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RESUMO

A Odontologia vem sofrendo grandes evolugoes desde o final do século XX.
Essas mudangas sado notadas principalmente na periodontia. A compreenséo dos
processos biolégicos e patolégicos, o estabelecimento de conceitos e o
desenvolvimento de modalidades terapéuticas promoveram avangos significativos na
busca pela reabilitagdo oral. Em periodontia, esse processo foi marcado pela busca
da reconstrugao anatémica e funcional do periodonto (Sallum et al, 2005). A
regeneragdo periodontal é um processo intensamente estudado. No entanto,
nenhuma das técnicas propostas trouxe a regeneragdo periodontal esperada.
Recentemente, o estudo da engenharia tecidual tem sugerido a possibilidade de uso
da terapia celular como alternativa para as técnicas até entao utilizadas (Akizuki et al,
2005; Vacanti et al, 1991; Cooper et al, 1991; Atala et al, 1992). Recentes avangos
em relagcdo aos fatores de crescimento e polimeros biodegradaveis tém dado
condi¢cbes para o sucesso da engenharia tecidual para cartitagem, 0sso e outros
tecidos, e o periodonto pode ser considerado um &4timo candidato para tais
procedimentos (Bartold et al.,2000). Uma estratégia de engenharia tecidual para
regeneracéo periodontal que explora a capacidade regenerativa das células tronco
do periodonio & uma idéia afrativa. O conhecimento dos conceitos basicos de
regeneragao pericdontal e dos principios necessarios para o sucesso da engenharia
tecidual como terapia para a regeneracéo periodontal, bem como a compreensio do
seu principio biologico tornam-se necessarios para o entendimento deste novo
paradigma da terapia periodontal regenerativa.



ABSTRACT

Since the twentieth century, many modifications have been seen in the
odontology. These c¢hanges are noticed specially in periodontics. The
cromprehension of biologics and pathologic principles, the concept establishment and
the development of therapeutic modalities promoted significative advances in the
search for the oral rehabilitation. In periodontics, this process was marked for the
attempt of the anatomic and functional reconstruction of the periodontum (Sallum et
al., 2005). The periodontal regeneration is an intensive studied process. However,
any of these techniques brought the expected periodontal regeneration. Recently, the
tissue engineering science have suggested a new possibility of celi therapy as a
alternative for the used technigues (Akizuki et al, 2005; Vacanti et al, 1991; Cooper et
al, 1991, Atala et al, 1992). Recent advances in growth factor biology and
biodegradable polymers have set the stage for successful tissue engineering of
cartitage, bone and other tissues, and the periodontum could be considered a prime
candidate for such procedures (Bartold et al.,2000). A tissue engineering strategy for
periodontal regeneration that explores the regenerative capacity of stem cells residing
into the periodontom is an attractive idea. The knowledge of the basic concepts of
periodontum regeneration and the requirements for successful tissue engineering as
a regenerative technique, as well the comprehension of its biological principle are

necessary for the comprehension of the new paradigm for periodontal regeneration.



i. INTRODUGCAO

A Odontologia vermn sofrendo grandes evolugbes desde o final do século XX.
Essas mudancas sao notadas principalmente na periodontia. A compreensio dos
processos bioidgicos e patologicos, o estabelecimento de conceitos e ©
desenvolvimento de modalidades terapéuticas promoveram avangos significativos na
busca pela reabilitagdo oral. Em periodontia, esse processo foi marcado pela busca

da reconstrucao anatémica e funcional do periodonto (Sallum et al., 2005).

A regeneragao periodontal € um processo intensamente estudado. A busca pela
regeneracao periodontal tem sido marcada pelo uso de diversas técnicas: a
regeneragao tecidual guiada (RTG) (Melcher, 1976; Gottlow et al., 1984; Nyman et
al., 1987), o uso de substitutos dssecs (Schallhorn, 1972; Schalthorn & Hiatt, 1972;
Sanders et al., 1983; Kenney et al., 1988), o condicionamento da superficie radicular
e 0 uso dos fatores de crescimento celular (Sallum et al,, 2003). No entanto,
nenhuma das técnicas citadas trouxe a regeneragdo periodontal esperada. No uso
de substitutos 6sseos foram observadas anquilose, reabsorgdo e formacgio de
epitélio juncional longo. A eficacia dos fatores de crescimento tem sido mostrada em
estudos in vitro e in vivo, mas a eficacia clinica no tratamento de defeitos
periodontais e o risco de transmissfo de DNA ou proteinas esiranhos precisam ser
determinados. A RTG mostrou 6timos resultados em estudos animais, mas
clinicamente esses resultados variam muito, dependendo do tipo de defeito ou da
quantidade residual de ligamento periodontal (Lang et al.,, 1998; Hasegawa et al.,
2005).

Recentemente, o estudo da engenharia tecidual tem sugerido a possibilidade de
uso da terapia celular como alternativa para as técnicas até entao utilizadas {(Akizuki
et al, 2005; Vacanti et al, 1991; Cooper et al, 1991; Atala et al, 1992). A engenbaria
tecidual & um campo emergente da ciéncia, cujo objetivo € o desenvolvimento de
técnicas para a fabricagao de novos tecidos para reposicao de tecidos danificados ou



perdidos por doengas. E baseada nos principios da biologia celular, do
desenvolvimento bioldgico e dos biomateriais (Narem et al., 1995; Reddi,1998;
Vacanti et al.,, 1991). Recentes avanc¢os em relagéo aos fatores de crescimento e
polimeros biodegradaveis tém dado condigbes para o sucessc da engenharia
tecidual para cartilagem, 0sso e outros tecidos, e o periodonto pode ser considerado
um otimo candidato para tais procedimentos (Bartold et al.,2000). Alguns estudos
tém mostrado que células do ligamento periodontal podem ser transplantadas para
defeitos periodontais sem efeitos adversos imunolégicos ou inflamatérios (Van Dijk et
al.,, 1991, Lang et al., 1998; Malekzeh et al., 1998). Cementoblastos, assim como
varias células periodontais transferidas como vetores para expressdo de variados
fatores de crescimento, tém sido investigados nos modelos de engenharia tecidual
periodontal (Jin et al., 2003; Jin et al., 2004; Zhao et al., 2004-9). Uma estratégia de
engenharia tecidual para regeneragdo periodontal que explora a capacidade
regenerativa das células tronco do periodonto € uma idéia atrativa. Pelo uso desta
abordagem, a necessidade de recrutamento de células é eliminada e a

previsibilidade do sucesso pode ser aumentada.

