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RESUMO

A angiogénese € caracterizada como o processo de formagdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes, tanto no periodo embrionario como
durante a vida adulta, caracterizando-se como marcadora de vitalidade devido a
essencialidade da circulacdo sanguinea para os 6rgaos e tecidos, na obtencdo de
oxigénio, nutrientes, transporte de metabdlitos, migracdo de células para diferentes
areas do corpo, entre muitas outras acdes em que a vascularizacao se faz presente
direta ou indiretamente. A manutencéo da circulacdo sanguinea em um tecido lesado
€ primordial para que o processo de reparo aconteca, seja naturalmente através da
cicatrizacdo, ou através de abordagens regenerativas da Engenharia de Tecidos, que
buscam restabelecer a funcionalidade do tecido através da insercdo de uma
construcdo tecidual. O grande desafio que a area da regeneracéo tecidual enfrenta é
a vascularizacdo inicial dos tecidos recém-implantados até o momento da
incorporacdo da vasculatura do hospedeiro, garantindo o sucesso da integracao
tecidual. A partir desse contexto, o presente estudo teve por objetivo realizar uma
revisdo de literatura através da analise de pesquisas nas diferentes areas de atuacao
da Engenharia de Tecidos que investigaram possiveis abordagens de vascularizacao
dos tecidos fabricados in vitro, por meio de um levantamento bibliografico de artigos
recentes, bem como de livros e artigos classicos relacionados ao tema. Os artigos
selecionados foram pesquisados nas bases de dados Pubmed, Scopus, Scielo, bem
como em outras ferramentas de busca, como o Google Académico. No campo da
odontologia, as abordagens de regeneracdo do tecido pulpar apresentam-se como
uma alternativa ao tratamento endodoéntico convencional. A polpa dental € um tecido
altamente vascularizado e com complexa organizacdo histoldégica, sendo a
manutencdo da vascularizacdo pulpar, quando no tecido ndo sadio, de vital
necessidade para iniciacao da regeneracao do tecido pulpar e consequente restituicao
das acfes biologicas e da funcionalidade do 6érgdo dental. A regeneracdo do tecido
pulpar em toda extensdo do canal radicular em dentes maduros encontra-se ainda na
fase experimental, visto que existem obstaculos a serem superados para tornar o uso
clinico possivel, a exemplo da vascularizacdo. Os avancos nas estratégias
regenerativas do tecido pulpar em dentes maduros reduzem cada vez mais o futuro
definido pela possivel aplicabilidade clinica.

Palavras-chave: Angiogénese. Engenharia de tecidos. Polpa dental.



ABSTRACT

Angiogenesis is characterized as the process to form new blood vessels from pre-
existing vessels, both in the embryonic period and during adulthood, being
characterized as a vitality marker due to the essentiality of blood circulation to organs
and tissues, in obtaining oxygen, nutrients, metabolic transportation, migration of cells
to different areas of the body among many other actions in which vascularization is
directly or indirectly present. The maintenance of blood circulation in an injured tissue
is primordial for the healing process, being naturally through wound healing or even
through regenerative approaches as Tissue Engineering that seek to restore tissue
functionality by inserting a tissue construct. The major challenge that a tissue
regeneration approach faces is the initial vascularization of newly implanted tissues
until the anastomosis with the host vasculature, ensuring the success of tissue
integration. From this context, the present study aimed to perform a literature review
through the analysis of the researches in the different areas of appliance of Tissue
Engineering that investigate possible approaches of tissue vascularization
manufactured in vitro, through a bibliographic survey of recent articles, as well as
books and classic manuscripts related to the theme. The selected articles were
searched in the Pubmed, Scopus, Scielo databases, as well as in other search tools,
such as Google Scholar. In Dentistry, dental pulp regeneration approaches are an
alternative to conventional root canal treatment. Dental pulp is a highly vascularized
tissue with complex histological organization, being the maintenance of pulp
vascularization, in an unhealthy tissue, of vitally necessity to begin the regeneration of
the dental pulp and, consequently, restore its biological role and functionality of the
dental organ. The regeneration of the pulp tissue throughout the root canal of mature
teeth is still in an experimental stage, since there are obstacles to overcome to make
its clinical application possible, such as vascularization. Advances in pulp tissue
regenerative strategies in mature teeth increasingly reduce the future defined by
possible clinical applicability.

