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RESUMO

A Engenharia Tecidual € um campo de pesquisa interdisciplinar que combina os
principios da engenharia de biomateriais e das ciéncias da saude, rumo ao
desenvolvimento de estratégias terapéuticas e substitutos biolégicos que visam
restaurar, manter, substituir ou melhorar as fun¢des dos tecidos ou érgéos perdidos.
A terapia celular da Engenharia tecidual é considerada uma triade, na qual estdo
presentes as ceélulas-tronco, matrizes proteicas extracelulares e sinais morfogénicos.
Combinando esses trés fatores com o aporte vascular, as interagdes entre as
moléculas da matriz proteica extracelular e as células-tronco irdo fornecer a base
para traduzir ciéncia basica em componentes reais desenvolvidos a partir dessa
triade, sendo possivel arquitetar uma estrutura favoravel a regeneragao de tecidos
lesados, assim guiando uma nova fronteira para a Odontologia moderna. O objetivo
deste estudo & apresentar os principios subjacentes da triade da Engenharia de
Tecidual em um cenario atual, assim como os desafios e as perspectivas desta area
na Odontologia. O crescimento da engenharia de tecidos como campo de pesquisa
tem proporcionado um novo conjunto de estratégias terapéuticas para aplicagdes
biomédicas, de fato, a engenharia de tecidos pode levar a novas estratégias para o
manejo clinico de pacientes com necessidades de repor tecidos lesados em um

futuro proximo.

Palavras-chave: Células-tronco; Odontologia regenerativa; Engenharia de tecidos.



ABSTRACT

Tissue engineering is an interdisciplinary field that combines the principles of
biomaterials engineering and biological sciences toward the development of
therapeutic strategies and biological substitutes that restore, maintain, replace or
improve biological functions. Tissue engineering is considered as a triad, in which are
present stem cells, extracellular matrix protein and morphogenic signals. Combining
these three factors with vascular supply, the interactions between the molecules of
the extracellular matrix protein and stem cells will provide the design basis for
translating basic science into real components developed from this triad, in order to
construct a favorable structure for the regeneration of injured tissues, thus guiding a
new frontier for modern dentistry. The objective of this study is to present the
principles underlying tissue engineering triad and the current scenario, the
challenges and the perspectives of this area in Dentistry. The growth of tissue
engineering as a research field has provided a novel set of therapeutic strategies for
biomedical applications, indeed, the tissue engineering may lead to new strategies
for the clinical management of patients with dental and craniofacial needs in the

future.

Keywords: Stem cells; Regenerative dentistry; Tissue engineering.
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1 INTRODUGAO

O uso de materiais sintéticos restauradores como substitutos permanentes
para estruturas dentais comprometidas € uma pratica que vem ocorrendo desde o
inicio da Odontologia. Uma grande parcela dos procedimentos realizados na clinica
odontologica esta limitada a substituicdo de tecidos degenerados por materiais
sintéticos, que podem ou n&o possuirem caracteristicas fisicas, biologicas e
quimicas semelhantes as dos tecidos originais. Essas diferengas, juntamente com as
interagbes da cavidade oral, pode resultar em curta durabilidade e insucesso nos
tratamentos realizados com esses materiais (ROSA et al., 2012).

Mais de 85% da populagdo necessita reparo ou substituicdo de alguma
estrutura craniofacial. Esses defeitos podem ser uma simples perda dentaria até
grandes defeitos Osseos, anomalias congénitas e recessdes oncoldgicas. A
regeneragcdo de tecidos faciais apresenta um enorme desafio que requer o
conhecimento de ciéncia basica, de procedimentos clinicos e tecnologicos por parte
da bioengenharia. O desejo de criar alternativas mais bioldgicas para o uso de
materiais estaticos e sintéticos inspirou o campo da Engenharia Tecidual
(SCHELLER; KRESBACH; KOHN, 2009).

Com o avango no desenvolvimento da Engenharia Tecidual na ultima década,
a Odontologia passou a explorar o potencial de reparo e regeneragao tecidual. A
evolugao da tecnologia de DNA recombinante e do sequenciamento do DNA, tornou
possivel o isolamento e determinacdo de genes dos mais diferentes organismos,
desta forma, com a disponibilidade de novos recursos, varios mecanismos
biolégicos, como a replicagdo do DNA e a divisdo celular, comegcaram a ser
intensamente estudados (CASAGRANDE; NOR, 2013).

As conquistas obtidas através da Engenharia Tecidual vém disponibilizando
novas terapias, como a producdo de pele para o tratamento de queimaduras,
enxertos 0sseos para a substituigdo de grandes defeitos 6sseos, artérias de menor
calibre para o tratamento de aterosclerose vascular e cartilagem para cirurgias
plasticas e reconstrutivas. Na Odontologia, o intuito da Engenharia Tecidual é
regenerar estruturas como a articulagdo temporomandibular, glandulas salivares,
ligamento periodontal, osso, dentina, esmalte, polpa e tecidos associados as
estruturas dentarias (SCHELLER; KRESBACH; KOHN, 2009; SAKAI et al., 2010;
CHEN et al., 2012; ROSA et al., 2012; CASAGRANDE; NOR, 2013).
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Dentro desta nova perspectiva da ciéncia, os custos requeridos para introduzir
tecnologias de ultima geragdo ao alcance de cientistas e pesquisadores da area,
construir instalagdes de armazenamento e obtengao de células-tronco, e produgao
de matrizes biocompativeis a precos acessiveis € um desafio no avanco da terapia
celular para o uso clinico (ROSA et al., 2012).

A partir da hipotese de que a Engenharia Tecidual representa a nova fronteira
do conhecimento para as ciéncias da saude, na busca por um substituto biolégico
para manter, restaurar ou melhorar a fungao de seus 6rgaos ou tecidos, propdem-se
nesta revisao de literatura, abordar o histérico da terapia celular, suas propriedades,
modo de acgdo e técnicas de Engenharia Tecidual, assim como detalhar acerca de
Células-Tronco de origem odontogénica, matriz extracelular (scaffolds) e sinalizag&o
celular. Analisa-se também os avancos relevantes a respeito da viabilidade do uso
da Engenharia Tecidual, assim como a seguranca relacionada a seu uso.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conceitos basicos de biologia molecular

Todos os seres vivos sao constituidos de pequenas estruturas chamadas de
células. Essas células sdo muito complexas e distintas, e sdo consideradas a menor
unidade de vida dos organismos vivos, sendo assim a forma mais basica e simples
da vida. Nessas estruturas celulares estdo contidas caracteristicas morfologicas e
fisiolégicas de cada individuo, por isso cada especificidade de um determinado
organismo depende de suas células, por meio de seu material genético (ROSSETTI,
2012).

As células de diferentes organismos podem ser parecidas quanto a estrutura e
organizacgao celular, mas ao analisar os constituintes moleculares de cada ser vivo,
deve ser levado em conta ndo somente as propriedades constituintes de cada
molécula, mas também todo o meio em que estdo envolvidas e suas interagdes.
Essa analise é considerada ainda mais importante em individuos multicelulares,
como os seres humanos (ROSSETTI, 2012).

Os avangos nos conhecimentos de biologia molecular a respeito da
organizacdo e fungdo celular, proporcionardo uma nova maneira de realizar o
diagndstico e o tratamento de doengas. Esse novo jeito de pensar, baseado numa
Odontologia contemporanea demandara o entendimento dos eventos celulares
envolvidos no processo saude/doenca dos individuos (CASAGRANDE; NOR, 2013).

2.1.2 Constituintes moleculares

Os constituintes moleculares sao as moléculas, ou macromoléculas,
responsaveis pelas inumeras reagdes bioquimicas que acontecem a nivel celular.
Essas reagdes indispensaveis aos organismos vivos, acontecem na sua maioria em
meio aquoso. Por isso, a agua € considerada como maior constituinte celular
(ROSSETI, 2012).

Além da agua, as células s&o basicamente constituidas por trés polimeros
(proteinas, carboidratos e acidos nucleicos), e uma grande quantidade de lipideos
(acidos graxos na maioria das células) (ROSSETI, 2012).
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2.1.2.1 Proteinas

Proteinas sdo polimeros de aminoacidos expressados pela informacao contida
no gene, por isso € o gene que determina a sequéncia de aminoacidos das mais
especificas proteinas. Com excegdo a agua, € o componente mais abundante
presente nos organismos vivos, podendo totalizar cerca de 50% de sua matéria
seca. Nos seres humanos as proteinas representam cerca de 15% da massa
corporea total (CORTELAZZO, 2007; ROSSETTI, 2012).

As proteinas sdo responsaveis por inumeras atividades citologicas. Existem
proteinas relacionadas a mecanismos de defesa, horménios proteicos, reserva
nutritiva, transporte via proteinas (hemoglobina), além da movimentac&o celular. As
fungdes mais conhecidas sdo as das proteinas estruturais (colageno, proteoglicanas
e queratinas), e das enzimas, que exercem fungdes catalisadoras, aumentando a

velocidade das reagbes metabdlicas consideravelmente (CORTELAZZO, 2007).

2.1.2.2 Carboidratos

Os carboidratos sdo agucares simples (monossacarideos), e representam uma
extensa classe de moléculas biologicas que influem nas fungdes celulares. Os
polimeros de carboidratos (polissacarideos) s&o uma grande cadeia de
monossacarideos que constituem a fungdo fundamental dessa molécula, sendo a

principal fonte de energia celular (ROSSETI, 2012).

2.1.2.3 Lipideos

Os lipideos sdo um agrupamento que nao forma cadeias poliméricas, a
caracteristica que os mantém unidos € a pouca solubilidade em agua, pois s&o
soluveis somente a solventes organicos. Essa propriedade, em particular, promove
associagdes do tipo anfipaticas (moléculas lipidicas com interagbes ndo covalentes
em meio aquoso), importantes para o meio celular, pois é através delas que se
formam as micelas e bicamadas, constituintes das membranas bioldgicas
(ROSSETTI, 2012).
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2.1.2.4 Acidos nucleicos

Os acidos nucleicos sao polimeros lineares de nucleotideos unidos por uma
ligacéo fosfodiéster, existindo dois tipos distintos: o acido desoxirribonucleico (DNA)
e o acido ribonucleico (RNA) (ROSSETTI, 2012).

O DNA e o RNA sao estruturas moleculares de enorme importancia bioldgica,
pois € a partir deles que a sintese proteica é realizada. S4o responsaveis, portanto,
de estocar e transmitir a informacao génica nas células (ROSSETTI, 2012).

A estrutura dos acidos nucleicos é semelhante, ambos possuem apenas quatro
tipos diferentes de nucleotideos. Os nucleotideos sdo compostos por um
grupamento fosfato, um acgucar (pentose) e uma base nitrogenada heterociclica
(puridica ou pirimidica), que estdo unidos por ligacbes covalentes (ROSSETTI,
2012).

Através do agucar formador, tem-se a diferenciagcdo entre DNA e RNA, no DNA
estara presente a desoxirribose, e no RNA a ribose. Ligados a essas pentoses estéo
as bases heterociclicas, que podem ser originadas dos compostos purina ou
pirimidina (nucleosideos). As bases puricas sdo conhecidas como adenina (A) e
guanina (G), ja as bases pirimidicas sdo chamadas de citosina (C), uracila (U) e
timina (T) (CORTELAZZO, 2007).

