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RESUMO

Nas ultimas décadas, muitos procedimentos foram realizados para assegurar um
ambiente onde a regeneracdo periodontal pudesse ocorrer, tais como a regeneragao tecidual
guiada, utilizagdo de enxertos 0sseos e derivados da matriz do esmalte. No entanto, estudos
tém demonstrado que estas terapias apresentam baixa previsibilidade de regenerar o
periodonto. A fim de aumentar o potencial e previsibilidade de regeneracdo, a engenharia
tecidual tem sido proposta como uma alternativa para promover as condi¢des necessarias para
regenerar os tecidos periodontais. A engenharia tecidual se baseia em principios de biologia
celular e engenharia de biomateriais, envolvendo basicamente trés elementos-chave: células,
moléculas de sinalizagdo e arcabougos. O conjunto de células obtidas a partir ligamento
periodontal, assim como células isoladas com fenotipo de células mesenquimais
indiferenciadas, tem sido investigado quanto ao potencial em promover a regeneragdo. Os
efeitos das moléculas sinalizadoras sobre estas células e sobre o processo regenerativo
também tém sido avaliados. Além disso, diversos arcaboucgos tém sido estudados com o
objetivo de mimetizar a matriz extracelular, carrear células e liberar tais moléculas
sinalizadoras na forma de proteinas recombinantes ou carrear vetores de maneira controlada, a
fim de propiciar um micro-ambiente mais favoravel a regeneracdo. Abordagens de engenharia
tecidual envolvendo a interacao destes trés elementos tém demonstrado melhores resultados
do que o uso isolado de um deles. Com base nestas abordagens, espera-se o desenvolvimento
de técnicas que estimulem a regeneragdo periodontal, levando a resultados satisfatorios mais

previsiveis.



ABSTRACT

In the past decades, many procedures were performed to ensure an environment
where periodontal regeneration could occur, such as guided tissue regeneration, the use of
bone grafts, and enamel matrix derivative. However, studies have shown that these therapies
present low predictability of periodontal regeneration. In order to increase the regeneration
potential and predictability, tissue engineering has been proposed as an alternative to promote
necessary conditions for regenerating the periodontal tissues. Tissue engineering is based on
principles of cellular biology and biomaterials engineering and basically involves three key-
elements: cells, signaling molecules and scaffolds. The pool of cells obtained from
periodontal ligament, as well as isolated cells presenting mesenchymal stem cells fenotype,
has been investigated for the potential to promote regeneration. The effects of signaling
molecules on these cells and on the regenerative process have also been evaluated. Moreover,
many scaffolds have been studied in order to mimic the extracellular matrix, carry cells and
deliver signaling molecules as recombinant proteins or carry vectors in a controlled manner,
leading to the development of a more favorable microenvironment for regeneration. Tissue
engineering approaches involving the interaction of these three elements have demonstrated
better results than the isolated use of one of them. Based on these approaches, development of
techniques that improve the periodontal regeneration is expected, leading to more predictable

satisfactory outcomes.



1. INTRODUCAO

O periodonto corresponde ao aparato de inser¢do que circunda o dente e ¢
composto por gengiva, cemento, ligamento periodontal e osso alveolar (Benatti et al., 2007,
Elangovan et al., 2009). A periodontite ¢ uma doenca inflamatoria iniciada pelo biofilme
bacteriano, a qual resulta em destrui¢ao da insercdo conjuntiva e de osso alveolar, podendo
levar a perda dentéria (Elangovan et al., 2009). O principal objetivo da terapia periodontal ¢
controlar a inflamagdo induzida pelas bactérias periodontopatogénicas a fim de restabelecer a
satde periodontal, permitindo a preservacdo do dente e do sistema mastigatério como um
todo. Uma vez que o aspecto infeccioso-inflamatorio da doencga esteja controlado, a corre¢ao
de defeitos anatomicos e a regeneracao dos tecidos periodontais perdidos também devem ser

objetivos da terapia periodontal (Elangovan ef al., 2009; Ivanovski, 2009).

Visando regenerar o periodonto, varias técnicas tém sido propostas desde o inicio
dos anos de 1980, tais como regeneragdo tecidual guiada (RTG), utilizacdo de enxertos e
substitutos 0sseos, condicionamento da superficie radicular, uso de proteinas derivadas do
esmalte e fatores de crescimento. Contudo, como o periodonto ¢ uma estrutura bastante
complexa, ndo sendo composto apenas por um tipo tecidual, mas por diversos tecidos
intimamente relacionados, a regeneragdo do periodonto tem se mostrado extremamente
complexa e dificil de ser atingida, com ampla variabilidade dos resultados e baixa
previsibilidade de regeneracdo utilizando-se tais técnicas regenerativas (Aichelmann-Reidy &
Reynolds, 2008; Ivanovski, 2009). Além disso, tais técnicas apresentam indicagdo limitada a

defeitos periodontais infra-6sseos e lesdes de furca Grau II de Miller (Ivanovski, 2009).

Neste contexto, a engenharia tecidual surgiu com o objetivo de aumentar a
previsibilidade de obtengdo de regeneracdo e também de ampliar as indicagdes dos
procedimentos regenerativos por meio da promoc¢do de estimulo e condigdes ideais para a
interacdo entre trés elementos-chave, células, arcabouco e moléculas sinalizadoras (Bartold et
al., 2000). Este trabalho tem por objetivo revisar a literatura acerca dos principios da

engenharia tecidual e sua aplicacdo para a regeneragdo dos tecidos periodontais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Procedimentos propostos para a regeneracio periodontal

Diversos procedimentos foram sugeridos para criar um ambiente favoravel a
regeneracdo dos tecidos periodontais. Inicialmente, o condicionamento da superficie radicular
com agentes desmineralizantes, tais como o acido citrico e o &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), foi proposto com o objetivo de expor as fibras colagenas para favorecer a adesao do
coagulo e a migracao de fibroblastos. Apesar de alguns estudos terem demonstrado a
formagdo de nova insercdo em superficie radicular condicionada (Polson & Proye, 1982),
outros estudos demonstraram que também poderia ocorrer reabsor¢ao radicular e anquilose
(Magnusson et al., 1985). Em uma revisdo sistematica realizada sobre o assunto, ndo se
observou beneficio clinico significante do uso de condicionadores da superficie radicular
(acido citrico, tetraciclina ou EDTA) para a regeneracdo periodontal em pacientes com
periodontite cronica (Mariotti, 2003).

