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1. INTRODUCAO

A polpa dental é um tecido conjuntivo de caracteristicas Unicas que
apresenta uma capacidade de regeneracao limitada. Assim, este tecido possui um
requintado mecanismo de defesa que permite a regeneracdo parcial das
estruturas do complexo dentino-pulpar (CDP) (SMITH et al., 1998).
Tradicionalmente o material utilizado para induzir o reparo do CDP é o Hidréxido
de Calcio (Ca(OH),), ou materiais a base de Ca(OH), como o Agregado de
Triéxido Mineral (MTA) (FORD et al., 1996). Estes produtos promovem a
formacdo de tecido mineralizado, e devido ao seu elevado pH possuem
propriedades bacteriostéticas e bactericidas (HILTON, 2009). Recentemente foi
esclarecido que tais materiais a base de Ca(OH), sdo capazes de induzir o reparo
do CDP a partir da dissolugdo da matriz extracelular dentinaria (DCEM) e
consequente liberacdo das moléculas bioativas (GRAHAM et al., 2006; TOMSON
et al., 2007) que seriam responsaveis pelos eventos moleculares de reparo que
remontam o0s processos de diferenciacdo da odontogénese. Assim, esses
materiais proporcionariam a liberacdo dos fatores de crescimento, principalmente
TGFBs e BMPs, os quais iniciariam a cascata de eventos que modula o reparo
(GRAHAM et al., 2006). Porém, esse reparo ocorre as custas de tecido sadio e
seu progndstico a longo prazo ndo é promissor.

Nesse contexto, empregar a engenharia de tecidos para a
estruturacdo de um tecido pulpar que permita a completa formacao dos tecidos e
anexos radiculares € uma estratégia que se mostra cada vez mais factivel e
atrativa do ponto de vista clinico. Assim, a engenharia tecidual (ET) surge como
uma ciéncia interdisciplinar, que visa o desenvolvimento de estratégias para
regeneracao de 6rgaos que tenham sua funcdo comprometida, ou melhorar a
funcdo de tecidos do corpo, baseada essencialmente em trés pilares
fundamentais: Células-tronco, scaffolds e fatores de crescimento (FC).

O TGF- B1, do inglés Transforming Growth Factor 81, tem sido sugerido
como o fator central para a regulacao da resposta do CDP a carie (MAGLOIRE et
al., 1992). De fato tem sido proposto o desenvolvimento de terapias vitais
pulpares baseados na utilizacdo de TGF- em detrimento dos materiais sintéticos
a base de Ca(OH),. Estudos (HU et al., 1998; TZIAFAS et al.,, 1998) que
avaliaram a aplicagdo de TGF-B recombinante (rhTGF-B) diretamente sobre a
polpa de animais foram pioneiros em demonstrar a capacidade dessa molécula
em induzir o reparo das estruturas que compdem o CDP.

Assim, o0 objetivo de nosso estudo foi analisar, através da técnica
imunoistoquimica, a localizacdo e a expressdo de TGF-B1 em polpas
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desenvolvidas por engenharia tecidual utilizando o modelo tooth slices/scaffolds
(TSIS).

2. METODOLOGIA

O presente trabalho utilizou, para a analise imunoistoquimica amostras ja
emblocadas dos estudos de Piva (2006) e Demarco (2010). Para a confeccéo dos
“tooth slices* (TS), terceiros molares com indicacdo de extracdo foram obtidos de
pacientes sadios entre 17 e 23 anos. Os dentes foram seccionados
transversalmente na regido cervical. Depois disso, o tecido pulpar foi
cuidadosamente removido, cloreto de sédio foi peneirado (250 - 425um) e usado
para preencher a camara pulpar vazia. Entdo, PLLA (poli &cido L-lactico) foi
solubilizado em cloroférmio em uma concentracdo de 5% e gotejado sobre as
particulas de sal que foram utilizadas para preencher a camara pulpar
previamente. O conjunto TS/S foi armazenado durante a noite para permitir a
polimerizagdo do PLLA. Depois disso, o sal foi lavado. Previamente ao cultivo das
células tronco da polpa dental (DPSC), numa concentracdo de 6x10° os TS/S
foram tratados durante 1 minuto com 10% de EDTA (pH = 7,2). Como controles
negativos para avaliar a atividade dos fatores de crescimento advindos da
dentina, scaffolds de PLLA, também semeados com as DPSC’s, foram
preparados sem o corte de dente em moldes metélicos cubicos. Tanto o controle
negativo quanto o TS/S foram implantados subcutaneamente no dorso de
camundongos imunodeprimidos e apos 28 dias foram removidos e realizados
processos histoldgicos.