Desta forma, o conhecimento dos conceitos bésicos de regeneragéo
periodontal e dos principios necessarios para o sucesso da engenharia tecidual
como terapia para a regeneragdo periodontal, bem como a compreensdo do seu
principio biolégico tornam-se necessarios para o entendimento deste novo

paradigma da terapia periodontal regenerativa.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Regeneracao periodontal

A reposigao dos tecidos periodontais perdidos é um grande desafio para a
periodontia. Apds o surgimento da terapia ressectiva nos anos 50, surgiu a terapia
regenerativa, que apresenta duas alternativas: o preenchimento dos defeitos com o
intuito de obter regeneracio; e como alternativas, técnicas tém sido desenvolvidas
para guiar 0os componentes celulares do periodonto a agir diretamente no processo

regenerativo tendo como base o desenvolvimento natural dos tecidos periodontais.

De acordo com o Glossario da Sociedade Brasileira de Periodontia (2005),
regeneragdo periodontal consiste na formag&o de novo cemento sobre uma
superficie radicular contaminada, associada a um novo ligamento periodontal e 0ss0
neoformado. Para tanto, sdo necessarios pelo menos quairc critérios para se

considerar que a regenerag¢ado tenha ocorrido (Bartold et al, 2000):

1. selamento epitelial funcional restabelecido na por¢do mais corondria dos
tecidos de mais de 2 mm de comprimento;

2. novas fibras de Sharpey inseridas na raiz previamente exposta a doenca
reproduzindo o ligamento periodontal e as fibras dentogengivais;

3. novo cemento acelular de fibras extrinsecas sobre a superficie radicular
exposta;

4. altura de novo osso alveolar ha 2 mm da jungao amelocementaria.

Para que ocorra a regenerag¢do periodontal, alguns eventos precisam ser
regulados a nivel molecular e celular (Pitaru et al., 1994; Narayanan & Bartold,
1995: Bartold et al., 2000):

UNICAMP | FOP
BIBLICTECA
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- disponibilidade de células e citocinas apropriadas;

- exclus&o de células indesejadas;

- adequacéo do meio local {matriz cementéria e junc@o amelocementaria);

- presenca de substéncias no meio local gue afetam migragdo, adeséo,
proliferacio e diferenciacdo celular;

- gfeito especifico sobre as células.

O processo de cura de tecidos danificados requer a participagdo de moléculas
inflamatorias e de células, envolvendo varios estagios: inflamacdo, formagéo de
tecido de granutagio remodelacdo tecidual (Carranza et al., 2004). O tipo de reparo
depende da disponibilidade de células apropriadas, mediadores soliveis e produgio

de matriz extraceiular (Mckay, 1997).

Com o entendimento dos processos bioldgicos ¢ moleculares do
desenvolvimento periodontal, a terapia regenerativa baseada no preenchimento de
defeitos parece um tanto arcaica e ineficaz. Por isso, devem ser canalizados
esforgos no desenvolvimento de terapias que tém como base o desenvolvimento

natural do periodonto e os principios biologicos.

2.1.1, Capacidade regenerativa dos tecidos periodontais

Diante da destruigdo tecidual causada pela periodontite, a regeneragao destes
tecidos geraimente ndo ocorre com base na terapia clinica, como é 0 caso da
gengivite. O grande desafio enfrentado pelos periodontitas consiste em recriar estes
tecidos perdidos e, principalmente, em promover a nova insergao de fibras do tecido
conjuntivo na superficie previamente exposta a doenga (Garrett, 1996; Minabe, 1991;
Schroeder, 1992; Wikesjo et al.,1992).



12

2.1.2. Procedimentos regenerativos

a. Abordagens cirargicas regenerativas

Ao longo do tempo, uma grande variedade de técnicas cirlrgicas tem sido
descrita para a regeneracdo periodontal (Laurell et al.,, 1998). No entanto,
independente da técnica, o tecido epitelial sempre prolifera mais rapidamente gque os
tecidos mesenguimais, levando a formagao de epitélio juncional iongo (Listgarten &
Rosemberg, 1979; Nyman et al., 1980; Karring et al., 1980; Nymén et al., 1985). De
acordo com Bartold (2000), este epitélio parece nao promover formagao de cemento
e de ligamento periodontal, como ocorre na presenga do epitélio odontogénico.
Embora a formagao de epitélio juncional longo proporcione sucesso clinico e salde
periodontal, este tipo de resposta consiste em uma forma de reparoc e nao
regeneragao propriamente dita, uma vez que a arquitetura original do periodonto n&o
& restabelecida. Desta forma, sdo necessarios outros procedimentos, como o uso de

materiais de preenchimento para reaver esta anatomia.

b. Condicionamento da raiz

Ao longo do tempo, variadas substancias foram usadas com o objetivo de criar
um ambiente favoravel para a regeneracdo periodontal. Acreditava-se que a
superficie radicular precisava ser limpa de forma a permitir reinsercao celular e
produgdo de matriz extracelular. Para tanto, usou-se para condicionamento da
superficie radicular, desde condicionamento acido até agentes biolégicos como a
fibronectina. O objetivo destes procedimentos seria expor as fibras de colageno para
qgue as novas fibras se interdigitassem a elas e ainda, afastar a colonizagdo de
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células epiteliais indesejadas. Entretanto, os resultados obtidos foram diferentes dos
esperados. Observou-se anquilose e absorsdo em vez da tdo esperada regeneragdo
periodontal (Crigger et al., 1978; Marks & Mehta, 1386). O uso de agentes bioldgicos,
como a fibronectina, soa como algo 16gico, j4 que estaria seguindo os principios
biolégicos. No entanto, 0 soro contém altos nives de fibronectina e 0s beneficios para
facilitar a reinsercéo celular sdo incertos (Pearson et al., 1988).