Enxertos e substitutos dsseos também tém sido utilizados em defeitos periodontais
com o objetivo de regenerar o periodonto (Reynolds et al.,, 2003). Eles podem ser
classificados em enxertos autogenos (retirados do mesmo individuo), enxertos aldégenos
(retirado de outro individuo da mesma espécie), enxertos xenogenos (obtidos de animal de
outra espécie) e materiais aloplasticos (materiais sintéticos). Apesar de estes materiais
resultarem em melhoria dos pardmetros clinicos avaliados, tais como redu¢do da profundidade
de sondagem e ganho de inser¢do clinica, comparados com o debridamento a retalho, a
avaliacdo histologica de tais defeitos preenchidos com enxertos nem sempre demonstram
regeneragdao periodontal, mas apresentam a formacdo de epitélio juncional longo entre o

enxerto e a superficie radicular (Moskow et al., 1979).

Baseado no conceito de que as células do ligamento periodontal possuem
potencial para formar nova inser¢do conjuntiva e que a migragao apical das células epiteliais
compromete este potencial (Melcher, 1976), a utilizagdo de uma membrana que servisse como
barreira para o tecido epitelial e conjuntivo gengival migrar para a superficie da raiz,
favorecendo a colonizagdo da ferida por células do ligamento periodontal foi proposta e a
técnica foi posteriormente denominada regeneracdo tecidual guiada (RTG) (Nyman et al.,
1982a), tendo o primeiro relato em humanos ocorrido em 1982 (Nyman et al, 1982b).
Contudo, mesmo com a comprovagao histoloégica da possibilidade de regeneragdo do

periodonto pela utilizag@o de barreiras oclusivas na técnica de RTG, o resultado clinico parece
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ser imprevisivel e de pequena magnitude, provavelmente pela dificuldade de se selar
completamente a 4rea da ferida e pela infeccdo pods-operatéria (Bartold et al, 2000;
Elangovan et al., 2009). Apesar da RTG ndo ter alcancado os resultados clinicos e
previsibilidade esperados, ela estimulou a investigacdo para o desenvolvimento de técnicas
baseadas em maior fundamentagao bioldgica.

Neste sentido, a investigacdo dos fendmenos ocorridos durante a formagao do
orgao dentario levou a proposi¢ao da utilizacdo de proteinas derivadas da matriz do esmalte
(EMD), comercializado como Emdogain® (Straumann, Waltham, MA, EUA), que
mimetizariam os fendmenos ocorridos durante a formac¢do do cemento na embriogénese,
estimulando a diferenciacdo das células mesenquimais do ligamento periodontal em
cementoblastos, que, por sua vez, produziriam uma nova camada de cemento sobre superficie
radicular previamente exposta a doenca (Hammarstrom, 1997). Um estudo de metanélise
relatou que defeitos periodontais infra-6sseos demonstraram ganho de insercdo e redugdo da
profundidade de sondagem estatisticamente significante com o uso de EMD em comparagao
com o debridamento cirtirgico e que ndo foram observadas diferencas em tais parametros
clinicos quando se comparam os sitios tratados com EMD ou RTG (Esposito et al., 2005).
Entretanto, da mesma forma que a RTG, o uso de EMD também apresenta resultados com
grande variabilidade, o que leva a técnica a ser considerada pouco previsivel (Ivanovski,
2009).

Também com base nos fendmenos bioldgicos de cicatrizacdo, a utilizagdo de
fatores de crescimento, tais como proteina déssea morfogenética (BMP) e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), tem sido proposta para estimular a regeneracdo de osso e do
periodonto. Atualmente, o PDGF recombinante humano (thPDGF) em associagdo com
enxerto de B-tricalcio-fosfato foi aprovado pela “Food and Drug Administration” (FDA) nos
Estados Unidos da América para a utilizagdo em defeitos periodontais infra-6sseos e de furca
(Lynch et al., 2006), enquanto o BMP-2 recombinante humano (thBMP-2) em associagdo
com esponja de colageno foi aprovado pela mesma instituigdo como um alternativa ao enxerto
autdogeno para elevacdo de seio maxilar e para aumento de processo alveolar em defeito

associados a extragdes (Mckay et al., 2007).

Apesar de melhorias em parametros clinicos, como redu¢do da profundidade de
sondagem e ganho de insercdo clinica, terem sido observadas com a utilizagdo de alguns dos
procedimentos regenerativos citados anteriormente, a previsibilidade dos resultados ainda nado

pode ser considerada satisfatoria e a indicacdo destes procedimentos ainda ¢ limitada a
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defeitos infra-6sseos ¢ lesoes de furca Grau II de Miller (Ivanovski, 2009). Além disso, a
avaliacdo histologica destes procedimentos regenerativos muitas vezes demonstra que
somente a por¢ao apical do defeito é regenerada de fato, isto ¢, apresenta formagdo de novo
cemento, novo osso e fibras perpendicularmente inseridas nestes dois tecidos. Neste contexto,
a engenharia tecidual tem sido investigada como uma alternativa para aumentar o potencial de
regenerac¢do do periodonto ao longo de toda a superficie radicular, melhorar a previsibilidade
dos resultados clinicos e expandir as indicagdes dos procedimentos regenerativos para

defeitos mais criticos, tais como os defeitos supra-dsseos e lesoes de furca Grau III de Miller.