2.1.2.4.1 Acido desoxirribonucleico (DNA)

O DNA é composto pelas bases A, T, G, C em sequéncia linear, e contém toda
a informagdo genética de um organismo vivo. O arranjo espacial deste acido
nucleico € em forma de dupla-hélice, onde cada fita de DNA € uma sequéncia de 20
aminoacidos enrolada na outra. As bases estdo localizadas no interior da hélice,
ligadas por pontes de hidrogénio (ROSSETTI, 2012).

As pontes de hidrogénio estdo presentes em quantidades diferentes conforme
as bases ligadas, entre a ligacao A/T existem duas pontes, e entre C/G existem trés
pontes, dessa maneira essas s&0 as unicas ligacbes possiveis entre bases. As
partes mais estaveis das fitas de DNA estio localizadas conforme a disposi¢ao das
bases C/G, que apresentam mais pontes de hidrogénio na sua estruturagao
(ROSSETTI, 2012).
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2.1.2.4.2 Acido ribonucleico (RNA)

A estrutura do RNA é muito semelhante a do DNA, exceto pela substituicdo do
acgucar desoxirribose pela ribose, e da base timina pela uracila. A molécula de RNA
nao é dupla como a do DNA, sendo encontrada apenas na forma de uma simples
cadeia de polinucleotideos (CORTELAZZO, 2007; ROSSETTI, 2012).

A sintese do RNA ocorre através de uma molécula de DNA que lhe serve de
molde, assim, pode-se encontrar RNA no nucleo das células eucariontes, onde sera
feita a sua transcricdo. O DNA pode transcrever até quatro familias distintas de RNA:
RNA transportador (RNAt), RNA mensageiro (RNAm), RNA ribossomal (RNAr) e o
micro RNA (miRNA) (CORTELAZZO, 2007; CHANDAR; VISELLI, 2011).

O RNA transportador é responsavel pelo transporte dos residuos de
aminoacidos para a sintese proteica nos ribossomos. O RNAt corresponde
aproximadamente de 10 a 15% do total de RNA encontrado na célula. Outra familia
de RNA é o RNA mensageiro (RNAm), que tem a fungdo de codificar as proteinas
(transferir a informacdo genética do DNA) nos ribossomos. A familia de RNA
ribossomal (RNAr), correspondente cerca de 75 a 80% do RNA presente nas
células. O RNAr é fruto da transcricdo do DNA, e juntamente com dezenas de
proteinas forma uma organela conhecida como ribossomo. A ultima familia de RNA
€ o micro RNA. Os miRNAs s&o moléculas menores, de fita simples (cerca de 21 a
23 nucleotideos), elas chegam a ser transcritas mas ndo s&o traduzidas. Essas
moléculas menores de RNA funcionam na expressao génica, diminuindo sua taxa ao
se ligar com os RNAm (CORTELAZZO, 2007; CHANDAR; VISELLI, 2011;
SCHRANK, 2012a).

2.1.3 Células eucaridticas X células procariéticas

Através da microscopia, foi descoberto que existem fundamentalmente duas
classes de células: as procariontes, cujo material genético ndo esta separado do
citosol por membrana, e as eucariontes, as quais possuem um nucleo bem
delimitado que individualiza seu material genético com o citosol (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2000).
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2.1.3.1 Células procariontes

Os procariotos incluem as bactérias e as arqueas a sua formagado, e sao
organismos compostos de uma unica célula (unicelulares), sendo mais simples na
sua conformacado. Esses organismos sao capazes de se associarem e de viverem
em colénias (ROSSETTI, 2012).

2.1.3.2 Células eucariontes

As células eucaridticas sao as células que ndo somente abrangem organismos
como plantas pluricelulares, animais, fungos e protozoarios, mas também alguns
organismos unicelulares (algas verdes e leveduras). Os organismos eucariotos s&o
considerados mais complexos, e sua principal diferenga celular com os organismos
procariotos € que estes possuem organelas na composicdo de suas células. A
organela eucariotica mais importante € o nucleo, que contém o genoma (ROSSETTI,
2012).

2.1.4 Citoesqueleto

O termo citoesqueleto designa a complexa rede de filamentos proteicos
componentes das células eucariontes. Esses filamentos sao responsaveis pela
sustentacao interior da célula, manutencdo de sua forma, movimentacéo celular e
pelo transporte de substancias variadas (LINO NETO; GOES; CARVALHO, 2007;
CHANDAR; VISELLI, 2011).

O citoesqueleto é constituido por trés principais tipos de filamentos, cada um
composto por proteinas diferentes, sdo eles os microtubulos, os filamentos de actina
e os filamentos intermediarios (LINO NETO; GOES; CARVALHO, 2007).

Os microtubulos sado formados pelas tubulinas e tém a fungc&o de organizar o
citoplasma, além disso, eles interagem com as organelas promovendo seus
movimentos. Os filamentos de actina (compostos pela proteina actina), assim como
os filamentos intermediarios, estdo presentes em todo o citoplasma, formando uma
rede de sustentacdo citoplasmatica e dando a forma celular (LINO NETO; GOES;
CARVALHO, 2007; CHANDAR; VISELLI, 2011).
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2.1.5 Organizacao estrutural da célula

Todas as células eucariontes apresentam a mesma estrutura, independente do

tamanho do organismo vivo, formadas por membrana plasmatica, citosol e nucleo.

2.1.5.1 Membrana plasmatica

A membrana plasmatica € a estrutura que circunda toda a célula e a limita com
o meio externo. Quimicamente, a membrana plasmatica € composta por uma
camada dupla de lipideos (da classse dos fosfolipidios), que sdo denominadas de
folheto interno e externo, sendo o interno o mais proximo do citosol. Proteinas
também s&o encontradas associadas a membrana, mediando necessidades e
fungbes biologicas conforme a demanda celular (CHANDAR; VISELLI, 2011;
ROSSETTI, 2012).

A bicamada lipidica da membrana a torna permeavel a certos gases, como
oxigénio e gas carbbnico e impermeavel para substédncias como agucares,
aminoacidos e ions inorganicos, dessa forma, conseguindo controlar a passagem de
substancias para dentro e para fora da célula. Esse fendmeno se chama
permeabilidade da membrana, sendo que a agua € o unico elemento que pode
difundir-se livremente entre o meio externo e interno da célula. Todos os
componentes da membrana sdo capazes de estabelecer uma barreira dinamica, a
fim de facilitar as suas fungdes bioldégicas e manter o ambiente interno da célula

estavel (CHANDAR; VISELLI, 2011; ROSSETTI, 2012).

2.1.5.2 Citosol

E denominado citosol todo volume interno do contetido celular compreendido
pela membrana plasmatica. O citosol € composto de uma combinagao de diversas
particulas e moléculas em uma solugcdo aquosa complexa. No citosol das células
eucariontes estdo mergulhadas estruturas membranosas, as organelas (ROSSETTI,
2012).
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2.1.5.3 Organelas

As organelas sao estruturas delimitadas por membranas que formam diferentes
compartimentos, nos quais as mais diversas fung¢des celulares séo realizadas. Cada
organela possui uma quantidade diferente de enzimas catalisadoras para suas
reacdes, assim, cada uma desenvolve um papel especifico no crescimento e
metabolismo molecular (ROSSETTI, 2012).

Cada organela pode desempenhar uma fungéo individual na célula ou pode
estar associada a outras organelas, desenvolvendo um papel de cooperagéo entre
elas. No caso da expressao de genes do DNA, é necessario, por exemplo, que as
organelas como o nucleo, ribossomos, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi
figuem organizadas de certa forma dentro da célula, e devido a sua proximidade elas
participam no processamento de proteinas (CHANDAR; VISELLI, 2011).

Outras organelas, além dessas associadas ao processamento das proteinas
sdo encontradas no citosol, e possuem fungbes diferentes, porém de igual
importancia ao meio celular. Sdo elas os lisossomos, peroxissomos e mitocondrias
(CHANDAR; VISELLI, 2011).

2.1.5.3.1 Nucleo

Todas as células de origem eucaridtica possuem um nucleo (exceto as
hemaceas), onde se localizam a cromatina (DNA gendmico e proteinas) e o
nucléolo. O nucleo é envolto por uma membrana dupla, o envoltério (ou envelope)
nuclear, que é constituido por fosfolipidios (CHANDAR; VISELLI, 2011; ROSSETTI,
2012).

Nessa dupla membrana fosfolipidica estdo presentes poros nucleares, que sao
pontos de fusdo entre as membranas nucleares interna e externa. Devido a
complexidade dessas estruturas, elas sdo denominadas complexos de poros. Sua
funcdo é facilitar a transferéncia de materiais entre o nucleo e o citosol, como por
exemplo o transporte de proteinas (CARVALHO, 2007).

A membrana externa do envoltério nuclear € associada a presenga de
ribossomos, e é continua com o reticulo endoplasmatico (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2000).
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Presente no nucleoplasma (fluido interno do nucleo) esta o DNA genémico em
forma de cromossomos. Para cada célula humana normal existem 23 pares de
cromossomos presentes no nucleo. Os cromossomos estdo organizados pela lamina
celular, constituida por uma rede de proteinas, que forma a associacédo entre o DNA
e a membrana nuclear interna (CHANDAR; VISELLI, 2011).

A suborganela denominada nucléolo, tem como principal fungdo a biogénese
dos ribossomos. A falta de uma membrana que reveste o nucléolo pode significar
que nao ha barreiras entre ele e o restante dos materiais encontrados no
nucleoplasma. O nucléolo é considerado uma regiéo rica em RNA, onde os mesmos
sdo sintetizados a partir de um molde de DNA, e posteriormente enviados para o
citoplasma através dos complexos de poros das membranas nucleares (MELLO,
2007; CHANDAR; VISELLI, 2011; ROSSETTI, 2012).

2.1.5.3.2 Ribossomos

Esta organela celular é constituida de moléculas de RNAr (RNA ribossémico) e
proteinas, divididas em duas subunidades, uma maior e outra menor. A subunidade
maior apresenta trés moléculas de RNAr e aproximadamente 50 proteinas, enquanto
a subunidade menor é formada por uma molécula de RNAr e cerca de 30 proteinas
(CHANDAR; VISELLI, 2011).

Os ribossomos estdo altamente associados a sintese proteica, pois a traducao
do RNAm ocorre na interface entre suas subunidades, que se associam quando é
necessario fazer a traducdo na ordem precisa determinada pelo DNA. As
subunidades maiores ou menores podem ser encontradas também dissociadas no
citosol, de forma livre, ou associadas ao reticulo endoplasmatico (GOMES;
PIMENTEL; RECCO-PIMENTEL, 2007; CHANDAR; VISELLI, 2011).

2.1.5.3.3 Reticulo endoplasmatico (RE)

O reticulo endoplasmatico tem aparéncia de um sistema de tubulos
interconectados, achatados e ramificados. Muitas vezes, ainda, podem ter forma de
cisternas ou sacos, delimitados por membranas que formam uma cavidade, mais
conhecida como Iluz (lumen) (BERTACHINI-LOMBELLO; CARVALHO, 2007;
CHANDAR; VISELLI, 2011).
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A quantidade de RE e sua localizagdo a nivel intracelular variam de acordo
com o tipo e metabolismo molecular, porém, sabe-se que sera sempre proximo ao
nucleo, pois a camada externa do envoltério nuclear € contigua a esta organela. O
RE ainda pode ser distinguido em dois tipos: o RE rugoso (REr) ou granular e o RE
liso (REI) ou agranular (BERTACHINI-LOMBELLO; CARVALHO, 2007).