¢. Materiais de enxerto e preenchimento

A necessidade de eliminar os defeitos 6sseos periodontais fez surgir um
grande nimero de materiais de enxerto. Dentre eles, os materiais autégenos,
alégenos e aloplasticos (Lindhe et al., 2005; Carranza et al., 2004).

Materiais de enxerto

Autogenos Alégenos Aloplasticos
Osso cortical DFDBA Ceramicas
Ossos FDBA Hidroxiapatita
Tipos esponjoso Polimeros
Crista do iliaco Biovidro
Calota craniana
Propriedades Osteogénico Osteocondutor/osteoindutor | Osteocondutor

O uso destes materiais de enxerto traz algum ganho de inser¢ao e a evidéncia
radiogréfica de preenchimento do defeito. Porém, estudos histologicos mostram que
estes materiais tém pouca atividade osteogénica, que, normalmente, 0 material fica
encapsulado em densas fibras de tecido conjuntivo & que o epitélio juncional parece
se formar entre o enxerto e a superficie dentaria (Dragoo & Sullivan, 1973; Moskow,
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1979). Sendo assim, estes materiais também n&o promovem regeneragéo

periodontal propriamente dita.

d. Regeneracao tecidual guiada — RTG

O principio da regeneragédo tecidual guiada & isolar o epitélio gengival,
evitando a migragao apical do epitélio juncional e a migragdo de células do tecido
conjuntivo gengival para a superficie radicular, facilitando a reinserg@o de células do
ligamento periodontal e do osso (Nyman et al., 1982; Gottlow et al., 1986; Karring et
al., 1993). O principio biolégico da RTG presume qgue o ligamento periodontal
contenha todas as células necessarias para a regeneragdo periodontal. Desta forma,
a RTG traria grande sucesso clinico. No entanto, estudos longitudinais revelam
que os resultados clinicos obtidos variam muito e ndo sdo tdo bons como esperados
{(Pontoriero & Lindhe, 1995; Wallace et al., 1994; Bratthall, 1998). Além disso, a
exposicdo e contaminacao da membrana sdc complicagbes muito freqglientes
{Tempro & Nalbandian, 1993; Demolon & Person, 1994; MacDonald et al., 1998). O
principio da RTG € muito valido, pois foi o inicio de investigagbes fundadas no

desenvolvimento natural do periodonto, mas os resultados obtidos s&o insatisfatorios.

e. Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento sdo polipeptidios que podem agir local ou
sistemicamente na proliferacdo e fungao celular por meio da regulacao, proliferacio,
migracdo e diferenciacao das células do organismo. Os fatores de crescimento sao
agentes de grande interesse para a regeneragao periodontal em funcao de suas
acbes regulatorias sobre as fungdes imunes e sobre a proliferacao e diferenciagdo de
epitélio, 0sso e tecido conjuntivo (Bartold et al., 2000).
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O principio bioidgico dos fatores de crescimento baseia-se no fato de que o
efeito dos mediadores endogenos pode ser ampliado pela acdo de fatores de
crescimento exdgenos (Graves & Cochran, 1994 — sobrape). Varios fatores de
crescimento tém sido estudados: (Paiva & Almeida, 2005)

- Fator basico de crescimento derivado de fibroblastos;
- Proteinas morfogene¢ticas dsseas — BMP;

- Fator de crescimento epidérmico;

- Matriz derivada do esmalte — Emdogain;

- Fator de crescimento de fibroblastos — FGF;

- Fator de crescimento semelhante a insulina — IGF;

- Fator de crescimento derivado de plaquetas — PDGF;

- Fator de crescimento transformador — TGF.

O fator de crescimento derivado de plaqueta e o fator de crescimento
semelhante a insulina tém demonsirado aumento da regeneragcdo em cdes e
macacos submetidos a periodontite experimental (Lynch et al., 1991; Rutherford et
al., 1993). As proteinas 6sseas morfogenéticas oferecem potencial para estimulagéo
de regeneracao dssea e de cemento (Ripamonti & Reddi, 1994; Kuboki et al., 1998).

Embora parega interessante ¢ uso de fatores de crescimento, ainda néo
existem estudos clinicos longitudinais que comprovem sua eficacia. O conhecimento
em relacdo a diferenciacdo das celulas periodontais € restrito, o que dificulta a

utilizag@o desses fatores.
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2.1.3. Processo regenerativo

a. Selecao, diferenciacao e maturacao celular

Os tecidos periodontais possuem variados tipos de células com diferentes
funcdes e de diferentes origens (fibroblastos; osteoblastos, cementoblastos e células
endoteliais) (McCulloch & Bordin, 1991; Fries et al., 1994; Lekic et al., 1997). Além
dessas células, existem também as células inflamatdrias presentes no inicio do
processo de reparo, ja que elas secretam moléculas necessarias para a produgao de
células do tecido conjuntivo que participam dos processos regenerativo e de reparo.
Os fibroblastos originam-se das células progenitoras localizadas nos tecidos
conjuntivos da gengiva e do ligamento periodontal. Os cementoblastos parecem se
originar de células do ligamento periodontal e do osso (McClloch & Melcher, 1983;
McCulloch, 1985). Para que a regeneragdo ocorra € preciso que as células estejam
em quantidade suficiente, no local certo e que sejam produzidas na seqliéncia
temporal correta. Pelo que tudo indica, este processo seletivo é ditado pela interagao
de sinalizadores, moléculas solGveis, matriz protéica e receptores celulares que
iniciam respostas na expressio génica através de vias intracelulares de sinalizagdo
(Bartold et al., 2000).