2.2. Engenharia tecidual

A engenharia tecidual € um crescente campo da ciéncia baseado em principios de
biologia celular e engenharia de biomateriais, que tem como objetivo o provimento de
ambiente favordvel a regeneracdo dos tecidos ou 6rgdos lesados (Bartold et al., 2006). Os trés
componentes basicos da engenharia tecidual sdo células, arcabouco e moléculas sinalizadoras
(Nakahara, 2006). Baseado nestes trés elementos-chave da engenharia tecidual, tanto
abordagens in vitro como in vivo visando propiciar condigdes favoraveis para a regeneragcao
periodontal tém sido investigadas. A abordagem in vitro consiste na produgdo do tecido em
laboratdrio (cultivo celular) e subsequente implantacao do tecido formado no organismo onde
o mesmo foi perdido. A formacdo de tecido em cultivo estatico, contudo, ¢ dificultada pela
auséncia de sistema circulatério que permita a nutri¢ao ao longo de todo o volume de tecido e
remog¢ao dos metabolitos. Neste sentido, métodos de cultura dinAmicos tém sido investigados
para permitir maior fluxo de nutrientes no interior do arcabougo (Sikavitsas et al., 2002;
Botchwey et al.,, 2003; Jin et al, 2003b) e demonstraram acelerar a proliferagdo e
diferenciagdo celular de osteoblastos, assim como aumentar a mineralizagao nos arcabougos
(Sikavitsas et al., 2002). J4 a abordagem in vivo consiste na implantacdo de arcaboucos
combinados com biomoléculas e/ou células no defeito a ser regenerado. A seguir, cada um
dos elementos-chave serd abordado isoladamente e seguidos por uma revisao de estudos que
avaliaram a combinacdo destes elementos a fim de criar ambiente favoravel a regeneragao

periodontal.

2.2.1. Células

De acordo com o estudo de Melcher (1976), sabe-se que o tipo celular que povoa

a ferida cirurgica periodontal durante os estagios iniciais de cicatrizagdo € critico para
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determinar se reparo ou regeneragdo ird ocorrer. Neste sentido, uma das propostas da
engenharia tecidual ¢ a implantag@o de células com potencial para regenerar o defeito a fim de
superar a necessidade de recrutamento celular, acelerando o processo regenerativo (Murphy &

Mooney, 1999; Lin et al., 2008).

A remocao do ligamento periodontal do ter¢o médio da raiz de dentes saudaveis
extraidos por razdes ortodonticas ¢ a fonte mais comumente utilizada para obtencdo de células
do ligamento periodontal em experimentos in vitro e in vivo para a engenharia tecidual
periodontal. As células obtidas do ligamento periodontal (PDLCs) ndo representam uma
populacdo homogénea, apresentando subtipos celulares relacionados com a formacdo do
periodonto de inser¢do (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar) (Ivanovski et al.,
2006). Esta complexidade celular levou a especulagdao de que o ligamento periodontal também
possuiria células progenitoras que dariam origem as diversas subpopulagdes celulares do
ligamento periodontal, o que foi posteriormente comprovado por Seo et al. (2004). Neste
estudo, os autores demonstraram que o ligamento periodontal de dentes permanentes contém
uma peculiar populagdo de células indiferenciadas (PDLSCs) (células-tronco), as quais
apresentaram marcagdo positiva para STRO-1 e CD-146, marcadores relacionados a células
indiferenciadas, e alta expressdo de scleraxis, um fator de transcricdo especificamente
expresso em células do tenddo, além de apresentarem capacidade de se diferenciar em células

com fenotipo de cementoblastos e adipocitos in vitro.

Mais recentemente, células indiferenciadas também foram isoladas do ligamento
periodontal de dentes deciduos e demonstraram apresentar maior taxa proliferativa e maior
expressao de genes adipogénicos que as cé€lulas indiferenciadas do ligamento periodontal de
dentes permanentes, sendo que ambas as populagdes demonstraram capacidade de se
diferenciar em linhagens adipogénicas e osteogénicas/cementogénicas (Silverio et al., 2010).

Devido a complexidade de tecidos presentes no periodonto, a utilizagdo de células
mesenquimais indiferenciadas para a terapia celular, ou seja, inoculagdo de células na area a
ser regenerada, parece ser uma alternativa muito interessante, uma vez que as mesmas sao
auto-renovaveis, apresentam alta proliferagdo e capacidade de se diferenciar em diversos tipos
celulares (Arosarena, 2005; Nagatomo et al., 2006; Gay et al., 2007; Lin et al., 2008;
Elangovan et al., 2009; Silverio et al., 2010). Neste sentido, Yamada et al. (2006) relataram
um caso onde defeitos periodontais angulares foram acessados cirurgicamente, as raizes
foram raspadas ¢ alisadas e o defeito foi preenchido com células tronco mesenquimais da

medula dssea da crista iliaca em associagdo com plasma rico em plaquetas. Em avaliagdo um



14

ano apoés a cirurgia, observou-se redu¢do de 4 mm na profundidade de sondagem e ganho
também de 4 mm na inser¢do clinica, redu¢do da profundidade do defeito radiograficamente,

além do desaparecimento da mobilidade dental e do sangramento.

Alternativamente, o recrutamento de células dos tecidos periodontais
remanescentes no local da ferida também tem sido proposto como uma nova estratégia de
engenharia tecidual a fim de evitar a necessidade de cultivo celular ex vivo, o que poderia
tornar a técnica menos dispendiosa e mais viavel para ser aplicada por clinicos, uma vez que
requereria menor infra-estrutura e treinamento técnico (Chen et al, 2010). Para que tal
recrutamento celular possa ocorrer, ¢ essencial que moléculas sinalizadoras e carreadores
apropriados sejam disponibilizados na area da ferida para que as condicOes ideais de
migracao, adesdo e diferenciagdo celular possam ocorrer a fim de regenerar os tecidos

perdidos.