Keywords: Angiogenesis. Tissue Engineering. Dental pulp.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ....oiieeceeeee e, 13
2. OBJIETIVOS ...t eaans 15
2.1- ODJEtIVO GEIal.....cccieeeeeeeci e 15
2.2- ObjetivVOS ESPECITICOS....uuuiiii i 15
3. METODOLOGIA. ... e 16
4. REVISAO DE LITERATURA ....cooii et 17
o RV - ol U1 [ To [T 1= = 2SSO 17
N N g o [ [o Yo [T o =TT TS 18
4.2.1 Controle ANGIOGENICO ......cceeeeeeeeeeee e 19
4.2.1.1 Ceélulas ENdOteli@iS........ccoviiuvviiiiiiiieeeiiiiiiiiieeee e 19
4.2.1.2 VEGF ... e 20
A.2.1.3 FGF o 21
4.2.1.4 MMPS ..o 22
4.2.1.5 ANGIOPOIETING.....coeii e 22

4.2.1.6 Receptores Hepatocelulares Produtores de Eritropoetina (Eph) e

BTN e a e 22
4.3 ANgIiogenese INtUSSUSCEPLIVA ......uvvuuiiieeeeieiiiiiiie e e e e eeee e e e e eeaanns 23
4.4  Processos Dependentes da ANgiOgENESE ...........cvvveeeeeeeeeeeennnnnnnnn. 23
4.4.1 ProcesS0S FiSIiOIOQICOS......coiiiiiiiiiiiiiiiii e 24

4.4.2 Process0S PatOlOgICOS .......ccoovviiieee e 25

4.5 Polpa Dental ... 26
4.6 Engenharia de TeCIHOS.........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 26
4.6.1 Terapias Regenerativas Pulpares............cccocviiiiiii 28

4.6.1.1 Estratégias para Vascularizacdo dos Tecidos Tipo Polpa Dental

Resultantes da Engenharia de TeCidOS.........ccceuiiiiiiiiiiiiceciie e, 29



B, DISCUSSAOD ..o e et 33
6. CONSIDERACOES FINAIS ..o 36
7. REFERENCIAS ..o e ettt 37

8. ANEXO - Atade apresentacéo do trabalho de concluséo de curso......42



13

1. INTRODUCAO

Suprimento de oxigénio, de nutrientes, chegada de células de defesa e
transporte de detritos sdo algumas das necessidades comuns e vitais dos 6rgaos e
tecidos que compdem o corpo humano, e a indisponibilidade desses recursos
resultaria em incapacidade de sobrevivéncia. A circulacdo sanguinea cuida de todas
essas indispensabilidades, solucionando as caréncias que as diferentes regides do
corpo venham a apresentar. Nestas situacdes, ha a necessidade de maior aporte
sanguineo e, a partir disso, novos vasos se formam a partir dos pré-existentes, através
do processo conhecido como angiogénese (ROMBOUTS et al.,, 2017; ROBERTS-
CLARK et al., 2000; SAGHIRI et al., 2015). A neoformacéo vascular, no decorrer do
desenvolvimento  embriondrio, juntamente com a vasculogénese, e
predominantemente durante a vida adulta, ocorre através da angiogénese, que € a
formacdo de novos vasos sanguineos a partir do brotamento (RISAU et al., 1995;
UCCELLI et al., 2019) ou intussuscepcao dos vasos presentes (SPIEGELAERE de W.
et al, 2012; UCCELLI et al., 2019).

Assim como a circulacdo sanguinea é de fundamental importancia para o
funcionamento do organismo, para o dente néo € diferente. Fazendo-se uma analogia
entre a formacao e desenvolvimento do embrido até a fase adulta, no germe do dente
que vai se desenvolvendo e originando o 6rgdo, evidencia-se o papel da
vascularizacéo durante todas as etapas com proporcional valor. A formacg&o de novos
vasos sanguineos é essencial nos processos de reparo e regeneracao dos tecidos
dentais, assim como no combate as infec¢des, com recursos de defesa caracterizando
algumas das atividades funcionais naturais de uma polpa saudavel. E um tecido
altamente vascularizado, sendo a manutencdo da vascularizacdo de essencial
importancia para a continua funcionalidade da polpa, principalmente pelo fato de o
abastecimento sanguineo provir, conforme citado por DISSANAYAKA et al. (2015),
através de uma estreita passagem caracterizada pela abertura do apice do canal
radicular.

Com o intuito de acelerar e melhorar o processo de regeneracéo dos tecidos,
a ciéncia tem tido um papel fundamental na criacdo de novas técnicas terapéuticas
através da Engenharia de Tecidos, por meio de combinacdes de células e arcabougos
de polimeros, os quais apresentam resultados significativos na terapia regenerativa
(CONSOLARO et al.,, 2009; KAULLY et al., 2009). Esta area estad constante
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crescimento, envolvendo diferentes campos de atuacao e, na Odontologia, os estudos
empregam as mais atuais descobertas em pesquisas da medicina regenerativa com
a finalidade de conseguir a regeneracao dos tecidos da cavidade oral (ZIMTA et al.,
2019).

E precisamente nessa area em ascensdo na Odontologia que este trabalho
buscou trazer os resultados de estratégias regenerativas relacionados ao aumento da
vascularizacdo nas construcdes de tecido tipo polpa, assim como a analise das
dificuldades do uso clinico para dentes maduros. Investigou-se, através da reviséo de
literatura, as novas perspectivas das estratégias de regeneracdo do tecido pulpar na
totalidade do canal radicular de dentes maduros, assim como elencou as abordagens
mais promissoras nesse campo.