b. Mediadores soluveis e reguladores da funcao celular

O mecanismo de acao dos mediadores soliveis € via receptores de supetrficie,
gue leva a um efeito na expressdo génica através da regulagdo de fatores de
inducao de transcrigdo (Maniatis et al., 1987; Vellanoweth et al.,, 1994). A interagao
de mediadores sollveis e receptores celulares desencadeia processos de

sinalizagao intracelular gque derivam em respostas celulares, como migracao,
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mudang¢a na arquitetura celular e sintese de matriz extracelular. Esta interagao, por

sua vez afeta as interagdes entre célula e matriz e entre células.

As moléeculas necessdrias para regeneracéo pericdontal podem ser agrupadas
em trés categorias: fatores de crescimento polipeptidios, proteinas de adeséo e
componentes estruturais. Muitas dessas moléculas tém sido identificadas na matriz
cementaria e Ossea: proteina de adesao osteopontina, sialoproteina dssea,
fibronectina e fatores de crescimento (Nakae et al., 1991; MacNeil & Somerman,
1993; Narayana & Bartold., 1996). Segundo Bartold et al (2000), apesar de o papel
dessas substancias na ativagdo celular estar sendo estudado, pouco pode se
considerar em relacdo a regeneragdo periodontal, jA que o mesmo fator de
crescimento pode estar relacionado a diferentes fungbes dependendo do estagio do

processo, do tipo de célula alvo e da disponibilidade de matriz extracelular.

¢. Matriz extracelular

A matriz extracelular executa um importante papel na regeneragdo
periodontal, regulando os eventos necessarios para a mesma. A sintese e deposigao
de mediadores sollveis acontece coordenadamente a sintese e deposicio de
macromoléculas da matriz extracelular. A matriz extracelular regula a expressao
génica, mas 0s mecanismos deste processo ainda nido s&o claros {Adams & Watt,
1993; Ruoslahti & Reed, 1994; Gumbiner, 1996; Assoian & Zhu, 1997; Danen et al.,
1998}).

A matriz celular € composta de colageno, fibronectina, lamilina e outras
proteinas ndo colagénicas e proteoglicanos, e regula diversas atividades celulares
{Sastry & Horwitz, 1996; Xiao et al., 1998; Zheng et al., 1999). Ela afeta a migragao,
divisdo e diferenciagéo celular, funciona como substrato para adesdo celular e
promove difusdo celular e organizagao do citoesqueleto (Assoian & Zhu, 1997;
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Assoian, 1997). A matriz extracelular ainda protege as células contra apoptose
através de mecanismos envolvendo integrinas e eventos relacionados a sinais de
insulina (Frisch & Ruoslahti, 1997; Lebrun et al., 1998; Buckely et al., 1999; Farrelly
et al., 1999). Para alcangar a regeneragdo periodontal, serd necessario determinar
quais os componentes da matriz extracelular regutam a expressdo génica de fatores
de crescimento e seus receptores, a resposta celular a agonistas e a regulagdo
génica do movimento, proliferacio e diferenciacdo celulares (Adams & Watt, 1993,
Lynch et al., 1995; Gumbiner, 1996; Sastry & Horwitz, 1996; Assoian, 1997).

A matriz extracelular juntamente com qualquer fator de crescimento disponivel
pode determinar guais células serfo recrutadas e quando uma lesao sofrera reparo
ou regeneragdo (Cantley et al.,, 1991, Adams & Watt, 1993; Assoian, 1997). Esta
informagéo gera a hipétese de que a auséncia de matriz extracelular apropriada é
uma razdo pela qual o cemento nao se forma em superficies radiculares que foram
instrumentadas (Bartold et al., 2000).

d. Neoformacao de cemento

O cemento executa um importante papel na regeneragao periodontal
(Bosshardt & Schroeder, 1992; Schroeder, 1992; Schroeder, 1993; Yamamoto et al.,
1996). No entanto, ndo se sabe como a formagédo de cemento ¢ regulada no homem
adulto (Karring et al., 1980; Boyko et al.,1981; Nyman et al., 1982; Melcher et al.,
1986 - 5). A matriz extracelular do cemento seqliestra fatores de crescimento €
outros polipeptidios como osteopontina e sialoproteina 6ssea (Somerman et al.,
1989; MacAllister et al., 1990; Olson et al, 1991; MacNeil & Somerman, 1993;
Narayanan et al., 1995; Pitaru et al., 1995). Essas moléculas afetam a migragao,
adeséo e proliferagao de células periodontais e a sintese de matriz dessas células e
ainda manifestam especificidade celular e tecidual entre 0 mesmo tipo celular (Olson
et al., 1991; Somerman, 1993; Narayanan et al., 1995; Pitaru et al., 1995). A matriz
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extracelular do cemento tem o potencial de regular a diferenciacdo de células
precursoras nos cementoblastos (Tatakis, 1993). Desta forma, os componentes do
cemento sdo capazes de emitir sinais para recrutamento, proliferacéo e diferenciagéo
de células periodontais e regulam a regeneragdo do cemento, assim como a

regeneragdo de outros componentes periodontais (Bartold et al., 2000).

2.2. Engenharia tecidual — O novo paradigma da regeneracao periodontal

A engenharia tecidual € um campo emergente da ciéncia, cujo objetivo é o
desenvolvimento de técnicas para a fabricagdo de novos tecidos para reposigao de
tecidos danificados ou perdidos por doencgas. E baseada nos principios da biologia
celular, do desenvolvimento bioldégico e dos biomateriais (Narem et al.,, 1995;
Reddi,1998; Vacanti et al., 1991).