2.2.2. Arcabouco

O arcabouco desenvolvido para engenharia tecidual deve apresentar estrutura
tridimensional (3D) a fim de mimetizar a matriz extracelular (MEC) do tecido previamente
perdido (Bartold et al., 2000), além de outras caracteristicas que favorecam a regeneracao
tecidual, tais como: deve ser fabricado com material biocompativel, livre de doencas
transmissiveis (Bartold et al., 2006; Hutmacher & Cool, 2007); deve ter poros maiores que
100pm, permitindo a adesdo e migracao celular em sua superficie (Van Eeden & Ripamonti,
1994; Shors, 1999; Hutmacher, 2001; Bartold ef al., 2006; Hutmacher & Cool, 2007; Zhang
et al., 2007c; Scheller et al., 2009; Wu et al., 2009) e difusdo de nutrientes e metabodlitos
(Murphy & Mooney, 1999); deve ser suficientemente robusto para evitar o colapso dos
tecidos sobrejacentes no defeito (Bartold ef al., 2000; Shea et al., 2000; Hutmacher, 2001;
Bartold et al., 2006; Hutmacher & Cool, 2007; Kao et al., 2009; Scheller et al., 2009); deve
ser biodegradavel e sua velocidade de degradagdo deve ser compativel com a formagdo do
tecido regenerado (Bartold ef al., 2000; Shea et al., 2000; Bartold et al., 2006; Hutmacher &
Cool, 2007; Zhang et al., 2007c; Um et al., 2008; Scheller et al., 2009; Chen & Jin, 2010).
Além de servir como estrutura tridimensional para a adesdo e proliferagdo celular e
sustentacdo tecidual, outra funcdo que tem sido investigada para o arcabougo € que este sirva
de carreador para moléculas sinalizadoras ¢ que possa libera-las de forma temporal e

espacialmente controlada (Bartold et al., 2000; Kao et al., 2009; Scheller et al., 2009).
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Muitos materiais tém sido estudados para a fabrica¢do de arcabougos que atendam
propriedades anteriormente descritas, podendo ser classificados basicamente em trés

categorias: ceramicas, polimeros e compositos (Frohlich et al., 2008).

As ceramicas podem ser tanto de origem natural, como as derivadas de coral
(Shors, 1999), quanto sintéticas, como a hidroxiapatita (HA) e o P-tricalciofosfato (B-TCP)
(Frank et al., 1991; Oi et al., 2009). As ceramicas apresentam composi¢cdo mineral similar a
dos tecidos duros humanos, permitindo a formacao Ossea sobre sua superficie, contudo,
também sdo rigidas e quebradicas (Um et al., 2008; Chesnutt et al., 2009).

Os polimeros também podem ser de origem natural ou sintética. Os polimeros
naturais sao obtidos a partir de elementos da MEC, como colageno (Yang et al., 2004; Kao et
al., 2009; Scheller et al., 2009) e quitosana (Bartold et al., 2006; Zhang et al., 2007b; Peng et
al., 2009). Devido os polimeros naturais serem derivados de individuos ou animais, ha um
risco, mesmo que minimo, de transmissdo de doencas e reagcdo imune (Yang et al., 2004; Kao
et al., 2009; Yanagida et al., 2009) e, desta forma, tem-se proposto a producdo de colagenos
com a remog¢ao dos seus telopeptideos terminais antigénicos ou a sintese de colageno pela
tecnologia recombinante (Yang et al., 2004; Kao et al., 2009; Scheller et al., 2009). Ja os
polimeros sintéticos sdo fabricados principalmente a partir de a-hidréxi-acidos, tais como a
poli-([I-caprolactone) (PCL), poli-(acido glicolico) (PGA), poli-(acido latico) (PLA), e
copolimeros de poli-(a4cido latico co-glicélico) (PLGA) (Buurma et al., 1999; Jin et al.,
2003b; Barbanti et al., 2004; Bartold et al., 2006; Chou et al., 2006; Gercek et al., 2008). Os
polimeros sintéticos apresentam certas vantagens, como a possibilidade de controle da forma,
porosidade e pureza durante a fabricacao (Shea et al., 2000; Benatti ef al., 2007; Chen et al.,
2009b; Chen & Jin, 2010). Contudo, certas desvantagens, como hidrofobicidade, também tém

sido relatadas com relacdo a tais polimeros (Chen et al., 2009b; Yanagida ef al., 2009).

Os compositos sdo arcaboucgos desenvolvidos a partir da jungcdo de materiais
ceramicos com os materiais poliméricos, tais como compositos de coral/quitosana (Zhang et
al., 2007b), HA/quitosana (Zhang et al., 2007c; Chesnutt et al., 2009), nano-HA/coldgeno
(Cunniffe et al., 2010), B-TCP/quitosana (Liao et al., 2010) e HA/PLA (Yanagida et al.,
2009). Estes compositos tém demonstrado melhores propriedades biologicas e mecanicas
quando comparados com os arcaboucos fabricados apenas com cerdmica ou polimeros
isoladamente (Zhang et al., 2007c; Chesnutt et al., 2009; Yanagida et al., 2009; Cunniffe et
al., 2010; Liao et al., 2010). Os compdsitos de HA/quitosana apresentaram maior rugosidade

e area, maior flexibilidade, maior proliferacdo de osteoblastos in vitro (Chesnutt et al., 2009),
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além de maior expressdo de ALP e colageno tipo I por PDLCs humano (Zhang et al., 2007¢)
quando comparados a arcaboucos de quitosana. J& os compositos de B-TCP/quitosana
exibiram maior proliferacio de PDLCs humano, assim como maior expressao de genes da
BSP e proteina de adesdo cementaria (CAP) in vitro, além de maior expressdao de ALP e
osteopontina (OPN) in vivo quando comparados com os arcaboucos de quitosana (Liao et al.,
2010). Enquanto os compositos de HA/PLA demonstraram maior adesdo de fibroblastos da
linhagem 1929 in vitro e menor reagdo inflamatoria apds implantagdo subcutanea em ratos
quando comparados com arcabougos de PLA (Yanagida et al., 2009). Compositos de nano-
HA/colageno apresentaram moédulo de compressio aumentado, com manutencdo da

porosidade, comparados com o arcabougo de colageno (Cunniffe et al., 2010).