O REr apresenta ribossomos associados a sua estrutura e, normalmente s&o
encontrados na forma de cisternas. Esses ribossomos juntamente com o REr estéo
envolvidos na sintese e modificacdo de moléculas proteicas. As proteinas
produzidas por essas estruturas serdo inseridas na membrana plasmatica, e atuarao
em parte nos lisossomos, no complexo de Golgi, no préprio RE ou serdo secretadas
para fora da célula. Os dois tipos de RE atuam na glicosilacédo (adigcdo de
carboidratos) de proteinas e na sintese de lipidios (BERTACHINI-LOMBELLO;
CARVALHO, 2007; CHANDAR; VISELLI, 2011).

A associacao de ribossomos ao RE é temporaria, e depende do estado
fisiologico de cada célula. Na auséncia desses ribossomos, o RE é denominado REI,
formando estruturas predominantemente tubulares. O REr e REl podem estar
presentes na mesma ceélula, ou seja, areas de RE n&o associadas a ribossomos
podem ser substituidas por REr no caso de demanda celular que envolva intensa
sintese proteica. O inverso também pode ocorrer, caso essa demanda cesse. A
capacidade de conversdo do RE em dois tipos diferentes o torna uma organela
bastante dindmica (BERTACHINI-LOMBELLO; CARVALHO, 2007).

2.1.5.3.4 Complexo de Golgi (CG)

O CG faz parte do complexo de membranas encontradas no citosol. Sendo que
partindo do nucleo, sera a proxima molécula encontrada logo depois do reticulo
endoplasmatico. A sua estrutura € composta por um conjunto de saculos achatados,
aproximadamente circulares, também chamados de cisternas, podendo ainda serem
encontrados empilhados e envoltos por membranas. As cisternas do CG sé&o
dispostas de maneira diversas e organizadas em trés partes: cis, mediana e trans
(BERTACHINI-LOMBELLO; LOURENCO; CARVALHO, 2007).

As cisternas cis sao localizadas mais préximas ao reticulo endoplasmatico
possivel. As cisternas que ocupam a posi¢ao mais central do CG sao denominadas

meédias (ou medianas), e as cisternas trans sdo as que estdo mais proximas da
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membrana plasmatica. Todas as cisternas constituintes do CG s&o responsaveis por
realizar modificagdes distintas em proteinas recém-formadas, como glicolisagao,
fosforilagdo ou protedlise (clivagem da proteina mediada por enzimas) (CHANDAR,;
VISELLI, 2011).

Ainda fazendo parte do CG existem duas redes de compartilhamento
especializadas, denominadas rede Golgi cis e rede Golgi trans. Essas redes estéo
associadas ao intenso brotamento e fusdo de vesiculas transportadoras. A rede
Golgi cis (localizada entre RE e cisternas cis) é o local onde chegam as vesiculas
provenientes do RE, ja a rede Golgi trans (localizada apds as cisternas trans) é
considerada o sitio de saida de materiais e substancias para o meio extracelular, ou
para outras células (BERTACHINI-LOMBELLO; LOURENCO; CARVALHO, 2007).

2.1.5.3.5 Mitocondrias

As mitocdndrias, no geral, apresentam formas alongadas, mas podem também
ser encontradas na forma de corpusculos esféricos. A quantidade presente dessas
organelas depende do tipo celular em questdo. Nas células em que a demanda
energética € maior, mais mitocéndrias sdo encontradas distribuidas no seu citosol. A
distribuicdo das mitocéndrias pode ser considerada totalmente ao acaso, porém em
células musculares serdo encontradas mais perto da regido que necessitar mais
energia, como nos filamentos contrateis (PIMENTEL, 2007).

Uma caracteristica marcante das mitocéndrias € sua membrana dupla, de
composicao fosfolipidica, que delimitam esta organela interna e externamente. A
membrana interna € pregueada, de modo que se formam cristas projetadas no
[imen mitocondrial, também conhecido como matriz (CHANDAR; VISELLI, 2011).

A principal fungdo das mitocéndrias é fornecer energia para a célula, através
das moléculas de ATP (adenosina-trifosfato). O processo de oxidagado de moléculas
organicas (respiragao celular) é responsavel pela liberagdo de energia e sintese de
ATP, sendo que os maiores rendimentos de moléculas de ATP estdo nos
carboidratos e lipideos (PIMENTEL, 2007; CHANDAR; VISELLI, 2011).
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2.1.5.3.6 Lisossomos

Os lisossomos s&o organelas geralmente esféricas e de tamanho muito
variavel. E delimitado por uma membrana, na qual moléculas de carboidrato,
normalmente, se encontram associadas, para evitar a digestdo da propria membrana
pelas hidrolases (AZEREDO-OLIVEIRA; CARVALHO, 2011).

No interior dos lisossomos o pH € acido e sdo encontradas potentes enzimas
conhecidas como hidrolases acidas, que sao responsaveis pela clivagem de
macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos, carboidratos e lipideos). O papel dos
lisossomos se encaixa na reciclagem celular, onde macromoléculas podem se
acumular até um nivel toxico no interior das células caso ndo sejam recicladas por
estas organelas (CHANDAR; VISELLI, 2011).

2.1.5.3.7 Peroxissomos

Os peroxissomos se assemelham muito aos lisossomos em tamanho e
estrutura. Apresentam membrana simples e no interior dessa organela também s&o
encontradas enzimas hidroliticas (CHANDAR; VISELLI, 2011).

A fungao basica dos peroxissomos é degradar acidos graxos e purinas, além
de converter o peréxido de hidrogénio em uma molécula n&o toxica, visto que é um
produto sintetizado por diversas reacgdes metabodlicas realizadas a nivel celular.
Outra importante funcdo dos peroxissomos € a sintese de mielina, que é a
substancia que forma uma camada protetora ao redor de muitos neurdnios
(CHANDAR; VISELLI, 2011).

2.1.6 Expressao do gene

Expressao génica € o processo pelo qual a informagéo hereditaria contida em
um gene (sequéncia de DNA), & processada em um produto génico funcional
(proteinas ou RNA). Cada gene possui duas informagdes, uma especifica a estrutura
primaria do produto final e outra fundamental para a regulagéo dos produtos génicos
(CHANDAR; VISELLI, 2011).

A informacao do material genético é transmitido para as células-filhas através
da replicagcdo do DNA, a partir desse evento a expressdo do gene se inicia, pela
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transcrigdo (sintese de RNA), e por intermédio do RNAm ¢é feita a sua tradugdo em
proteinas, sendo a segunda fase da expressdo génica, conhecida também como
sintese proteica (CHANDAR; VISELLI, 2011).

2.1.6.1 Transcrigao

Transcricdo é o processo de sintese de RNA a partir de uma fita molde do
DNA, sendo catalisada e mediada por RNA-polimerases. Esse RNA formado € o
conhecido como transcrito primario, que apds o seu processamento originara um
RNAm, o qual informara ao RNAt a ordem correta dos aminoacidos a serem
sintetizados em proteinas nos ribossomos (CHANDAR; VISELLI, 2011; SCHRANK,
2012b).

2.1.6.2 Tradugao (sintese de proteinas)

A via da sintese de proteinas é também conhecida como tradugéo, isso devido
ao processo que esta envolvido, pois se resume na traducdo da sequéncia de
nucleotideos do RNAm para uma sequéncia de aminoacidos (CHANDAR; VISELLI,
2011).

Para que o processo de tradugédo ocorra sdo necessarias certas estruturas: o
cédigo genético (uma trinca de nucleotideos armazenados no DNA), aminoacidos,
RNAm, RNAt, ribossomos funcionais, ATP, além de enzimas e fatores proteicos
(CHANDAR; VISELLI, 2011; SCHRANK; VAINSTEIN, 2012).

A sintese proteica é dividida em trés etapas: inicio, alongamento e término. O
inicio da tradugao envolve a montagem das estruturas envolvidas antes que ocorra
alguma ligacdo peptidica, logo apos é feita a adicdo de aminoacidos a cadeia
polipeptidica, o que vai aumentar o tamanho dessa cadeia (alongamento), até que
os ribossomos (polissomos) se movam de uma extremidade da cadeia polipeptidica
para a outra (translocagao). O término da sintese de proteinas se da quando algum
cédon de terminagao (UAG, UGA ou UAA) é encontrado, liberando entdo o recém-
sintetizado polipeptideo (CHANDAR; VISELLI, 2011; SCHRANK; VAINSTEIN, 2012).

Apos a compreensao fundamental de como os tecidos desenvolvem-se in vivo
e quais sao os constituintes criticos para a fungcédo a nivel molecular, tal informagao

deve ser usada para formular estratégias para o reparo ou regeneragédo de tecidos
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perdidos, como por exemplo, a utilizagdo da tecnologia do DNA recombinante, na
qual proteinas sintéticas podem ser criadas para imitar os constituintes de ECMs
especificos. As relacbes entre estruturas e funcdes celulares sdo bases para
estratégias de design dos elementos necessarios para a Engenharia Tecidual, sendo
essa considerada uma triade: células-tronco, matrizes proteicas extracelulares e
sinais morfogénicos. E um desafio decifrar o que estimula as células a mandarem
sinais para organizarem-se em tecidos, quais células que devem ser direcionados e
qual o nivel de hierarquia € o mais critico para o controle dessas sinalizagdes. A
Engenharia de Tecidos vai além da medicina regenerativa, e incorpora as
qualidades unicas da utilizagdo dos métodos da engenharia como suporte para o
desenvolvimento de abordagens com a possibilidade de controlar sistemas
biolégicos (SCHELLER; KRESBACH; KOHN, 2009).

2.2 Triade da regeneragao de tecidos odontogénicos

A associagdo de biomateriais, células-tronco, fatores de crescimento e
diferenciagao rendeu o desenvolvimento de novas oportunidades de tratamento em
varias areas biomédicas. Na odontologia, a presenca dessa triade (células-tronco,
matrizes extracelulares biocompativeis — scaffolds - e sinais morfogénicos),
juntamente com o aporte vascular (presenca de capilares sanguineos), é a chave
para a engenharia tecidual do complexo dentinopulpar e tecidos adjacentes. A
esquematizacdo da triade da regeneragdo de tecidos odontogénicos esta
representada na figura 1 (SCHELLER; KRESBACH; KOHN, 2009; ROSA et al.,
2012; CASAGRANDE; NOR, 2013).
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Figura 1 - Esquematizagao dos fatores que direcionam a engenharia tecidual

(c)

(a) Células-tronco, (b) fatores de crescimento (sinais morfogénicos) e (c) scaffolds. A unido dos itens
representa um arcabouco tridimensional da triade da regeneracéo tecidual.
Fonte: Sharma et al. (2014).

2.2.1 Células-tronco

Todas as células constituintes dos organismos vivos sé&o derivadas de células
precursoras. Essas células precursoras sao capazes de se dividirem e formar novas
células especializadas, que realizardo fungdes especificas em tecidos e 6rgdos. As
células capazes de originar um organismo vivo sdo conhecidas também como
células-tronco (CHANDAR; VISELLI, 2011).