Para avaliar a imunoexpressdo de TGF-B1 em polpas humanas reparadas
utilizamos cortes histolégicos de terceiros molares higidos submetidos a terapia
com hidroxido de calcio por 90 dias, nos quais o tecido pulpar humano foi exposto
pela confeccdo de cavidades de classe |, sob refrigeracdo com PBS. Os locais de
exposicao foram limpos por aplicacdo de PBS e a hemorragia foi controlada
usando algodao estéril. O tecido pulpar exposto foi coberto com Ca(OH), pré-
analise - Ca(OH),PA (Biodinamica, Ibipora, Brasil). Entdo, cimento de hidroxido de
calcio (Dycal; Dentsply, Petrépolis, Brasil) foi aplicado sobre o Ca(OH),PA. As
cavidades foram seladas com cimento de Oxido de zinco e eugenol (IRM;
Dentsply). Os dentes, que previamente foram indicados para extragao por motivos
ortodoénticos, foram extraidos apoés 90 dias.

Realizou-se entdo, a técnica de imunoistoquimica, a andlise e descricdo
por microscopia Optica das amostras.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

DPSC’s foram semeadas nos TS/S e nos controles negativos e
implantadas por 28 dias no dorso de ratos imunodeficientes para avaliar o impacto
de fatores derivados de dentina na diferenciacdo de células-tronco. Tal modelo se
utiliza do principio de mobilizagdo dos fatores de crescimento fossilizados no
tecido dentindrio (CORDEIRO et al., 2008) e tem demonstrado ser uma
ferramenta eficaz para investigar a proliferacéo e diferenciacdo de células-tronco
adultas advindas do tecido pulpar. Foi possivel observar um tecido com
caracteristicas morfologicas que se assemelha a polpa dental na camara pulpar
preenchida com scaffold (Figura 1). Um tecido conjuntivo também foi formado nos
scaffolds controles (sem corte de dente). No entanto, este tecido ndo apresentou
a organizacéo observada quando os discos de dentes estavam.
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As analises imunoistoquimas, tanto do tecido presente nos TS/S apés 28
dias de implantacdo subcutanea quanto no tecido pulpar submetido a terapia vital
pulpar por 90 dias, demonstraram que ambos foram imunorreativos ao TGF-. O
padrdo de marcacao foi bastante semelhante. As marcac¢des imunoistoquimicas,
foram bastante semelhantes onde a matriz extracelular mostrou uma forte
coloracéo em padréo fibrilar (Figura 2), o qual descreve a afinidade do anticorpo
pela matriz extracelular segregada por DPSC. Além disso, a pré-dentina
remanescente nos discos de dentina foi fortemente corada pelo TGF-3. Os fatores
de crescimento da matriz dentinaria desmineralizada tém um papel fundamental
como indutores da diferenciacdo de células-tronco da polpa dental em direcéo a
um fenotipo odontoblastico (SMITH, MATTHEWS e HALL, 1998; DEMARCO et
al., 2010). TGF-B1 também é expresso por odontoblastos durante a odontogénese
e depois da diferenciacdo celular, moléculas de reserva de TGF-B1 estardo
presentes na dentina. Fatores de crescimento liberados - quando a dentina é
desmineralizada - estdo disponiveis para atuar como mediadores durante o
processo de reparo pulpar (SMITH, MATTHEWS e HALL, 1998).

Ca(OH),

Figura 1. Visualizagdo em microscopia 6tica dos tecidos analisados no experimento

Figura 2. Microscopia 6tica de cortes submetidos a técnica de imunoistoquimica em polpa
reparada com hidréxido de célcio (a) e em polpa desenvolvida por engenharia tecidual (b). PD:
Pré-Dentina; CH: Ca(OH)2; P: Polpa D: Dentina

4. CONCLUSOES

Reunindo as informagfes acima mencionado, podemos supor que o fator de
crescimento aqui avaliado age de forma semelhante no reparo da polpa e da
regeneracdo. TGF-B1 esta envolvido na atragdo das células progenitoras do
tecido pulpar e estabiliza a matriz extracelular onde as células tronco vao se
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prender. Eventos regenerativos do CDP, parecem seguir um padrao semelhante
de reparo e eventos da polpa em relagéo a expressao do TGF-f1.
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