2.2.3. Moléculas sinalizadoras

O processo de formacdo do periodonto ¢ orquestrado por um grande niimero de
moléculas sinalizadoras. Com o objetivo de mimetizar este processo e induzir a regeneracao,
diversos fatores de crescimento, como PDGF (Nevins et al., 2003), fator de crescimento de
fibroblasto (FGF) (Oi et al., 2009), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (Palioto
et al., 2004), fator de crescimento transformante B (TGF- B) (Ripamonti et al., 2009) e BMP
(King, 2001), tém sido estudados quanto aos seus efeitos sobre as células do ligamento

periodontal.

O PDGF ¢ um pontente mitogénico para células de origem mesenquimal,
incluindo fibroblastos (Dereka et al., 2006), podendo apresentar-se em quarto isoformas:
PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C e PDGF-D, os quais se combinam para formar homodimeros,
como o PDGF-AA ou PDGF-BB, ou ainda heterodimeros, como o PDGF-AB (Dereka ef al.,
2006; Lee et al., 2010). Em um estudo in vitro comparando-se os trés dimeros, o PDGF-BB
demonstrou produzir maior estimulo quimiotatico e mitogénico as células do ligamento
periodontal (Boyan ef al., 1994).

O FGF ¢ considerado mitogenico e quimiotitico, além de ser um fator
angiogénico (Dereka et al., 2006; Kitamura et al., 2008; Kitamura et al., 2010; Lee et al.,
2010). O FGF-2, também denominado de FGF béasico (bFGF), demonstrou aumentar a
proliferacdo de células do ligamento periodontal humano in vitro ao mesmo tempo em que
inibiu a atividade da fosfatase alcalina (ALP) e forma¢ao de ndédulos minerais (Murakami et
al., 1999). O FGF-2 também demonstrou aumentar a expressao génica de colageno tipo I e III

e inibir a mineralizacdo in vitro em células progenitoras do ligamento periodontal (Dangaria
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et al., 2009). Em estudo clinico controlado aleatorizado, o uso de FGF-2 em concentragdes de
0.03, 0.1 e 0.3% carreado em uma matriz de hidroxi-propil-celulose (HPC) foi avaliado em
defeitos periodontais verticais de duas ou trés paredes, e observou-se que, apds 36 meses, a
porcentagem de ganho de altura de osso alveolar foi significante no grupo de HPC contendo
0.3% de FGF-2 comparando-se com o grupo controle (somente carreador de HPC sem FGF-
2) (Kitamura et al., 2008). Estes dados foram confirmados posteriormente por um estudo

multicéntrico realizados pelo mesmo grupo de pesquisadores (Kitamura et al., 2010).

O IGF participa da organogénese e crescimento durante a embriogénse (Lee ef al.,
2010), assim como estimula proliferacdo de células fibrobasticas (Dereka et al., 2006). O
IGF-1 demonstrou estimular a proliferacdo de cementoblastos in vitro e a expressao do gene
da sialoproteina 6ssea (BSP) nestas células apos 72 horas (Saygin et al., 2000). O IGF-1
demonstrou também estimular a proliferagdo de fibroblastos do ligamento periodontal, mas
ndo afetou na adesdo, migracdo e expressao de coldgeno tipo I nestas células (Palioto ef al.,
2004), o que sugere que o IGF tem efeito limitado na regeneracao periodontal (Dereka et al.,

2006; Lee et al., 2010).

O TGF-B demonstrou estimular a produ¢do de matriz extracelular e age como
quimiotatico para células osseas (Dereka et al., 2006), fibroblastos gengivais e do ligamento
periodontal (Nishimura & Terranova, 1996). O TGF- B1 demonstrou aumentar adesao celular

dos fibroblastos do ligamento periodontal humano in vitro (Rodrigues et al., 2007).

Ainda dentro da superfamilia do TGF-, a BMP tem recebido especial atengao,
devido seu potencial em estimular células progenitoras a se diferenciarem em células de
linhagem osteoblastica (King, 2001), tendo papel essencial na formagdo, manutengdo e reparo
do tecido 6sseo, além da estimulagdo da formacao de novo cemento (Talwar et al., 2001; Lee
et al., 2010). Diversos tipos de BMP ja foram identificados e avaliados quanto ao potencial
para a regeneragdo Ossea e periodontal, especialmente a BMP-2 (Wikesjo et al., 1999; Talwar

et al.,2001; Saito et al., 2003) e BMP-7 (Jin et al., 2003a).

2.2.4. Interacao entre os elementos da engenharia tecidual
A interagdo entre os elementos da engenharia tecidual é essencial para a criagdo
de ambiente favoravel para que a regeneragdo possa ocorrer. Diversos estudos tém sido
realizados com o objetivo de avaliar qual o efeito da combinacdo destes fatores na formacao

dos tecidos periodontais, tanto em animais experimentais como em estudos em humanos.
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Para a aplicacdo da terapia celular, diversos estudos tém investigado a capacidade
de células obtidas de ligamento periodontal, cultivadas e carreadas em arcabougos, na
regeneragdao do periodonto in vivo (Nakahara et al., 2004; Liu et al., 2008; Ishikawa et al.,
2009; Lin et al., 2009; Feng et al., 2010). Nakahara et al. (2004) produziram defeitos tipo
fenestracdo em caes beagle e avaliaram o potencial de células derivadas do ligamento
periodontal carreadas em arcabouco de coldgeno na regeneragdo dos tecidos periodontais
nestes defeitos. Os autores observaram que, nos sitios onde o arcabouco de colageno
associado as células foi implantado, houve forma¢do uniforme de cemento ao longo da
superficie radicular, enquanto nos sitios controle (sem arcabougo nem célula), a formagao de
cemento limitou-se a porcdo apical do defeito.

