular e ndo organizada, diferenciando-se da pele
jovem, onde o colageno é abundante, organizado e altamente regular. Portanto, faz
sentido o resultado obtido que mostra a correlacdo negativa entre a porcentagem de
coldgeno nas dentinas coronarias dos dentes e a idade dos individuos.

Ja foi demonstrado que a degradacao das redes de colageno da dentina esta
intimamente relacionada com falhas encontradas na interface dentina-adesivo
(BRESCHI, et al., 2008; BERTASSONI et al., 2012; HU et al., 2015). Dessa forma,
embora nado tenham sido encontrados estudos que comparam a porcentagem
de colageno entre os grupos étnicos e 0os géneros, sugerimos que os tratamentos
restauradores devam ser realizados de forma individualizada, a fim de minimizar os
insucessos relacionados a adesividade na interface dente-restauracao.

6 | CONCLUSAO

Portanto, os individuos brancos e do género masculino apresentaram menor
porcentagem de colageno nas coroas dentarias. Dessa forma, embora ndo existam
estudos a respeito, acreditamos que as intervengdes na Odontologia Restauradora
devem ser realizadas com certa distincdo nesses individuos, ja que a quantidade
de colageno presente na dentina esta diretamente relacionada com o sucesso da
restauracédo direta com resina composta. No entanto, novos estudos deverdo ser
realizados a fim de compreender melhor as diferencas de adeséo entre os materiais
restauradores e a estrutura dentéria.
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