As células-tronco sao células imaturas, ndo especializadas e caracterizadas
por sua capacidade de autorrenovacgao e formacgao de diversas células-filhas, que
estardo comprometidas em se diferenciar (modificagdo celular) em uma grande
gama de tipos celulares (pluripoténcia) (CHANDAR; VISELLI, 2011; EGUSA et al.,
2012).

Existem dois principais grupos de células-tronco: células-tronco embrionarias
(ES) e células-tronco adultas, ambas encontradas naturalmente nos organismos
vivos multicelulares. Adicionalmente a estes dois grupos existem as células-tronco
induzidas (iPS), que sao sintetizadas artificialmente (EGUSA et al., 2012).
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As células-tronco adultas sdo encontradas em diferentes tecidos do corpo,
incluindo medula 6ssea, cérebro, vasos sanguineos, figado, pele, retina, pancreas,
sangue periférico, musculos, tecidos adiposos e tecidos dentarios (SEDGLEY;
BOTERO, 2012).

As células-tronco embrionarias e as células tronco induzidas (iPS) sao
consideradas células-tronco pluripotentes, pois possuem a capacidade de se
diferenciar em todos os tipos de células conhecidas. Em contraste, células-tronco
adultas sao classificadas como células-tronco multipotentes, pelo fato de se
diferenciarem em um limitado tipo de células (EGUSA et al., 2012).

Pelo fator ético, o uso de células-tronco embrionarias apresentam muitos
dogmas e limitagbes, assim, as células-tronco adultas, principalmente as células-
tronco mesenquimais, s&o a fonte de células-tronco mais utilizadas e estudadas na
engenharia tecidual (ABBAS et al., 2012).

2.2.1.1 Historico

E dificil dizer exatamente quando uma descoberta foi feita. Geralmente as
informacdes sdo acumuladas durante um periodo extenso de tempo e, entdo, fica
claro que algo foi descoberto. Este € o caso das células-tronco para a medicina
moderna (MUMMERY et al., 2014).

O conceito de células-tronco marca sua origem no final do século XIX, como
uma teoria sobre a habilidade de certos tecidos, como o sangue e a pele, de se
regenerarem. Anos apos esse primeiro conceito, foi descoberto que as células-
tronco eram entidades celulares imaturas capazes de se diferenciarem em diversos
outros tipos celulares (BIANCO; ROBEY; SIMMONS, 2008).

Na década de 1950, quase por acidente, a investigagdo sobre células-tronco
comecgou. Enquanto investigava os efeitos de papel de cigarro e tabaco em modelo
murino, o cientista Leroy Stevens (1953) notou a presenga de um tumor em um de
seus modelos murinos, localizado nos testiculos de ratos adultos, o tumor foi
classificado como teratoma, ou seja, uma massa de células imaturas diferenciadas
indevidamente, contendo ossos, tecidos relacionados a formacdo de dentes e
cabelo. O pesquisador descobriu entdo, que através da injecdo de células-tronco
derivadas da massa celular interna de blastécitos embrionarios em testiculos de

outro modelo murino, ele poderia induzir a formagao de um teratoma. Em uma série
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de experimentos, ele provou que as células-tronco poderiam ser obtidas a partir de
um embrido, e forcadas a se diferenciarem quando colocadas em um organismo
vivo. Um ano depois, em 1954, o Dr. John Enders, da Universidade de Harvard
comegou a usar células-tronco derivadas de rim fetal para produzir poliovirus, e por
esse trabalho foi premiado com o Prémio Nobel de Medicina (MUMMERY et al.,
2014).

As primeiras terapias médicas baseadas na utilizagdo de células-tronco
tornaram-se disponiveis no o final da década de 1960. Em 1968, o Dr. Robert Good,
tratou um menino com apenas 8 anos de idade, que sofria do transtorno genético da
Sindrome da Imunodeficiéncia Combinada Grave (SCID), conhecida geralmente
como a "desordem do menino bolha" na qual ndo ha glébulos brancos funcionais,
com transplante de medula 6ssea extraido de sua irma. Apds o transplante, a
crianga foi reavaliada e notou-se que existia neoformacéo de células sanguineas
brancas, provando que a medula éssea transplantada continha células-tronco do
sangue, e que estas células foram capazes de sobreviver e de se diferenciar em um
novo organismo (MUMMERY et al., 2014).

Nos anos de 1970 e 1980, as ceélulas-tronco embrionarias demonstraram
originar espontaneamente um numero de diferentes tipos celulares, ao
diferenciarem-se e ao replicarem-se em uma placa de Petri. Uma das descobertas
mais excitantes relacionados a investigagdo de células-tronco ocorreu em 1996,
quando os cientistas do Instituto Roslin, na Escdcia, anunciaram o nascimento da
ovelha Dolly, o primeiro animal clonado a partir de células-tronco adultas
(MUMMERY et al., 2014).

Cientistas nos Estados Unidos também estavam pesquisado sobre esse novo
horizonte da medicina moderna. Em 1998, duas equipes de pesquisa liderada pelos
Drs. James Thompson, da Wisconsin University e John Gearhart, da Johns Hopkins
University desenvolveram as primeiras linhas de pesquisa sobre células-tronco.
Através das células-tronco embrionarias que foram colocadas em uma placa de Petri
e induzidas a se replicar, reproduzindo uma fonte permanente de células-tronco
pluripotentes (MUMMERY et al., 2014).

Dr. Thompson e seus colegas obtiveram a fonte de sua linha de células-tronco
a partir de células retiradas de embrides excedentarios doados voluntariamente por
casais submetidos a tratamento de fertilidade (fertilizagdo in vitro - FIV). Ja Dr.
Gearhart, pesquisava com linhas celulares de fetos ndo desenvolvidos, através do
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aborto no primeiro trimestre de gestagcdo. Os pesquisadores provaram que as
células-tronco poderiam ser replicadas indefinidamente e que possuiam o potencial
de se transformar em qualquer tecido ou 6rgdo do corpo, mantendo assim, uma
grande promessa para o tratamento e para a cura dos mais variados tipos de
doencas. Antes disso, os embrides de animais eram a uUnica fonte de células-tronco
embrionarias, porém quando o estudo estava avangando em um ritmo considerado
avassalador muitos problemas relacionados a ética de utilizar células provenientes
de fetos foram encontrados. Hoje, os estudos relacionados as células-tronco,
principalmente as células-tronco embrionarias, devem ser aprovados por um comité
de ética antes de serem postos em pratica (MUMMERY et al., 2014).

O principal acontecimento na histéria das células-tronco em Odontologia
regenerativa foi em 2000, quando Gronthos et al., identificaram e isolaram células-
tronco através da polpa dentaria, conhecidas como Dental Pulp Stem Cells (DPSCs).
Desde a descoberta, varios tipos de células-tronco de origem odontogénicas foram
reportados e estudados.

2.2.1.2 Células-tronco de origem odontogénica

As estruturas dentarias se desenvolvem como resultado de cuidadosas
interagcdes entre as células do epitélio oral do ectoderma (formacdo de esmalte) e da
crista neural, derivada de células mesenquimais (formag&o do foliculo dentario e da
papila dentaria). Os componentes mesenquimais ddo origem a estruturas, como
dentina, polpa, ligamento periodontal e cemento (SEDGLEY; BOTERO, 2012).

As células-tronco de origem odontogénicas encontradas apds o nascimento
sdo classificadas como células-tronco adultas de origem mesenquimal. Essas
células sao encontradas em diferentes nichos, podendo ser obtidas através da polpa
dos dentes deciduos e permanentes, ligamento periodontal e de outras estruturas
dentais (SUJESH et al., 2011).

Os tipos de células-tronco de origem odontogénica dividem-se em: células-
tronco da polpa dental (DPSCs — Dental Pulp Stem Cells), células-tronco do germe
dos terceiros molares (TGPCs — Tooth Germ Progenitor Cells), células-tronco da
polpa dental de dentes deciduos exfoliados (SHED — Stem Cells From Human
Exfoliated Deciduos Teeth), células-tronco do ligamento periodontal (PDLSCs —
Periodontal Ligament Stem Cells), células-tronco do foliculo dentario (DFSCs —
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Dental Follicle Stem Cells) e células-tronco da papila apical (SCAPs — Stem Cells
from Apical Papilla), e estao ilustradas na figura 2 (SUJESH et al., 2011; SEDGLEY;
BOTERO; EGUSA et al., 2012; CASAGRANDE; NOR, 2013).

Figura 2 - Esquematizagao das células-tronco de origem odontogénica

Fonte: adaptado de Egusa et al. (2012).

2.2.1.2.1 Células-tronco derivadas da polpa dentaria (DPSCs, TGPCs SHED)

A cémara pulpar abriga a polpa dentaria, um nicho rico em células-tronco
mesenquimais. Essas células provenientes de dentes permanentes sdo chamadas
de DPSCs, e as de dentes deciduos exfoliados sao conhecidas como SHED (SIAL et
al., 2012).

lkeda et al. (2008) identificaram células-tronco mesenquimais distintas no
germe dentario de terceiros molares. Presentes no estagio histologico de
campanula, as TGPCs (Tooth Germ Progenitor Cells), possuem alta capacidade de
diferenciarem-se in vitro em trés diferentes tipos celulares: odontoblastos, células
neurais e hepatécitos.

O potencial regenerativo do complexo dentinopulpar, para formar dentina
reparativa frente as injurias como lesbes cariosas ou traumas, sugere a presenga de
células progenitoras de dentina (secretoras de matriz dentinaria), ou seja, a

presenga de células dentinogénicas. Essa populagcdo de células, quando isolada,
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mostra origem ectomesenquinal e foi caracterizada como DPSCs (GRONTHOS et
al., 2000; MACHADO; FERNANDES; GOMES, 2012).

As células-tronco da polpa dental de dentes deciduos exfoliados (SHED), sdo
células altamente proliferativas, com caracteristicas clonogénicas. Essas células tem
alta plasticidade, ou seja, sdo capazes de se diferenciar em uma grande variedade
de tipos celulares (células neurais, adipdcitos e odontoblastos) (MIURA et al., 2003;
YAMAZA et al., 2010; MATHUR et al., 2014).

Dentes deciduos, apesar de sua formagao, tecidos, estruturas e funcbes serem
guase as mesmas dos dentes permanentes, sao distintos quando analisados a nivel
celular. As células-tronco encontradas na polpa de dentes deciduos exfoliados,
apresentam uma taxa de proliferagdo maior e tendem a ser mais imaturas, além de
serem capazes de induzir a formagéo éssea in vivo, de gerar dentina e de sobreviver
em cérebros de modelos murinos com expressdo de marcadores neurais (MIURA et
al., 2003; YAMAZA et al., 2010; CHANDKI et al., 2011).

2.2.1.2.2 Células-tronco do ligamento periodontal (PDLSCs)

O ligamento periodontal € outra fonte de células-tronco odontogénicas, através
das PDLSCs. Essas células vém demonstrando uma capacidade de regenerar
tecidos periodontais (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar) em
experimentos realizados em modelo murino (SEO et al., 2004; EGUSA et al., 2012).