J4 o potencial de células indiferenciadas do ligamento periodontal em regenerar
defeitos periodontais experimentais em mini-pigs foi avaliado por Liu ef al. (2008). Neste
estudo, defeitos periodontais foram criados em porcos e aleatoriamente divididos em trés
grupos: controle (defeitos sem tratamento); HA/TCP (defeitos submetidos a cirurgia a retalho,
implantacdo de arcabougo de hidroxiapatita e tricalciofosfato e membrana de gelatina); e
PDLSC (defeitos submetidos a cirurgia a retalho, implantacdo de arcabouco de hidroxiapatita
e tricalciofosfato contendo células indiferenciadas e membrana de gelatina). Doze semanas
apos as cirurgias, os porcos foram avaliados clinicamente e, em seguida, sacrificados para que
espécimes fossem submetidos a avaliacdo histologica. Clinicamente, observou-se melhoria
dos parametros como profundidade de sondagem e nivel de inser¢do clinica do grupo PDLSC
em relacdo aos demais grupos; histologicamente, observou-se no grupo PDLSC a formagao de
novo cemento e o0sso alveolar e formacgao de fibras de Sharpey ancoradas, sendo que a altura

de osso alveolar formada foi significativamente maior no grupo PDLSC do que nos demais.

Zhao et al. (2004) avaliaram o potencial de cementoblastos e de células do
foliculo dental carreados em arcabougo sintético de PLGA em regenerar os tecidos
periodontais em ratos. Estes autores observaram que, nos defeitos onde cementoblastos foram
carreados em PGLA, houve maior preenchimento do defeito com tecido mineralizado do que
no grupo controle (defeito preenchido apenas com PGLA) e grupo onde células do foliculo
dental foram carreadas em PGLA. Contudo, observou-se também a formagdo de tumor na
porcao superficial dos defeitos onde os cementoblastos foram implantados, sendo o ocorrido

relacionado ao fato de que estes cementoblastos eram imortalizados.

Suaid et al. (2011) avaliaram o potencial de células derivados do ligamento

periodontal carreadas em arcabouco de coldgeno e associadas com técnica de RTG em
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regenerar lesdes de furca grau Il em caes beagle. Os autores observaram que no local onde as
células foram implantadas, houve maior extensdo de cemento e regenera¢do periodontal,
assim como maior area de novo osso formado, enquanto nos sitios onde as células ndo foram
implantadas houve maior cicatrizagdo por tecido epitelial/conjuntivo e menor area de

formacao Ossea de forma estatisticamente significativa.

Em estudo clinico, Feng et al. (2010) relataram a capacidade de células do
ligamento periodontal humano em melhorar parametros clinicos de profundidade de
sondagem, recessao gengival e nivel clinico de inser¢do. Os autores obtiveram células a partir
do ligamento periodontal de terceiros molares de trés pacientes voluntarios, as cultivaram in
vitro, semearam em um arcabouco de hidroxiapatita/tricalciofosfato (HA/TCP) e implantaram
o conjunto das células autdlogas juntamente com o arcabougo em defeitos periodontais destes
pacientes. Os pacientes apresentaram melhoria nos parametros clinicos avaliados, como
reducdo da profundidade de sondagem e ganho de insercdo, durante o periodo de avaliacao

que variou entre 32 a 72 meses.

A incorporagdo de fatores de crescimento nos arcabougos para serem libertados de
maneira controlada durante a biodegradagdo do arcabouco também tem sido investigada
(Talwar et al., 2001; Nakahara et al., 2003; Chen et al., 2009a), devido ao fato de os fatores
de crescimento apresentar meia-vida curta e a pobre retencdo na ferida quando aplicados
diretamente, fazendo com que seus efeitos para a regeneracao dos tecidos sejam minimizados,
levando a resultados imprevisiveis (Taba et al., 2005; Zhang et al., 2007a). No estudo de
Nakahara et al. (2003), defeitos periodontais de trés paredes foram confeccionados em
caninos de cdes beagle para avaliar o potencial regenerativo de uma esponja de colageno com
micro-esferas de gelatina contendo 100 pg de FGF-2. Apds 4 semanas, observou-se que, nos
defeitos tratados com esponja de coldgeno contendo micro-esferas com FGF-2, houve
formacao de cemento com fibras colagenas perpendicularmente inseridas, enquanto que nos
defeitos tratados com esponja de coldgeno e micro-esferas sem FGF-2, ndo houve formagao
de cemento e a formagao de osso foi limita as margens do defeito dsseo. O FGF-2 também foi
avaliado em combinagdo com o B-TCP na regeneracdo de defeitos periodontais de uma parede
em caes beagles, sendo demonstrado, por meio de avaliagdo histoloégica 6 semanas apos a
aplicagdo dos matérias, que nos defeitos preenchidos com FGF-2 em combinag¢do com o -
TCP, a extensdo de ligamento periodontal e cemento regenerado, assim como a altura e area
de novo osso formado, foi significativamente maior do que nos defeitos preenchidos apenas

com B-TCP, sem FGF-2 (Anzai et al., 2010).
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A BMP-2 recombinante humana (rhBMP-2) em concentragdes de 0.05, 0.1 ¢ 0.2
mg/mL implantada em de esponja de coldgeno foi avaliada quanto ao seu potencial em
regenerar 0sso alveolar e cemento, assim como em causar reabsorcao radicular e anquilose em
defeitos periodontais criticos supra-alveolares em cades por Wikesjo et al. (1999). Neste
estudo, ap6s 8 semanas, observou-se histologicamente que, nos defeitos que receberam
rhBMP-2 a 0,05, 0,1 e 0,2 mg/mL, houve regeneragdo 6ssea do defeito em 86%, 96% e 88%
da altura do defeito, respectivamente, e regeneracao de cemento compreendendo 6%, 8% e
6% da altura do defeito, respectivamente; ja nos defeitos tratados sem rhBMP-2, a
regeneragdo de osso e cemento, quando presente, foi limitada. Entretanto, também se
observou reabsor¢do radicular e anquilose na maioria dos sitios tratados com esponja de

colageno contendo rhBMP-2.