Para produzir um tecido através da engenharia tecidual, sio necessarios
alguns fatores: apropriado nivel e seqléncia de sinais reguladores, presencga de
células progenitoras viaveis e apropriada matriz extracelular ou material carreador
(Nakahara et al., 2000; Bartold et al., 2000). Recentes avancos em relacdo aos
fatores de crescimento e polimeros biodegradaveis tém dado condicfes para ©
sucesso da engenharia tecidual para cartilagem, 0sso e outros tecidos, e ©
periodonte pode ser considerado um étime candidato para tais procedimentos
(Bartold et al.,2000). Alguns estudos tém mostrado que células do ligamento
periodontal podem ser transplantadas para defeitos periodontais sem efeitos
adversos imunolégicos ou inflamatérios (Lang et al., 1998; Malekzeh et al., 1998; Van
Dijk et al., 1991). Cementoblastos, assim como varias células periodontais
transferidas como vetores para expressdo de variados fatores de crescimento, tém
sido investigados nos modelos de engenharia tecidual periodontal (Jin et al., 2004;
Jin et al., 2003; Zhao et al., 2004- 9).



20

Uma estratégia de engenharia tecidual para regeneracdo periodontal que
explora a capacidade regenerativa das céluias tronco do periodonto € uma idéia
atrativa. As células tronco poderiam se desenvolver no interior de um arcabougo
tridimensional e posteriormente ser implantadas no interior do defeito. Pelo uso desta
abordagem, a necessidade de recrutamenio de células é eliminada e a
previsibilidade do sucesso pode ser aumentada (Bartold et al., 2000; Bartold et al.,
2000). Tendo como base o sucesso desta tatica em outros sitios anatdmicos, a
abordagem da engenharia tecidual revela que um procedimento que leva em conta a
seqliéncia biologica temporal dos estagios funcionais de reconstrugio serd essencial
para a regeneracdo (Brekke & Toth, 1998; Pomahac et al.,, 1998; Reddi, 1998;
Giannobile, 1999).

2.2.1. Pré-requisitos para o sucesso da engenharia tecidual

Os pré-requisitos para o sucesso da engenharia tecidual s&o divididos em
duas dreas: aspectos biomecénicos {manutencio de espaco, barreiras) e fungdes
biolégicas (biocompatibilidade, incorporagao celular, incorporagdc de mensagens
instrutivas) (Brekke & Toth, 1998).

a. Manutengao do espaco dento do defeito

Sabe-se que para haver neoformagdo dssea no interior de um defeito, o
espago precisa ser mantido e a invaginagao tecidual prevenida {Berg, 1947; Hurley et
al., 1959). Este critério deve ser seguido para a engenharia tecidual e colocacédo de
matrizes para regeneracio. O material desenhado deve ter a forma e flexibilidade
adequada para colocagio dentro do defeito e ser resistente a colabagio. Portanto, o

material deve seguir os principios da RTG e ter configuragdo semelhante aqgueles
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usados para tal fim (Scantlebury, 1993; Brekke & Toth, 1998). A arquitetura interna
do arcabougo deve ser ideal para maximizar a colonizagéo celular de forma seletiva
e 0 preenchimento de tecidos compativeis aqueles a serem regenerados (Whang et
al., 1999).

b. Barreiras

A barreira ideal € aguela que impede a invaginagao de tecidos indesejados e
proporciona o preenchimento seletivo de tecidos fundameniais a regeneracgédo.
Portanto, a engenharia tecidual deve agir como esta barreira ideal, selecionando os
tecidos que irdo preencher o defeito e proporcionar a regeneragao periodontal (Cima
et al., 1991; Whang et al., 1999). Para tanto, a arquitetura desta barreira deve ser de
forma que a superficie externa aja excluindo os tecidos indesejados ¢ a interna
induzindo o crescimento tecidual. E ainda necessario observar que o epitélio
desempenha um importante papel no selamento na porgao coronaria do defeito.
Desta forma, o principio da engenharia tecidual para a regeneracao periodontal nao
pode excluir totalmente o epitélio e sim, deve estimula-lo a desenvolver, de forma
rapida e eficaz, um selamento biologico adequado para proteger os eventos

regenerativos (Vanheusden et al., 1999).

c. Biocompatibilidade e configuracao

A configuracao ideal do arcabougo deve incluir biocompatibilidade aos tecidos
regenerados ou reabsorgdo gradativa com a regeneracdo (Toriumi et al, 1991;
Gogolewski et al., 1993). Além disso, a regeneragdo tecidual através do uso de
produtos da bioengenharia parece ser dependente da porosidade e do tamanho dos
poros da estrutura tri-dimensional de suporte (Boyan et al., 1996; Whang et al.,
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1999). Portanto, as configuragbes dos materiais de suporte devem considerar o
tamanho ideal dos poros tanto para a insergéo e incorporagao celular in vitro como
para a maturagio subseqiiente de tecido durante a regeneracao in situ (Bartold et al.,
2000).

Dentre os materiais de suporte até entdo estudados, podemos citar: fosfato de
calcio, hidroxiapatita, componentes da matriz extracelular (colageno, acido
hialurdnico e fibronectina), 4cido poliglicdico e outros materiais sintéticos
bioreabsorviveis (Brekke & Toth, 1998).