Essa populacédo celular pode ser encontrada em ligamentos periodontais de
dentes sadios, nas suas superficies radiculares (coronal, apical e regido de furca). O
estudo de Chen et al. (2006) mostra que em dentes periodontalmente
comprometidos ndo foram encontradas PDLSCs na superficie coronal das raizes,
pois estas areas estavam comprometidas pelo processo da doenga, porém nas
superficies radiculares apicais e regides de furca foram encontradas PDLSCs iguais
a de dentes sadios (CHEN et al., 2006; MACHADO; FERNANDES; GOMES, 2012).

2.2.1.2.3 Células-tronco do foliculo dentario (DFSCs)
O foliculo dentario € uma espécie de saco ectomesenquimal que envolve o

germe dos dentes em desenvolvimento e que, posteriormente, se diferencia em

ligamento periodontal. As células que derivam dele, conhecidas como DFSCs sao
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células capazes de regenerar tecidos periodontais (MORSCZECK et al., 2005; YAO
et al., 2008; EGUSA et al., 2012).

2.2.1.2.4 Células-tronco da papila apical (SCAP)

Células-tronco derivadas da papila apical foram encontradas no apice das
raizes em desenvolvimentos (raizes incompletas). As SCAPs sdo responsaveis pela
formacéo primaria de odontoblastos, os quais sdo responsaveis por sintetizarem a
polpa radicular (ABE; YAMAGUCHI; AMAGASA, 2007; SONOYOMA et al., 2008;
HUANG et al., 2008).

Comparando SCAPs com DPSCs, as SCAPs demonstram uma melhor
proliferagdo in vitro e melhor regeneragdo de matriz dentinaria quando
transplantadas em modelos murinos imunocomprometidos. Através desses dados, é
evidente a diferenga de tipo de células-tronco que os tecidos em desenvolvimento
possuem comparando com os tecidos adultos (ja desenvolvidos). Os tecidos em
desenvolvimento apresentam células-tronco mais imaturas, sendo uma fonte melhor
para a Engenharia Tecidual (EGUSA et al., 2012).

2.2.2 Matriz extracelular (scaffold)

Todos os seres celulares possuem uma espécie de arcabougo natural que
circunda as células, conhecidos como scaffold, cuja fungdo principal € o suporte
estrutural para a formacédo e a manutencdo de orgaos e de tecidos. O scaffold é
composto, principalmente, por matrizes proteicas extracelulares ou por ECMs, no
qual o colageno, vitronectina, fibronectina e laminina sdo base para a ancoragem
celular e para a fixagdo de fatores de crescimento. Ainda contribuem para que as
células sinalizadas migrem, diferenciem-se e proliferem-se mediadas pela
sinalizagao celular. As ECMs possuem um papel importante na regeneragdo de
tecidos dentarios (KUMAR et al., 2010; MURRAY, 2012).

Em um estudo realizado por Howard, Murray e Namerow (2010), foi
demonstrado que a laminina € um fator importante na migragédo de células-tronco na
polpa dentaria, promovendo a diferenciagado de odontoblastos. Outra ECM de grande
importancia € a fibronectina que tem se mostrado capaz de promover o aumento do

crescimento e da diferenciacao de ameloblastos, enquanto a vitronectina fornece um
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quadro estrutural estavel para tecidos e o6rgdos. O colageno é o componente
estrutural predominante de todos os 6rgaos e tecidos, e sua fungdo de manter os
fatores de crescimento fixados para a regulagdo da proliferacdo e diferenciagao
celular tem sido fundamental para a regeneragao de tecidos perdidos.

Os scaffolds precisam suportar varios processos celulares vitais para que haja
regeneracao de tecidos e fungdes que incluem: a colonizagéo e a adeséo celular, a
migragdo, o crescimento e a diferenciagdo. Propriedades fisico-quimicas,
morfolégicas e de degradacdo cinética do scaffold também s&o caracteristicas
importantes para a engenharia tecidual (CHANDKI et al., 2012; HAN et al., 2014).

Scaffolds de ECMs naturais tém diferentes caracteristicas quimicas e fisicas
que contribuem para as funcdes especificas dos tecidos em que residem. Ja os
scaffolds sintéticos, criados para a engenharia de tecidos, foram elaborados com
uma gama de propriedades fisicas, que incluem porosidade, tamanho dos poros,
peso e a capacidade de hidratagdo, como ilustrado na Tabela 1 (MURRAY, 2012).

Tabela 1 — Propriedades fisicas dos scaffolds sintéticos

Tipo de Dimensao Capacidade Porosidade Tamanho Peso
Scaffold média de (poro per médio dos
hidratagéao inch linear) poros
Polimero 5x4mm 30 mL 120-/+20 100-200 mm 5.2mg/32mg
0.039cm®
Colageno 4.5x4.2mm 25 mL 120-/+20 100-200 mm 3.5mg/45mg
0.039cm®
Fosfato de 5x3mm 30 mL 60-/+10 200-400 mm  45mg/99mg
Calcio 0.058cm®

Fonte: Murray (2012).

Alta porosidade e tamanho de poro suficientes sdo necessarios para facilitar a
difusdo de células e nutrientes pela estrutura do scaffolds, além de permitir a
revascularizagao arterial. Outras propriedades importantes sdo a biocompatibilidade
e a biodegradabilidade com uma taxa controlavel para complementar o crescimento
e a maturacdo de células e tecidos. Alguns scaffolds sdo permanentes, enquanto
que para outros ha necessidade de reabsorgcdo pelos tecidos circundantes, para
evitar danos e/ou interferéncias com o tecido regenerado. A taxa de degradacgéo
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deve coincidir com a taxa de neoformagdo do tecido (HUTMACHER; COOL, 2007,
MURRAY, 2012).

Para a neoformacédo bem sucedida de tecidos, a remodelagado e maturagado no
local do defeito sdo essenciais para compreender e controlar o processo de
degradagdo do scaffold. Nos primeiros estudos sobre engenharia de tecidos,
acreditava-se que scaffolds deveriam degradar-se rapidamente e desaparecer a
medida que a neoformacao de tecidos ocorria. E importante reconhecer que a taxa
de crescimento, maturacdo e remodelagdo diferem temporalmente entre os
diferentes tecidos, portanto, tem sido proposto que o inicio da degradagdo do
scaffold deve ocorrer apenas depois do tecido recém formado ser incluido, pelo
menos uma vez, no ciclo de remodelagdo natural do organismo (WOODRUFF,;
HUTMACHER, 2010; HAN et al., 2014).

As ultimas geragbes de scaffolds foram projetados para terem propriedades
ideais e customizadas para cada tipo de tecido, sdo elas: serem injetaveis, de
fabricagao sintética, biocompativeis, ndo imunogénicos, transparentes, possuir fibras
em nanoescala, ter baixa concentracdo e altas taxas de reabsorcdo. Os scaffolds
para engenharia de tecidos podem ser criados a partir de materiais sintéticos, tais
como polimeros semelhantes as suturas cirurgicas absorviveis, ou por colageno e
fosfato de calcio. Na figura 3 a estrutura dos scaffolds mais utilizados atualmente é
evidenciada através da fotomicrografia (MURRAY, 2012).
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Figura 3 - Fotomicrografia da estruturas de scaffolds.

(A) Fotomicrografia de scaffold de colageno. O scaffold composto de colageno tipo Il sdo fabricados
a partir de uma mistura de colagenos que sdo derivados a partir de pele bovina. Em geral, este
material apresenta uma arquitetura de colageno fibrilar, o que é representativo da estrutura de
colageno no interior da matriz intersticial. (B) Fotomicrografia de scaffold polimérico. O OPLA 3D
(Open-Cell acido polilatico) scaffold € um polimero sintético, esse material tem uma arquitetura
facetada, que é eficaz para a cultura de suspensodes de células de alta densidade. (C) Fotomicrografia
da estrutura de scaffold de fosfato de calcio. O scaffold com fosfato de calcio tridimensional ideal para
a analise in vitro do metabolismo dsseo da regeneracao da cartilagem.

Fonte: Murray (2012).

Os scaffolds para a regeneragao de tecidos dentarios sdo compostos de um
grupo diversificado de tecidos naturais, tais como a pele e osso provenientes de
doadores humanos. Também podem ter estruturas a partir de materiais sintéticos
concebidos para serem utilizados como scaffolds de pele e dos ossos. Scaffolds
injetaveis sao de facil utilizagcdo, no entanto, os scaffolds de hidrogel e nanofibras,
muitas vezes, ndo sao capazes de manter uma boa taxa de sobrevivéncia celular.
Scaffolds esponjosos incluem colageno e polimeros absorviveis, que podem manter
boa sobrevivéncia de células-tronco, mas que nao tém forca estrutural necessaria
para suporte de carga e movimento muscular. As vantagens e limitagdes dos tipos
mais comuns de scaffolds para a regeneragao dental estdo resumidos na Tabela 2
(MURRAY, 2012).
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Tabela 2 — Tipos mais comuns de scaffolds para a regeneragao de tecidos dentarios

Tipo de scaffold Propriedades Vantagens Limitagcoes
Hidrogel Coloide gelatinoso Injetaveis, Baixa taxa de
Nanofibras Peptideos de biocompativeis e sobrevivéncia de
automontagem, absorvidos pelo corpo  células-tronco, falta de
muitas vezes com forga estrutural
adigcéo de hidrogel
Colageno Esponjoso Facil utilizagao, Falta de forca
Polimeros clinicamente efetivo e  estrutural necessaria
Fosfato de Calcio Quebradigo absorvido pelo corpo para suporte de

Fibrina

Osso

Osso Sintético

Pele

Pele Sintética

Centrifugado através
do sangue periférico
Fonte pode ser de
doador e ou p6 de

osso liofilizado

Material de
preenchimento de
defeitos 6sseos
Fonte de doador

cadavérico

Material de
preenchimento de

defeitos na pele

Facil obtencéo do
scaffold através do
sangue do receptor
Enxertos 6sseos sdo
clinicamente muito

efetivos

Clinicamente eficiente

e seguro

Clinicamente eficiente

Clinicamente eficiente

e seguro

tecidos ou movimento

muscular

Alto custo, requer um
doador no qual o risco
de contaminagao
pode ser grande

Nao ¢é tao efetivo
quanto osso de fonte
natural

Necessita de doacao
de cadaveres ou
doacgao de pele. Risco
de contaminagao
Recurso temporario, o
paciente ainda tera
que fazer um

transplante de pele.

Fonte: Murray (2012).

Para que haja maior sucesso na engenharia de tecidos, os scaffolds devem ser

combinados com células-tronco vivas e/ou moléculas biologicamente ativas (fatores

de crescimento), assim sera arquitetado um arcabougo que ira promover a
regeneracao de tecidos perdidos (SLAVKIN; BARTOLD, 2006; BARTOLD et al.,

2006).
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2.2.3 Sinalizagao celular

A sinalizacao celular faz parte de um complexo sistema de comunicagao que
governa as atividades celulares e organiza suas interagées. A habilidade que as
células possuem em perceber algum sinal e responder corretamente aos estimulos
forma a base do desenvolvimento, da reparacdo de tecidos, da imunidade e de
outras fun¢des de homeostasia (COOPER; HAUSMAN, 2007).

As células comunicam-se através de diferentes tipos de moléculas de
sinalizagao, tais como proteinas, aminoacidos, nucleotideos, esterdides, pequenos
peptideos, derivados de acidos graxos ou gases como oOxido nitrico e monoxido de
carbono (COOPER; HAUSMAN, 2007).