Sigursson et al. (1996) avaliaram varios tipos de carreadores para a thBMP-2, tais
como matriz dssea mineralizada alégena e xendgena, esponja de coldgeno absorvivel,
microparticulas e granulos poliméricos, em defeitos periodontais criticos em cades e
observaram que o tipo de carreador pode influenciar tanto a capacidade de formagdo Ossea
como a na formacdo de cemento e presenga de anquilose, sendo os melhores resultados

associados a matriz dssea mineralizada aldgena e xenogena.

Além disso, Talwar et al. (2001) demonstraram que a velocidade de liberagdao do
fator de crescimento a partir do carreador pode influenciar sobre o tipo de regeneracdo
periodontal. Neste estudo, arcaboucos de gelatina com diferentes ligagdes cruzadas, que
permitiam diferentes velocidades de liberacdo de BMP-2, foram implantados em defeitos de
fenestracao em ratos e observou-se que a cinética de liberacdo pode ter importante efeito na
regeneragdo periodontal, com maior formacdo de osso quando a BMP-2 foi liberada

rapidamente e maior formacdo de cemento quando a mesma foi liberada lentamente.

A liberagdo de dois fatores de crescimento a partir de um arcabougo também ja foi
investigada, onde se observou que BMP-2 e IGF-1 liberadas de forma independente a partir
de micro-particulas incorporadas a um arcabou¢o demonstram aumentar a adesdo celular,
proliferacdo e diferenciagdo osteoblasticas de fibroblastos do ligamento periodontal humano

de forma sinérgica em cultura dinamica (Chen ef al., 2009a).

Outra abordagem para superar a meia-vida curta dos fatores de crescimento € por
meio da terapia génica, a qual se baseia na incorporagdo do gene do fator de crescimento na
célula para que esta entdo passe a produzir o fator desejado (Taba et al., 2005; Zhang et al.,

2006; Zhang et al., 2007b; Kao et al., 2009; Peng et al., 2009).
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A introducdo do gene no interior da célula pode ser feita por vetores virais
(transdugdo) e ndo-virais (transfeccdo) (Nakahara, 2006). Os vetores virais sdo 0s mais
comumente utilizados e apresentam alta eficiéncia de transdugdo, mas podem apresentar
efeitos colaterais tais como exacerbada resposta imunologica (Arosarena, 2005; Elangovan et
al., 2009). Na abordagem ndo-viral, plasmideos sdo incorporados em microparticulas ou
lipossomos, e, apesar menor eficiéncia, tem a vantagem de ter menor custo e menor risco de
mutagénese (Zhang et al., 2007b; Elangovan et al., 2009). Em estudo buscando-se comparar
vetores virais e nao-virais para o gene TGF-B1 incorporados em arcabougos, observou-se que,
no grupo de arcabougos de contendo vetor viral, houve maior proliferacdo de células do
ligamento periodontal humano e expressdo de colageno tipo I e Il in vitro, além de maior
marcac¢ao imunohistoquimica para TGF-B1 nos arcabougos com vetores virais apds 2 semana

de implantagdo subcutanea em camundongos (Zhang et al., 2006).

A incorporagdo do gene na célula pode ser feita tanto in vivo quanto in vitro. Na
incorporagdo in vivo, o vetor ¢ diretamente implantado na area da ferida, permitindo a
transfeccdo/transdugdo (Nakahara, 2006) das células localmente (Arosarena, 2005; Taba et
al., 2005; Kao et al., 2009; Peng et al., 2009). Na incorporacao in vitro, células sdo cultivadas
e transfectadas/transduzidas em laboratério e, em seguida, implantadas na area a ser
regenerada (Murphy & Mooney, 1999; Taba et al., 2005; Nakahara, 2006; Peng et al., 2009),
o que parece reduzir o espalhamento dos vetores para outros tecidos (Arosarena, 2005) e
evitar a intensa resposta imune como aquela causada pela implantacdo direta de adenovirus in

vivo (Zhang et al., 2006; Zhang et al., 2007b).

Estudos avaliando arcaboucos de coral (Zhang ef al., 2007b) ou colageno (Peng et
al.,, 2009) contendo plasmideos codificantes de PDGF encapsulados em quitosana
demonstraram que células do ligamento periodontal transfectadas in vitro apresentaram maior
proliferagao e expressao de PDGF in vitro do que as células cultivadas nos arcabougos sem
vetores.

A terapia génica utilizando-se de adenovirus codificando PDGF-B, carreados em
arcabougo de colageno, para transdug¢do in vivo também tem demonstrado aumentar a
formagao de osso e de cemento quando aplicada em defeitos alveolares adjacente a dente em
ratos (Jin et al., 2004) sem causar alteragdes hematologicas ou sistémicas significativas nos
animais avaliados (Chang et al., 2009).

Adenovirus também foram utilizados para transducdo fibroblastos in vitro para

produzir BMP-7 e, em seguida, as células transduzidas foram carreadas em arcabougo de
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gelatina para defeitos periodontais criando em ratos (Jin et al., 2003a). Apds 35 dias da
implantacdo das células transduzidas, os animais foram sacrificados e observou-se que os
defeitos tratados com células transduzidas com o gene da BMP-7 apresentavam maior

formacao de osso e cemento que os defeitos com células nao transduzidas.