Obviamente, os materiais de suporte devem ser imunologicamente inertes,
ndo devem induzir uma resposta inflamatéria exagerada e ndo devem transmitir

doengas {Omstead et al., 1998).

d. incorporacdo de células adequadas para a regeneragdo periodontal e
biodisponibilidade de mensagens instrutivas

Através do conhecimento das células adequadas para ¢ processo periodontal
regenerativo, sera possivel incorporar estas células a um arcabouc¢o biodegradavel
para imediata introdugdo no defeito periodontal. Ja existe a possibilidade de
alteracdo genética das células para producdo de componentes da matriz extracelular
ou de mensagens instrutivas. No entanto, a biosseguranga desses procedimentos
ainda é questionavel (Riew et al., 1998; Breitbart et al., 1999; Eton et al., 1999).

As moléculas sinalizadoras necessarias para crescimento, diferenciacdo e
expressdo génica de uma proteina especifica da matriz extracelular poderia ser
incorporada as matrizes produzidas pela bioengenharia. No entanto, o controle da

liberagio desses agentes é algo dificil de ser alcagado (King et al, 1997).
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2.2.2. Células tronco e regeneracao periocdontal

Como citado anteriormente, para que ocorra a regeneracdo periodontal,
alguns eventos precisam ser regulados a nivel molecular e celular. Esses eventos
incluem o recrutamento de células progenitoras que depois se diferenciardo nas
células necessarias a regeneragéo periodontal - céiulas do ligamento, cemento e
osso (Pitaru et al., 1994; Narayanan & Bartold, 1995; Bartold et al., 2000).

As terapias regenerativas estudadas e usadas até hoje tém apresentado
pouco ou nenhum sucesso em relagdo aos resultados esperados. Por isso, a
abordagem bioldgica do assunto aponta para novas alternativas de tratamento
baseadas no desenvolvimento e regenerag¢ao do periodonto, tendo como enfoque

a biologia celular e molecular.

O ligamento periodontal € um tecido altamente vascularizado e com grande
contetdo celular. Este tecido tem a maior taxa de turnover do organismo (Sodek,
1976). McCulloch e colaboradores (1987), em um estudo in vivo, identificaram
uma pequena populagao de células progenitoras no ligamento periodontal. Essas
células pareciam estar em maior quantidade em regides proximas aos vasos
sanguineos e apresentavam caracteristicas classicas de células tronco, como

tamanho pequeno, resposta a fatores estimuladores e ciclo lento.

De acordo com o Glossario da Sociedade Brasileira de Periodontia (2005),
célula tronco & uma célula pluripotente capaz de originar diferentes tipos
celulares. Melcher (1985) foi o primeiro a propor que as células tronco poderiam
estar presentes nos tecidos periodontais e que as trés populagdes celulares do
periodonto derivariam de uma mesma populacdo de células ancestrais. O
guestionamento de Melcher em relacao as células tronco foi levado adiante, mas
pouca evidéncia foi fornecida para suportar este conceito (Pitaru et al., 1994;
Amar, 1996).
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Como © processo de regeneragao periodontal mimetiza o processo de
desenvolvimento natural, a hipdtese de que células tronco estariam presentes
nesses tecidos é reforcada. As técnicas de clonagem tém possibilitado o isolamento
de diferentes tipos celulares do tecido periodontal e estudos sugerem gue algumas
das células tém caracteristicas de células tronco, possibilitando futuras investigagées

sobre terapias regenerativas baseadas em terapia celular (lvanovski et al, 2001).

a. ldentificag@o de células tronco periodontais

As células tronco derivadas do ligamento periodontal foram identificadas por
Seo e colaboradores (2004) e assim foram caracterizadas pela sua capacidade de
gerar coldnias de células de adesido com capacidade clonogénica e de se diferenciar

em diferentes linhagens de células do estroma.

b. Potencial de proliferacao das células tronco do ligamento periodontal

As células tronco periodontais apresentaram maior taxa de proliferacéo que as
células tronco medulares (Friedenstein et al., 1976; Seo et al., 2004). No entanto,
apesar da alta taxa de proliferagdo das células tronco periodontats, estas células
sofrem senescéncia e tem limitado ciclo de vida. Este fato diferencia estas células
das células embrionarias, que sao virtualmente imortais. A imortalidade das células
embriondrias se deve ao fato da grande expressao da enzima telomerase, que
mantém o comprimento do teldmero e a estabilidade cromossémica durante a diviséo
celular. Ja para grande parte das células tronco mesenquimais, a atividade de
telomerase é nula. A atividade desta enzima seria importante para adiar o processo

de senescéncia, levando a um aumento da taxa de proliferacéo e de vida (Shi &
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Gronthos, 2003; Gronthos et al., 2003). Estudos recentes demonstraram que se as
células tronco medulares s&o induzidas a expressar atividade de telomerase, seu
tempo de vida é aumentado em quase 1rés vezes (Simonsen et al.,, 2002; Shi &
Gronthos, 2003; Gronthos et al., 2003). Devido a esses fatos, pode-se notar que ha a
possibilidade de controlar geneticamente ex vivo o tempo de vida das células
periodontais, regulando as suas propriedades proliferativas, tendo como objetivo a
aplicagdo clinica. No entanto, é preciso ter cautela na aplicagdo de tal abordagem,
pois um estudo recente de Rubio e colaboradores (2005), indicou que a expresséo
aumentada de telomerase pelos clones de células tronce medulares pode levar ao

desenvolvimento de tumores.

c. Caracterizacdo e origem das células tronco periodontais

A caracterizagdo e origem das células tronco periodontais ainda é algo a ser
alcangado. As células tronco periodontais possuem varios fatores em comum com as
células tronco medulares, com as ceélulas tronco pulpares e do osso alveolar, como
expressdo dos mesmos marcadores, localizagdo peri-vascular e expressdo de
proteinas em comum (McCulloch et al., 1987; Moule et al., 1995; Arceo et al.., 1991;
D'Errico et al., 1999; Gronthos et al., 1999; Ivanovigki et al., 2001; Shi et al., 2002;
Gronthos et al., 20083; Sizo et al., 2003; Seo et al., 2004}. Thesleff e colaboradores
(1999), propuseram que a expressdo de proteinas em comum implica na existéncia

de uma via molecular em comum regulando a formacdo 6ssea e cementaria.