A sinalizagao celular pode ocorrer diretamente de célula-para-célula (justacrina)
ou através de moléculas secretadas, dividindo-se em trés categorias baseadas na
distdncia na qual a molécula secretada € transmitida. Os sinais dependentes da
secrecado de moléculas sdo os sinais endocrinos, paracrinos e autocrinos (COOPER,;
HAUSMAN, 2007).

Os sinais enddcrinos deslocam-se através do sistema circulatorio até chegarem
a todas as partes do corpo. Um exemplo desses sinais sdo os hormdnios secretados
que viajam na corrente sanguinea até chegar no local desejado. Os sinais
paracrinos sao enviados apenas as células na vizinhanga da célula sinalizante, sédo
eles os neurotransmissores. Os sinais autdcrinos, afetam apenas as células que sao
do mesmo tipo celular que a célula sinalizante. Um exemplo de sinal autécrino sé&o
os Linfécitos T, quando respondem aos antigenos elaborando um fator de
crescimento que impulsiona a sua propria proliferacdo, amplificando assim a
resposta imune. Tumores repetidamente produzem excessivos fatores de
crescimento e receptores, estimulando assim sua propria proliferagcao através de um
“ciclo autocrino” (COOPER; HAUSMAN, 2007; KUMAR et al., 2010).

Além desses trés tipos de sinalizagdo celular existe a sinalizagdo conhecida
como sinalizagao justacrina (célula-para-célula), que é transmitida através das
membranas celulares, via componentes proteicos ou lipidicos (integrados a
membrana plasmatica), e que é capaz de afetar tanto a célula emissora quando a
célula imediatamente adjacente. A figura 4 esquematiza os diferentes tipos de
sinalizacao celular (COOPER; HAUSMAN, 2007).
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Figura 4 - Tipos de sinalizagéo celular

(A) Sinalizacao Endécrina

(C) Sinalizagao Autdcrina

' &
corrente sanguinea O

(D) Sinalizagao Justacrina

(B) Sinalizagao Paracrina %
A, B, C — Sinalizagao celular através de moléculas secretadas. D — Sinalizagcido do tipo célula-para-

célula.
Fonte: Cooper, Hausman (2007).

Erros relacionados ao processamento de informagao celular sdo responsaveis
por doengas como o cancer, a autoimunidade e a diabetes. Ao se entender melhor
os processos de sinalizagdo celular, muitas doencas poderdo ser tratadas de
maneira mais eficiente e a engenharia tecidual podera ser amplamente utilizada
(COOPER; HAUSMAN, 2007; KUMAR et al., 2010).

2.2.3.1 Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento sdo um grupo de polipeptidios biologicamente
ativos, que regulam as atividades celulares base durante o reparo e a regeneragéo
de tecidos, incluindo a proliferagdo celular, a quimiotaxia, a diferenciagao e a sintese
de matriz. Fatores de crescimento, juntamente com o suporte de scaffolds, fornecem
funcdes bioldgicas essenciais para a terapéutica a base de células-tronco (CHEN;
ZHANG; WU, 2010; KUMAR et al., 2010; SHRIVATS; MCDERMOTT; HOLLINGER,
2014; PILIPCHUCK, 2015).

Entre as exigéncias primarias da engenharia de tecidos, a sele¢do ideal dos
tipos de células-tronco e propriedades adequadas de scaffolds para reconstituir um
tecido especifico na sua configuragcdo e fungéo propria, sdo determinantes para o
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sucesso da regeneragdo. O sucesso da engenharia de tecidos € influenciado,
também, por fatores e interacbes que necessitam de controle para que ocorra uma
regeneracao tecidual segura e eficaz de tecidos funcionais (CHEN; JIN, 2010;
PILIPCHUCK, 2015).

Interagdes coordenadas com fatores de crescimento soluveis, células-tronco e
matrizes proteicas extracelulares (ECM) definem um microambiente celular no qual
as células podem executar a regulagdo complexa e dinamica de seus processos. A
base para a regeneragao dos tecidos, por conseguinte, € a utilizagdo de técnicas de
engenharia que imitam os aspectos criticos de processos naturais de cura da
"cascata de cicatrizacao", através do fornecimento apropriado de fatores bioquimicos
e fisico-quimicos para a neoformacédo tecidual (CHEN; JIN, 2010; PILIPCHUCK,
2015).

Através da descoberta e de entendimento da "cascata de cicatrizacdo", foi
constatado que a capacidade de autocura dos pacientes pode ser aumentada
artificialmente, acelerando a proliferacdo e a diferenciagdo das células-tronco
recrutadas ou implantadas através da integracdo de fatores de crescimento e
citosinas, por exemplo. Os fatores de crescimento desempenham um papel
fundamental na transferéncia de informacgao entre as células-tronco e a suas ECM,
além de estimular os mecanismos de reparagdao endogena, fornecendo os sinais
corretos para as células levando a uma recuperacgao funcional acelerada de tecidos
danificados ou defeituosos (CHEN; ZHANG; WU, 2010).

Assim, pode-se presumir que a capacidade do tecido danificado regenerar-se e
a possivel extensdo da regeneragao determinam a necessidade de uma tecnologia
de engenharia de tecidos, e, consequentemente, a necessidade da integragdo dos
fatores de crescimento e moléculas de ECM em biomateriais cuidadosamente
concebidos por uma questdo de regulagdo celular proliferacdo, migragao,
diferenciagao, adesao e expressao génica (CHEN; ZHANG; WU, 2010).

Exemplos de fatores de crescimento para efeitos regenerativos de interesse
odontoldgico incluem principalmente: fator de crescimento de fibroblastos (FGF),
proteinas éssea morfogenética (BMPs), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), plasma rico em
plaguetas (PRP) e os fatores de crescimento beta (TGF-B) (MAEDA et al., 2013;
SHRIVATS; MCDERMOTT; HOLLINGER, 2014).
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2.3 Engenharia tecidual

Os progressos nos estudos da Biologia Molecular vém contribuindo para novos
horizontes e perspectivas na area da saude. Com o desenvolvimento de novas
técnicas de reparo e regeneragcdo de tecidos danificados, a Engenharia Tecidual
aplica os principios basicos da engenharia mecanica, biologia e ciéncias clinicas,
visando um futuro no qual seja possivel usar substitutos bioldgicos para restaurar,
manter ou melhorar a fungao de orgaos e tecidos (CASAGRANDE; NOR, 2013).

A Engenharia tecidual € um campo multidisciplinar emergente, sendo um dos
objetivos principais investigar como sera possivel a utilizagdo clinica, através das
vias de sinalizagdo e componentes bioldgicos. Essa possibilidade depende do uso
correto de células progenitoras e biomateriais, favorecendo a remodelagéo tecidual
no processo de reparo e/ou melhora dos érgéos e fungdes teciduais (BIANCO;
ROBEY, 2001).

2.3.1 Aplicagoes de células-tronco na area da saude

Através de pesquisas realizadas sobre células-tronco, as do tipo mesenquimal
(Mesenquimal stem cells - MSC) vém sendo consideradas como as mais seguras,
tendo um futuro promissor para o uso nas terapias regenerativas. As MSC possuem
uma ampla plasticidade, podendo reprogramar e gerar células dos mais variados
tecidos, aléem de possuirem um indice alto de proliferacdo e autorrenovagao
(CASAGRANDE; NOR, 2013).

Na engenharia tecidual, as MSC ganham foco por poderem ser extraidas de
diversos tecidos do corpo humano. A sua utilizagdo na regeneracgao de tecidos e
orgaos e nas terapias de doengas com relagdo a imunidade, como rejeicdo de
transplantes e doencgas autoimunes, estdo sendo testadas clinicamente e poderao
ser difundidas em um futuro préximo (WADA et al., 2013).

E de suma importancia que o uso de células-tronco em terapias regenerativas
seja realizado com cautela, devendo ser considerado em primeiro lugar o
risco/beneficio para o paciente. Em casos como o transplante de células-tronco em
pacientes com céancer hematoldgico, o seu beneficio no tratamento ja esta
comprovado, superando qualquer risco de procedimento (CASAGRANDE; NOR,
2013).



40

Para o tratamento de diversas doencas e condi¢cdes sistémicas, as células-
tronco vém oferecendo uma fonte renovavel para a substituicdo de células e tecidos
lesados. S&o exemplos de doengas tratadas pela tecnologia de células-tronco:
Parkinson (quando as células cerebrais que secretam dopamina foram destruidas),
Diabetes mellitus tipo 1 (quando ha destruicdo de células B do péncreas), Mal de
Alzheimer (quando ocorre a degeneragdo dos neurdnios pelo acumulo de
precipitados proteicos no cérebro), Infarto (quando o coagulo sanguineo causa
perda da oxigenagdo do tecido nervoso) e danos a medula espinal (quando esta
condigdo pode levar a paralisia da musculatura esquelética). Aléem dessas doengas,
ainda ha aplicabilidade em situagdes como queimaduras, doengas cardiacas,
osteoartitre e artrite reumatoide, nas quais as células perdidas podem ser
substituidas por células-tronco (CHANDAR; VISELLI, 2011).

A descoberta de que a polpa madura de dentes permanentes contém uma
populagdo de células-tronco mesenquimais multipotentes, com alto potencial de
proliferacdo e capacidade de autorrenovacgao, revolucionou a pesquisa na area
odontologica e abriu novos horizontes para a Engenharia Tecidual, em particular
para Odontologia regenerativa (SUJESH et al., 2011).

2.3.2 Aplicagoes de células-tronco na odontologia

Enquanto existem evidéncias de que as MSC podem ser usadas na
Odontologia regenerativa, diversos fatores devem ser considerados, tais como: um
melhor e amplo entendimento sobre o mecanismo de autorrenovagao celular (para
regular a proliferagao celular in vitro gerando um numero suficiente de células para a
terapia), a possibilidade de modelar a diferenciagdo celular em tecidos e células
especificos, e a interacao entre células-tronco e o sistema imunolégico (HAN et al.,
2014).

Avancos na Engenharia Tecidual sugerem mudancgas significantes na clinica
odontoldgica tradicional. Tem-se como exemplo a Engenharia Tecidual dos tecidos
periodontais, que esta estabelecendo novos paradigmas no controle de doengas
relacionadas ao periodonto, mudando o que antes estava concentrado somente no
controle da infecgdo. A terapia celular para a doenca periodontal visa controlar a
inflamacédo e infecgdo com células-tronco especializadas, capazes de regenerar
novos tecidos periodontais (CHEN et al., 2012; ROSA et al., 2012).
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Conforme um estudo realizado por Liu et al. (2008) o potencial das células-
tronco para tratar as sequelas da periodontite foi demonstrado pela implantagao
autdloga de PDLSCs com scaffolds de HA/TCP (fosfato de calcio) em defeitos
o0sseos periodontais. As PDLSCs foram obtidas a partir de dentes extraidos de
modelo porcino e, em seguida, expandidas ex vivo para aumentar em numero. Os
defeitos foram gerados na area de primeiros molares dos modelos porcino por
remogao cirurgica do 0sso, e subsequente sutura de seda em torno da porgéo de
ligamento cervical do dente, por 12 semanas. Quando transplantadas para as areas
de defeitos 6sseos periodontais criados cirurgicamente, as PDLSCs foram capazes
de regenerar tecidos periodontais, sendo esse um grande avango no tratamento da
periodontite. Além disso, foi possivel observar uma regeneragdo Ossea de
aproximadamente 50% da altura total inicial de 7 mm. Esse estudo demonstrou a
viabilidade da utilizagdo de engenharia de tecidos mediada por células-tronco para
tratar sequelas geradas por doencgas periodontais.