A expressdao de duas moléculas sinalizadoras (BMP-7 e IGF-1) por células do
ligamento periodontal humano transduzidas por adenovirus in vitro ja foi investigada e
demonstrou atuar sinergicamente aumentando a atividade de ALP e a expressao de colageno
tipo I e do Runx2, o qual ¢ um fator de transcrigdo primario para diferenciacdo osteoblastica,
além de promover maior formagdo de estrutura semelhante a osso nos arcabougos de
quitosana/colageno contendo células transduzidas com as duas moléculas do que nos
arcaboucos com células transdusidas apenas com BMP-7 quando implantados

subcutaneamente em camundongos (Yang ef al., 2010).
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3. DISCUSSAO

A determinacao dos elementos ideais na engenharia tecidual para proporcionar um
ambiente Otimo para a regeneragdo periodontal significativa e previsivel tem se mostrado
bastante complexa, uma vez que, mesmo dentro de cada um dos elementos-chaves da
engenharia tecidual, diversas variaveis devem ser levadas em consideracdo, tais como tipo
celular, material e arquitetura do arcabougo, moléculas sinalizadoras, sua concentracdo e
forma de liberagdo, entre outros, o que leva a necessidade investigacao destes diversos fatores
que podem influenciar no processo regenerativo.

Dentre os elementos da engenharia tecidual, aquele que ¢ investigado hd mais
tempo sdo os arcabougos, pois diversos biomateriais ja foram avaliados como candidatos a
substitutos 6sseos. Contudo, como abordado anteriormente, os arcaboucos destinados a
engenharia tecidual devem permitir mais do que a simples manuten¢do do espago na ferida
cirtrgica, devendo apresentar, além propriedades biomecanicas, propriedades como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ¢ at¢ mesmo permitir a liberagdo de moléculas
sinalizadoras, a fim de estimular o processo regenerativo. Neste sentido, os estudos
demonstram que os arcaboucos fabricados pela combinagdo de materiais, também chamados
de compositos, tém demonstrado superioridade tanto nas propriedades mecanicas (Chesnutt et
al., 2009; Cunniffe et al., 2010), quanto biologicas (Zhang et al., 2007¢c; Chesnutt ef al., 2009;
Yanagida et al., 2009; Liao et al., 2010), em comparacdo aos arcaboucos fabricados apenas

com um tipo de material.

Como o processo de cicatrizacdo da ferida ¢ orquestrado por diversos fatores de
crescimento, o efeito combinado de moléculas sinalizadoras tem sido investigado a fim de
potencializar o estimulo a regeneragdo. Neste sentido, algumas combinagdes de moléculas
sinalizadoras demonstraram ter efeito sinérgico sobre as células do ligamento periodontal,
favorecendo a expressdao de fenotipo osteoblastico, como foi observado por Yang et al.
(2010), ao avaliarem o efeito de células transfectadas para a co-expressdao de BMP-7 e IGF-1,
e no estudo de Chen et al. (2009a), onde se observou a BMP-2 e IGF-1 liberadas de forma a
partir de micro-particulas incorporadas a um arcabougo. Contudo, observou-se também que
nem todas as combinacdes de moléculas sinalizadoras agem de forma sinérgica, como
relatado pelo estudo de Rodrigues ef al. (2007), onde se observou que TGF-B1 aumentou a
adesdo das células do ligamento periodontal enquanto a EMD aumentou a proliferacao,
migragcdo celular e sintese de proteinas totais, mas a sua combinagdo ndo influenciou

positivamente as células em comparagao ao uso isolado de cada uma delas.
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Para que e a regeneracdo dos diversos tecidos que compreendem o periodonto
possa ocorrer, € necessario que um microambiente favoravel seja estabelecido através da
presenca de células apropriadas que interajam com a matriz extracelular e as moléculas
sinalizadoras, a fim de que a diferenciagao tecidual seja dirigida de forma controlada. Diante
disto, a combinacdo dos elementos-chave da engenharia tecidual tem demonstrado melhores
resultados do que o efeito destes elementos isoladamente, como demonstrados pelos estudos
comparando o efeito do arcabougo isoladamente versus o efeito da associacao de células com
arcaboucos (Zhao et al., 2004; Liu et al., 2008) ou o efeito do arcabouco isoladamente versus
o efeito de moléculas sinalizadoras associadas com arcaboucgos (Wikesjo et al., 1999;
Nakahara et al., 2003; Kitamura et al., 2008; Anzai et al., 2010; Kitamura et al., 2010); assim
como a utilizacdo de terapia génica para a produgdo de moléculas sinalizadoras pelas células
transfectadas tem demonstrado melhores resultados do que quando a terapia génica nao ¢

aplicada (Jin et al., 2003a; Jin ef al., 2004; Zhang et al., 2007b; Peng et al., 2009).
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4. CONCLUSAO

Diversas pesquisas tém sido realizadas em busca de fatores que estimulem a
regeneragao do periodonto, tendo-se observado resultados promissores pela utilizagdo de
técnicas baseadas na engenharia tecidual. A combinacdo entre os elementos da engenharia
tecidual, ou seja, células, arcaboucos e moléculas sinalizadoras, tem demonstrado melhores
resultados do que a utilizagdo destes elementos isoladamente. Contudo, a combinagdo ideal
ainda ndo foi definida, sendo que mais estudos para o entendimento dos mecanismos celulares
e moleculares envolvidos no processo de regeneracdo sdao necessarios para embasar o
desenvolvimento de abordagens de engenharia tecidual que possam ser aplicadas com
seguranga nos procedimentos clinicos, levando a resultados satisfatorios de forma mais

previsiveis.
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