Ainda ndo se conseguiu identificar marcadores em comum associados ao
ligamento periodontal e ao cemento. Tendo como base os estudos de Arzate e
colaboradores (1992; 1996) e Perez e colaboradores (2003), atenta-se para a
possibilidade de testar estas células a presenca de proteinas associadas ao cemento
e ao ligamento periodontal. Devido a semelhanca morfoldgica e funcional entre
ligamento e tenddo, foi testada a expressado de um fator de transcricdo especifico ao
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tend&o (scleraxis), pelas células tronco peridontais. Esses estudos revelaram que as
células tronco periodontais expressaram maiores niveis deste fator guando
comparadas as células tronco medulares, 0 que revela que as células tronco
periodontais sdo as Unicas células pds-natais que se diferenciam das células tronco

medulares mesenquimais (Bartold, 2006).

d. Potencial de diferenciacdao e de aplicacdo clinica das celulas tronco

periodontais

Uma subpopulagao de células derivadas de células do ligamento periodontal
demonstraram capacidade de formagao de depdsitos mineralizados in vitro (Arceo et
al., 1991; Cho et al., 1992). Seo e colaboradores (2004}, demonstraram a capacidade

das células tronco do ligamento periodontal de formar depositos mirenalizados.

E quanto a capacidade das células tronco periocdontais de formar um tecido

organizado e funcional in vivo?

Os estudos de Krebsbach e colaboradores (1998) e Gronthos e colaboradores
{2000}, sugerem que as células tronco periodontais precisam de uma arcabouco,
como hidroxiapatita ou tricalcio fosfato, para induzir a formag&o de osso, dentina e

cemento in vivo.

Dijk e colaboradores (1991) testaram a hipotese de que células do ligamento
periodontal implantadas em defeitos 6sseos podem criar nova insergdo. Células do
ligamento periodontal de caes foram colhidas e submetidas a cultura. Defeitos
periodontais foram produzidos cirurgicamente nos cdes e a cultura de células do
figamento foi implantada nas superficies radiculares. Os resultados demonstraram
que a implantacéo das células possibilitou a regeneragéo periodontal dos defeitos e

impediu a migragao apicai do epitélio e reabsorgéo dentinaria.
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Lang e colaboradores (1995) testaram a capacidade das células do ligamento
periodontal de formar tecidos diferentes in vitro ¢ analisaram a tese de que células do
osso alveolar poderiam se diferenciar em cementoblastos in vivo, quando
reimplantadas juntamente com rafzes dentarias. As células foram obtidas do osso
alveolar e do ligamento periodontal de suinos e foram submetidas a cultura nas
raizes homologas extraidas. Cada animal recebeu 2 rafzes cobertas com células do
0ss0 alveolar, 2 raizes cobertas com células do ligamento periodontal e 2 raizes
controle (sem nada). As raizes controle apresentaram reabsorcdo e anquilose e as
raizes cobertas por células do ligamento periodontal apresentaram formagao tecidual
in vivo. As células do osso alveolar sintetizaram um tecido calcificado, semelhante ao
cemento, sugerindo que essas células podem se diferenciar em cementoblastos,
quando implantadas com um substrato dental in vivo. As células do ligamento
periodontal sintetizaram um tecido conjuntivo, com fibras orientadas, semelhantes ao
ligamento periodontal. Os resultados indicam que as células submetidas a cultura
conservam a capacidade de formar diferentes tecidos periodontais apés reimplante,
dependendo da origem celular, e que o osso alveolar contém precursores do
cemento com potencial de se diferenciar em cementoblastos ativos, na presenca de

substrato dental.

Lang e colaboradores (1998) investigaram a capacidade de diferentes
populagbes de células periodontais promoverem regeneracéo periodontal apos
cultura e reimplante em defeitos periodontais. Culturas de células foram obtidas do
0ss0 alveolar e do ligamento periodontal de suinos. Defeitos interdentais e de furca
foram induzidos nos animais e foram tratados com terapias diferentes: cirurgia +
reimplante de células do osso alveolar {(grupo ABC) + membrana de teflon {(grupo
PLC); cirurgia + reimplante de células do ligamento periodontal (grupo BG); cirurgia +
gelatina 6ssea (carreador}) + membrana (grupc BG); cirurgia + membrana {(grupo
NBG); cirurgia (grupo FS); nenhuma terapia {grupo NT). Os defeitos foram
analisados clinica e histologicamente apos 10, 30 e 20 dias. O grupo ABC

apresentou formacéo inicial de tecido calcificado no 8? dia e regeneragéo somente
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apbs 90 dias. Nos grupos BG e NBG, o reparo da lesdo variou de acordo com o tipo
de membrana utilizada e com a morfologia do defeito. O grupo PLC apresentou
resultados semelhanies aos dois grupos anteriores, no entanio, alguns defeitos
apresentaram extensa formagao de cemento e osso. Os grupos FS e NT sofreram
reparo por epitelizagio. Os resultados demonstram que o reimplante de cultura de
células do osso alveolar leva a formagao de cemento e 0ss0, que por sua vez conduz
a formacéo de uma nova inserg¢do. Pode-se especular que as células estabilizam a
formagdo tecidual no defeito ou na superficie radicular nos estagios iniciais do

processo regenerativo e previne a migracéo epitelial.

Seo e colaboradores (2004) realizaram um estudo em ratos
imunocomprometidos, incorporando  subcutaneamente um  arcabougo de
hidroxiapatita/tricaicio fosfato contendo células tronco periodontais. Estruturas
semelhantes ao cemento e ligamento periodontal se formaram e estas estruturas se

ligaram ao cemento neoformado de maneira semelhante as fibras de Sharpey.