Em cenarios clinicos tém-se a possibilidade de reconstruir grandes perdas
osseas devido a trauma, ao cancer ou até mesmo para ajudar na osseointegragcéo
de implantes dentarios (MOY et al.,, 2005; ROSA et al., 2012). Os beneficios da
abordagem com terapias celulares respalda na expectativa de introduzir células-
tronco e biomateriais que, possivelmente, possam diferenciar-se em osteoblastos,
em proteinas e em matriz éssea. A vantagem dessa terapia visa, principalmente,
pacientes imunocomprometidos ou idosos que ja ndo possuem um amplo
reservatorio de células osteoprogenitoras (HOLLINGER; WINN; BONADIO, 2000).

Em pacientes sadios, nos quais € encontrado osso normal, a taxa de sucesso
dos implantes esta acima de 90%, no entanto, em pacientes com condicdes
especiais como diabetes, fumantes e pacientes que fazem uso da radioterapia, essa
taxa de sucesso diminui consideravelmente. A quantidade e qualidade &ssea
influenciam muito nos implantes dentarios e, nesses casos, podem tornar
desafiadora a cicatrizagdo 6ssea (MOY et al., 2005; ROSA et al., 2012). Através do
desenvolvimento das terapias baseadas em células-tronco e biomateriais, a adesao
O0ssea podera ser aumentada, o que ira resultar em osseointegragdo de implantes
dentarios até mesmo em locais biologicamente e anatomicamente desfavoraveis
para implantes (JOOS, 2009; ROSA et al., 2012).

A proteina morfogenética 6ssea (BMP) ja € amplamente estudada e possui
muitos pontos positivos, sendo o seu uso clinico liberado pela Food and Drug
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Administration (FDA). Esse fato faz com que aumente o interesse em estudos para
outros procedimentos além da area de implantes, como na cirurgia maxilofacial, para
grandes reconstrugbes Osseas e em defeitos apds ressec¢gdes mandibulares
(DAVIES; OCHS, 2010). Os principais estudos na area odontoldgica sobre a BMP
estdo relacionados a implantes dentarios. Uma estratégia interessante para a
implantologia é impregnar os implantes de titdnio com componentes como a BMP, o
colageno e TGF-B visando ampliar a osseointegracédo (STADLINGER et al., 2008;
ROSA et al., 2012).

Um estudo realizado por Yoo et al. (2014), que visou expor as caracteristicas
clinicas que a proteina 6ssea morfogenética recombinante humana 2 (rhBMP-2)
poderia fornecer na melhoria da adesédo de implantes dentarios, avaliou 4 grupos
diferentes de tratamento de superficie de implantes: implante de titdnio puro
convencional (Ti), implante de titdnio puro impregnado com rhBMP-2 (Ti-BMP),
implante de titanio revestido por PSCaP (plasma sprayed calcium-phosphate —
plasma pulverizado de fosfato de calcio) e impregnado por rhBMP-2 (PSCaP-BMP) e
implante de titénio revestido por PSCaP sem rhBMP-2 (PSCaP). Esses implantes
foram colocados cirurgicamente na crista iliaca de ovelhas, em dois grupos, o
primeiro sacrificado em 3 semanas e o outro grupo sacrificado 6 semanas apos a
cirurgia. A presenga de rhBMP-2 pareceu induzir a maior formagéo de 0sso novo
para ambos os implantes PSCaP e Ti. No entanto, também foi qualitativamente
evidente que a combinagado de PSCaP e rhBMP-2 atraiu mais osseointegracdo que
os implantes de titdnio puro. A maior rapidez na osseointegracdo de implantes
dentarios pode contribuir, significativamente, na diminuigdo de seu extensivo tempo
de tratamento. Em concluséo, a incorporacao de rhBMP-2 e PSCaP nas superficies
de implantes de titanio reforcou a aposicdo 6ssea e aumentou a formacéo éssea
préximo a superficie do implante favorecendo sua estabilidade. Além disso, grande
atividade de osteoblastos estava presentes em todos os grupos em 3 semanas,
indicando mineralizagdo e progressivo crescimento em regides disponiveis, sendo
que os implantes revestidos com PSCaP-BMP exibiram maior atividade dessas
células formadoras de osso ao longo dos implantes. Porém, novos estudos
considerando dosagens e métodos alternativos de disponibilizacdo da BMP sé&o
necessarios para confirmar sua eficacia em implantes dentarios.

Na Odontologia Restauradora, os estudos tém buscado técnicas e materiais
para regenerar o complexo dentinopulpar de maneira biolégica, e a Engenharia
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Tecidual dos tecidos da polpa dental esta alcangando resultados significantes. As
células-tronco da polpa de dentes deciduos exfoliados (SHED) e da polpa de dentes
permanentes sdo capazes de se diferenciar em odontoblastos (células que secretam
matriz dentinaria). Estudos realizados em modelo murino mostraram que as SHED
foram capazes de produzir tecidos pulpares. Outros estudos também relatam quem
as DPSCs estdo aptas a produzir tecidos pulpares em canais radiculares vazios,
com o depédsito de camadas teciduais mineralizadas nas paredes das raizes
(HUANG et al., 2009; SAKAI et al., 2010; ROSA et al., 2012; CASAGRANDE; NOR,
2013).

Um avango promissor para as técnicas endodbnticas regenerativas foi
alcangado quando as SHED foram associadas a scaffolds de nanofibras peptidicas
e, injetados em canais radiculares sendo capazes de gerar tecido pulpar. A figura 5
€ mostra a presenca de tecido pulpar preenchendo os canais radiculares,
apresentando alta taxa de proliferacdo celular e uma rede sanguinea compativel a
de um pré-molar sadio. O tecido obtido através da engenharia do complexo
dentinopulpar foi capaz de depositar dentina de forma organizada ao longo das
paredes dos canais radiculares, conforme ilustra a figura numero 5 (ROSA et al.,
2012).
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Figura 5 - Técnicas endoddnticas regenerativas apresentando avango a nivel celular
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A - Engenharia do complexo dentinopulpar usando SHED e scaffolds de nanofibras peptidias em 35
dias. B — dente pré-molar natural para comparagéo. C — tecido gerado através da Engenharia tecidual
ocupando toda porgao apical do dente, pode-se notar a ausencia de sinais de inflamacdo. D e E —
imunoistoquimica com marcadores PCNA (proliferating cell nuclear activity) e Fator VIII mostram um
tecido proliferativo bem estabelecido e a presenc¢a de um sistema sanguineo maduro.

Fonte: Rosa et al. (2012).

Esses relatos suportam a ideia de que a regeneragdo do complexo
dentinopulpar possa ser clinicamente possivel, uma vez que as SHED podem ser
obtidas através de dentes deciduos exfoliados. A associacdo com scaffolds
injetaveis permite a facil introducdo das células-tronco dentro dos canais radiculares,
desconsiderando o dificil acesso que sua anatomia interna possa proporcionar
(HUANG et al., 2009; ROSA et al., 2012; CASAGRANDE; NOR, 2013).

A maioria dos estudos que possuem aplicagdes in vivo de DPSCs sao
realizados em modelos animais. Existem poucos ensaios clinicos, porém em um
estudo clinico realizado por D’Aquino et al. (2009), a formagao de osso subsequente
ao transplante DPSCs foi evidenciada radiograficamente. Os pesquisadores
extrairam células da polpa dentaria dos terceiros molares do préprio individuo e
implantaram em scaffolds de colageno. Os dois terceiros molares inferiores de cada
paciente foram extraidos, um lado recebeu DPSCs associada ao scaffold
colagenoso, e o outro lado foi utilizado como controle negativo, sendo preenchido
com o scaffold sem as DPSCs. Trés meses apos a les&o, a analise radiografica e

histolégica mostrou uma diferenga notavel na regeneragcdo Ossea entre os dois
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locais: o lado controle tinha uma quantidade significativamente menor de osso
formado, dando evidéncia clara da possibilidade de empregar DPSCs para reparar
defeitos 6sseos em humanos. O acompanhamento realizado por Giuliani et al.
(2013) apods trés anos da cirurgia, comprovou que O 0sso regenerado foi
uniformemente e qualitativamente compactado e vascularizado. Esse resultado
demonstrou que as DPSCs podem ter sucesso no reparo e na regeneragao 0ssea,
por exemplo, 0 0sso regenerado apos o enxerto em defeitos de mandibula poderia
ser considerado de importancia critica para limitar a fratura patolégica e garantir uma
melhor qualidade de vida em pacientes com cancer bucal. Ainda existe a
necessidade de serem realizados mais ensaios clinicos para confirmar o potencial
das DPSCs na regeneragao 6ssea para uma abordagem terapéutica. O estudo esta
ilustrado na figura 6 (LA NOCE et al., 2014).

Figura 6 - Esquematizagéo do estudo realizado

Dente removido de
mandibula humana

DPSCs foram associadas
ao scaffold cartilaginoso

Mandibula humana com Seaffold com DPSCs
defeitos simétricos

Neoformagao Ossea apds 3 anos

A - Representacdo de reparo de defeito mandibular usando DPSCs. B- A avaliagao histolégica (3
anos apos cirurgia) que mostra um 0sso esponjoso reabsorvido no local de controle (200T ampliagao
original). C- Avaliacéo histoldgica (3 anos apds cirurgia) ao local de teste, que mostra um osso mais
compacto (200T ampliacéo original.

Fonte: adaptado de La Noce et al. (2014).

Um dos desafios da Engenharia Tecidual do complexo dentinopulpar € que ela

nao podera ser aplicada em todos os casos. Dentes de pacientes idosos, que
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apresentam condicbes como uma camara pulpar menor, condutos radiculares
parcialmente obliterados e apice fechado, podem ser um grande problema para a
terapia celular regenerativa, por ndo possuirem a mesma resposta celular que

dentes de pacientes mais jovens (ROSA et al., 2012).

2.4 Futuro das células-tronco na odontologia

O futuro da Engenharia Tecidual na Odontologia é considerado promissor. E
possivel que quando os pesquisadores, unirem as recentes descobertas em
biomateriais, genética, biologia molecular e celular e as combinarem para novas
alternativas de tratamento regenerativo (tecidos moles, osso, controle de doencgas
periodontais e procedimentos que regenerem esmalte, dentina e polpa) esses
estejam disponiveis para aplicagdes clinicas (CHEN et al., 2012; ROSA et al., 2012).

Contudo, um dos fatores importantes € o custo que esses procedimentos
poderdo apresentar, ndo considerando somente o tratamento, mas agregando os
custos requeridos para introduzir tecnologias de ultima geragao para o alcance de
cientistas e pesquisadores da area, além do custo para construir instalacbes para
obtencdo e armazenamento de células-tronco, e para a produgdo de matrizes
biocompativeis a precos acessiveis (ROSA et al., 2012).

A regeneracao de tecidos dentais baseado nas células-tronco e Engenharia
Tecidual € um campo relativamente novo, com um alto potencial para introduzir
novos paradigmas na pratica odontolégica. O futuro dependera de um profundo
entendimento da biologia molecular das células que serdo utilizadas nos
procedimentos regenerativos, e os limites serdo demarcados pelos riscos potenciais
como a transformagao das células em tumores, e a contaminagéo indesejada, sendo
0S meios para impedir ou superar esses riscos o sucesso da Engenharia Tecidual na
Odontologia (CASAGRANDE; NOR, 2013).
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3 METODOLOGIA

3.1 Delineamento do estudo

O presente estudo caracteriza-se por uma revisao de literatura, a qual consiste
em um levantamento das evidéncias cientificas a respeito do tema da pesquisa.
Essa categoria de pesquisa possui um papel fundamental para a educagao
continuada, permitindo ao pesquisador e ao leitor adquirir e, também, atualizar o

conhecimento sobre determinado assunto.

3.2 Selecao do material bibliografico

Os livros Uutilizados fazem parte do acervo da Biblioteca Central da
Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC. Os artigos cientificos foram coletados
nas bases de dados Scielo, Portal de Periodicos da CAPES, PubMed e também pelo
sistema EBSCO - Discovery Service de acesso universal a artigos cientificos da New
York University. A pesquisa abrange publicagdes dede o ano 2000 até outubro de
2015, nos idiomas portugués e inglés.

As palavras chaves pesquisadas foram: Células-tronco, Odontologia
Regenerativa, Engenharia de Tecidos.
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4 DISCUSSAO

Pesquisas relacionadas as células-tronco tém recebido atengdo consideravel
desde a constatacdo de que as células-tronco adultas possuem capacidade de
originar diferentes tipos de tecidos. Avangos continuos no isolamento, caracterizagéo
e modulagcdo do comportamento de células-tronco de origem dental, associadas ao
aperfeicoamento da ciéncia de biomateriais, suportam a viabilidade da aplicacdo da
engenharia de tecidos craniofaciais (MACHADO; FERNANDES; GOMES 2012;
MATHUR et al., 2014).

Atualmente, seis populagbes de células-tronco de origem dentaria foram
isoladas e caracterizadas: DPSCs, SHED, SCAPs, PDLSCs, TGPCs e DFPCs.
Estas populagdes pos-natais tém caracteristicas mesenquimais, incluindo a
capacidade de autorrenovagao e potencial de diferenciagdo em multiplas linhagens.
Além disso, as células-tronco derivadas do tecido dental possuem capacidades
notaveis na diferenciagdo odontogénica e osteogénica, com sucesso comprovado
em ensaios pré-clinicos (SUJESH et al., 2011; MACHADO; FERNANDES; GOMES,
2012; SEDGLEY; BOTERO; EGUSA et al., 2012; CASAGRANDE; NOR, 2013).

Dentre os desafios relacionados a engenharia tecidual vém sendo
particularmente dificil para os cientistas assegurar a alta capacidade proliferativa e
pluripoténcia das célula-tronco a longo prazo. A cultura de células-tronco in vitro,
também € um desafio presente, sendo necessario certificar que o crescimento
dessas células seja suficiente para o tratamento de doengas especificas ou para
regeneragdes de tecidos. Além disso, a formagao de teratoma é um obstaculo que
precisa ser superado, pois a formacado dessas massas de células tumorais no sitio
implantado limita, significativamente, as aplicagbes terapéuticas potenciais das
células-tronco (MATHUR et al., 2014).

Desafios imunologicos também sdo uma barreira significativa para a aplicagao
de terapias com células-tronco. Se as novas células-tronco implantadas forem
reconhecidas como corpo estranho, elas serdo rejeitadas e destruidas. Foram
propostas duas solugdes possiveis para esse problema, uma delas € a criagao de
células-tronco sintéticas através de técnicas de engenharia genética (utilizagdo de
iPS). A outra opgdo para a rejeicdo imunitaria seria manipular e cultivar células-
tronco do préprio paciente (MATHUR et al., 2014).
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Os avancos no conhecimento a respeito de células-tronco adultas tém
proporcionado um grande impulso para os pesquisadores transformarem esses
achados em aplicagdes clinicas. O fato dos pesquisadores possuirem acesso a
populag¢des de células-tronco que podem gerar osso e medula, cemento, dentina e
ligamento periodontal, faz com que seja possivel prever a restauragdo completa dos
tecidos da cavidade oral, utilizando as células do proprio paciente, evitando assim
problemas de histocompatibilidade. Ademais, os avangos nas técnicas para
modificar a atividade do gene de células-tronco durante o seu cultivo ex vivo oferece
possibilidade unica para melhorar as células-tronco do proprio paciente. No entanto,
a substituicao de tecidos dentais baseada na terapia génica pode ser complicada em
areas de inflamagédo crbénicas ou agudas n&o resolvidas, destacando assim, a
necessidade de mais pesquisas para entender potenciais fatores complicadores
sobre a terapia a base de células. Enquanto as barreiras técnicas para alcangar um
resultado ideal na regeneracédo de tecidos ndo devem ser subestimadas, o recente
reconhecimento de células-tronco e seu papel na regeneragdo de tecidos fornecem
uma base solida sobre a qual os pesquisadores podem construir o manejo clinico de
defeitos craniofaciais e a regeneracao de tecidos dentarios (MATHUR et al., 2014).

A implementagcédo da engenharia tecidual de tecidos dentarios esta avangando
para cenarios clinicos, e os resultados obtidos até o momento sugerem que o
conhecimento completo das células-tronco sera a base substancial para o
entendimento dos seus mecanismos de agdo regenerativa. Existe ainda uma
distancia consideravel entre o que ja se sabe e o0 que ainda precisa ser entendido
para compreender plenamente o potencial e comportamento de células progenitoras
derivadas de elementos dentarios, e as modalidades de tratamento clinicos
subsequentes. Nao obstante, as oportunidades para a sua exploragdo na
Odontologia regenerativa estdo ficando mais claras e os beneficios s&o significativos
no reparo de defeitos ou perda de tecido. Embora ainda haja muitos obstaculos
técnicos voltados para solugdes mais bioldgica de reparos relacionados ao tecido
dentario, a tentativa de regeneragéo por células-tronco € um campo promissor que
abrira oportunidades terapéuticas ainda ndo exploradas (CHEN; JIN, 2010).

O transplante de DPSCs em modelo murino imunocomprometido proporcionou
um novo modelo de caracterizagdo e entendimento desta populacdo de células-
tronco. Além disso, € importante salientar que a quantidade de tecido relacionado a

dentina e a polpa formado nesses transplantes excede em muito o valor que seria
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gerado in situ durante a vida de um organismo. Consequentemente, existe um
grande potencial para o isolamento de um grande numero de DPSCs a partir de um
unico dente, e que poderia ser usado apos para a reparagao da dentina de um
numero maior de dentes. O continuo desenvolvimento de scaffolds e fatores de
crescimento com forma e composigdo apropriada para serem usados em conjunto
com o cultivo ex vivo de DPSCs torna a regeneragéo dentaria uma possibilidade real
(GRONTHOS et al., 2000).

Da mesma forma, os fatores de crescimento sdo componentes essenciais de
qualquer estratégia regenerativa para a reparagao ou substituicdo de tecidos, sendo
sua terapéutica e estudos relacionados com a liberagao dos fatores de crescimento
no local do defeito tém crescido exponencialmente ao longo da ultima década. O
potencial de diferentes fatores de crescimento como agentes terapéuticos para uma
variedade de desordens imunoldgicas e para o reparo ou regeneracado de tecidos
dentarios tem sido amplamente estudados. A visdo geral sobre a necessidade de
liberacdo de multiplos fatores de crescimento e metodologias para atingir esse
objetivo, em relagdo as suas combinagbes e estratégias para a sua liberagao,
necessitam de mais estudos para comprovar qual fator de crescimento, e com qual
associagdo de scaffolds seria a melhor opgédo para cada tipo de tecido (CHEN;
ZHANG; WU, 2010).

Scaffolds sao indispensaveis na regeneragao de tecidos, eles servem como
estruturas porosas sobre o qual todos os biomateriais e biomoléculas para a
regeneragcdo do tecido sdo ancorados (fatores de crescimento e células-tronco,
principalmente). Pesquisas relacionadas a biomateriais tem focado, principalmente,
na construcado de scaffolds com propriedades fisicas, quimicas e mecanicas ideais,
além da inclusdo de biomoléculas e sua liberagdo controlada no sitio do defeito para
promover e prolongar a sobrevivéncia da interagdes da triade da engenharia tecidual
(células, scaffolds e fatores de crescimento). Com o advento das tecnologias em
nanoescala, tornou-se possivel projetar e fabricar scaffolds que ndo sdo apenas um
arcabougo para guiar a regeneragdo, mas também proporcionaram um
microambiente tridimensional que suporta o comportamento celular, a funcdo do
tecido e a implantagcédo e a integracdo do hospedeiro. Pesquisas ainda necessitam
serem realizadas para utilizar-se o conhecimento da engenharia tecidual na
regeneracdo de tecidos dentarios, para que esses possam ser clinicamente

aplicaveis em ensaios clinicos em humanos. A aplicabilidade das células-tronco e as
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ciéncias de biomateriais para a reconstrugcdo dental ndo pode ser subestimada e
oferece um futuro promissor (SHARMA et al., 2014).
As limitagdes deste estudo envolvem o restrito numero de ensaios clinicos

disponiveis, os quais respaldariam a aplicagédo clinica da Engenharia Tecidual na
area Odontologica.
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5 CONCLUSAO

Com base nas evidéncias cientificas disponiveis, esta revisdo de literatura
pdde concluir que a Engenharia Tecidual € um campo promissor e pesquisas
relacionadas a este tema s6 tendem a evoluir, podendo no futuro proporcionar a
cura de defeitos ou regeneragdes de tecidos perdidos como uma alternativa de
tratamento mais biolégico para os pacientes. A triade descrita no estudo possibilita
concluir que as células-tronco de origem odontogénica mostram-se uma fonte de
células progenitoras de facil obtengado, e sua associagdo com scaffolds e fatores de
crescimento tém demonstrado avangos significativos. Os estudos analisados citam
scaffolds como aliado no sucesso da regeneragao de tecidos dentarios, entretanto
busca-se ainda o seu aprimoramento, para que ele preencha um numero maior de
requisitos para a funcdo. Os fatores de crescimento descritos vém sendo
amplamente estudados e o controle da sua liberagao no local desejado requer mais
estudos para garantir sua presenga durante todo o processo de regeneragao dos
tecidos perdidos.

Efeitos adversos como o crescimento tumoral foram relatados, porém,
obstaculos como esse podem ser evitados com o entendimento profundo da
sinalizacdo celular. Necessita-se ainda pesquisas que avaliem alteracbes no
crescimento anormal da implantagdo a longo prazo. Um maior numero de ensaios
clinicos em humanos serdo necessarios para comprovar a eficacia da triade da
Engenharia Tecidual além dos ja realizados em animais.

A busca pela regeneragdo de tecidos dentarios com base na terapia celular
mostra-se prospera. Acredita-se que em um futuro ndo tado distante a terapéutica

celular esteja disponivel para o uso clinico e seguro em pacientes necessitados.
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