Seo e colaboradores (2004) implantaram culturas de células tronco do
ligamento periodontais em defeitos criados cirurgicamente em ratos. Os resultados
mostraram que as células tronco do ligamento periodontal aderiram tanto a superficie

do osso alveolar como a superficie cementaria, evidenciando a formagio de

estruturas semelhantes ao ligamento periodontal.

Um estudo de Nakahara e colaboradores {2004} investigou um método de
engenharia tecidual baseado em terapia celular, usando células aut6logas derivadas
do ligamento periodontal em defeitos Osseos bilaterais criados cirurgicamente. As
células foram obtidas de cdes e foram adicionadas a um carreador de colageno
imediatamente antes de serem implantadas nos defeitos dsseos. Um lado funcionou
como controle e os defeitos ficaram vazios. A regeneragdo do cemento foi uniforme
no lado teste, porém mais lenta quando comparada ao lado controle. Os resultados

sugerem que as células do ligamento periodontal implantadas em defeitos 6sseos
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induzem a regeneragdo de cemento, indicando o potencial in sty da engenharia

tecidual usando células autélogas para a regeneracao periocdontal.

Kawaguchi e colaboradores (2004} verificaram a capacidade regenerativa do
autotransplante de células tronco medulares em defeitos 6sseos periodontais. As
células tronco foram isoladas de cées e submetidas a cultura in vitro. As células
foram misturadas a uma solugdo de colageno tipo | a 2% e fransplantadas para os
defeitos classe 1l induzidos. A solugdo de colageno foi usada no grupeo controle. No
grupo teste, os defeitos sofreram regeneragao periodontal em maior porcentagem,
guande comparados ac grupo controle. Os resultados indicam que o autotransplante

de células tronco medulares € uma alternativa para a regeneragao periodontal.

Aizuki e colaboradores (2005) desenvolveram um método de aplicagdo de
células do ligamento periodontal como uma camada em defeitos 6sseos {deiscéncia)
produzidos cirurgicamente em caes. As células do ligamento periodontal foram
extraidas dos cées e a camada de células foi produzida através de cultura celular. As
camadas de células do ligamento foram reforgadas adicionando-se as células a um
carreador de acido hialurfnico e, posteriormente, estas células foram colocadas nos
defeitos 0sseos. Como controle, usou-se apenas o carreador de acido hialurdnico no
defeito. O numero de defeitos regenerados (ligamento, cemento € 08s0) no grupo
teste foi maior que no grupo controle. Os autores afirmam que o enxerto direto de
células do ligamento periodontal em defeitos dsseos poderia ser um procedimento
eficaz para a regenera¢ao periodontal. Além disso, o carreador usado foi totalmente

degradado, sem sinais de inflamag&o, em 8 semanas apos a cirurgia.

Hasegawa e colaboradores (2005) também usaram o método de aplicacdo de
células do ligamento periodontal como camada em defeitos dsseos tipo deiscéncia
produzidos cirurgicamente em ratos. No entanto, 0s autores usaram células do
ligamento periodontal humano para a fabricagdo das camadas celulares. As células
do ligamento periodontal humano foram transplantadas para os defeitos dsseos

produzidos nos animais. Os resultados demonstraram tecidos semethantes ao
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ligamento periodontal, incluindo uma camada de tecido, semelhante ao cemento
acelular com fibras inseridas, em seu interior. Estes resultados sugerem que essa
técnica de aplicagdo de células do ligamento periodontal como uma camada pode

ser Util para a regeneracao periodontal.
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3. Conclusies

Ao longo do estudo, tornou-se claro que alguns eventos precisam ser
regulados a nivel molecular e celular para gue a regeneragdo periodontal seja
alcancada. Desta forma, as terapias até agora estudadas e utilizadas parecem ser
incapazes de conduzir a regeneracdc periodontal de forma previsivel, j& que as
mesmas nao atuam a nivel celular e molecular. Essas terapias apresentam

resultados aguém daqueles esperados devido a alguns fatores (Bartold et al., 2000):

- incapacidade de controlar a formagao de epitélio juncional longo;

- incapacidade de isolar o sitio em questdo do meio bucal e prevenir

contaminagdo;

- restricdo de regeneragac aos tecidos 0sseos ignorando o cemento e as

fibras;

- incapacidade de definir precisamente os fatores de crescimento e

diferenciagdo necessarios para a regeneragao,;

- infecg@o da membrana ou do material regenerativo no periodo pés-cirlirgico.

O complexo de tecidos periodontais é Unico, pois a regeneragdo dos
componentes dos tecidos duros e moles precisa ser coordenada e integrada, ja que
o novo tecido conjuntivo se insere no cemento e no osso. Por isso, ©
desenvolvimento desses tecidos comegou a ser intensamente estudado com o intuito
de desvendar o caminho ideal para a regenera¢do periodontal. Desta forma, a
abordagem biologica do assunio aponta para novas alternativas de tratamento
baseadas no desenvolvimento e regeneracao do periodonto tendo como enfoque a
biologia celular e molecular. No entanio, o entendimento da integracio dos
componentes necessarios para se manter a forma, a integridade e a fun¢do dos

tecidos ainda n&o foi alcangado.
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A engenharia tecidual seria uma terapia que explora a capacidade regenerativa
das células tronco do periodonto, dispensando a necessidade de recrutamento de
células e aumentando previsibilidade do sucesso. Os diversos estudos in vivo
apresentados no ftrabalho revelam maior controle do processo regenerativo.
Entretanto, ainda é necesséria a realizagdo de estudos clinicos longitudinais para
que se possa mensurar a aplicabilidade e o sucesso destas novas terapias. Por outro
lado, o conhecimento dos processos biolégicos e moleculares estd em visivel

crescimento, e a regeneragao periodontal parece estar cada vez mais previsivel.
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