Devido a grande importancia que a angiogénese representa ao funcionamento
e manutenc¢ao do organismo, esta pesquisa de revisado de literatura objetivou também
descrever os processos que envolvem a formacdo de novos vasos sanguineos, com
a finalidade de complementar a analise das estratégias regenerativas assim como a
interpretacdo dos desafios que a Engenharia de Tecidos ainda enfrenta, com maior

énfase aos da endodontia regenerativa.
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2. OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Realizar uma revisao de literatura sobre a angiogénese pulpar e sua aplicacao

nas terapias regenerativas.

2.2- Objetivos Especificos

- Descrever os processos de angiogénese atraves dos resultados de ensaios
e estudos emergentes.

- Analisar as terapias regenerativas angiogénicas pulpares em ascensao e
classificar seus potenciais beneficios.

- Apresentar os desafios que a Engenharia de Tecido Pulpar enfrenta e as

perspectivas futuras.
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3. METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado através de um levantamento bibliografico de
artigos recentes, bem como de livros e artigos classicos relacionados ao tema
angiogénese pulpar.

Os artigos selecionados para a presente revisdo da literatura foram
pesquisados nas bases de dados PubMed, Scopus e SciELO, bem como em outras
ferramentas de busca, como o Google Académico. Ainda, foi feita busca manual de
artigos constantes nas referéncias bibliograficas dos manuscritos localizados por meio
das bases de dados da literatura cientifica e que, na sua leitura, foram considerados
relevantes para o presente estudo.

As palavras-chave em portugués foram: angiogénese, polpa dental,
vasculogénese, neovascularizacdo, VEGF. Os termos em inglés incluiram:
angiogenesis, dental pulp, vasculogenesis, neovascularization, VEGF. Os artigos
analisados foram os que abordavam os processos de neoformacao vascular, biologia
e vascularizagdo da polpa dental, endodontia regenerativa, assim como técnicas de
Engenharia de Tecidos em outras areas de atuacao.

Foram incluidos no estudo 43 artigos lidos na integra, de 1992 até 2019,
caracterizados por pesquisas laboratoriais e clinicas, bem como reviséo de literatura,

nas linguas portuguesa e inglesa.



17

4. REVISAO DE LITERATURA
4.1 Vasculogénese

Ja cedo durante a ontogenia, a origem de um plexo vascular primario, a partir
de células precursoras vasculares preexistentes no embrido, se da através do
processo denominado vasculogénese (FLAMME et al.,, 1997; RISAU et al., 1995,
SAGHIRI et al., 2015).

As ilhas do sangue sdo as primeiras estruturas vasculares discerniveis que
irdo dar origem a uma rede vascular primitiva no saco vitelino, assim que o mesoderma
inicial se forma através do processo de gastrulacdo. As células periféricas da ilha de
sangue sdo os precursores de células endoteliais denominadas angioblastos,
enguanto as células que estdo no centro sao células precursoras hematopoiéticas. A
formacdo do plexo capilar priméario origina-se a partir da diferenciacdo e posterior
fusd@o das ilhas de sangue e da diferenciacdo das células endoteliais (RISAU et al.,
1995).

Apos a formacdo do plexo vascular priméario, as células endoteliais se
proliferam e, entdo, novos vasos sanguineos sdo formados por mecanismos de
brotamento ou ndo-brotamento vascular, a partir de um vaso sanguineo existente, que
caracteriza o processo de formacgao vascular chamado de angiogénese. Em certos
orgdos inicialmente avasculares no periodo embrionério, como o cérebro, tem-se o
surgimento de vasos sanguineos através do processo de angiogénese (RUNDHAUG
J. 2005; DAVIS et al., 1999). Esse tipo de formacao vascular de vital importancia para
a fase embrionaria sera o processo que permanecera durante a vida adulta (RISAU
et al., 1995, SAGHIRI et al., 2015).

Durante o desenvolvimento do embrido, o sistema vascular que origina-se a
partir da vasculogénese é formado antes de ser usado para sua funcao principal, que
€ a nutricdo do embrido que apresenta um rapido crescimento; inversamente, 0s
vasos sanguineos na forma adulta respondem diretamente as demandas teciduais
(RISAU et al., 1995). A demanda de formagéo de novos vasos sanguineos na forma
adulta ocorre de acordo com as necessidades do organismo, tanto em condigoes
fisiolégicas quanto patologicas, como na cicatrizacdo de feridas, nos processos
inflamatorios, na proliferacdo endometrial, na recuperacgéo pos- isquémica e, também,

em hemangiomas, psoriase e no crescimento tumoral (MADEDDU P. 2005; RISAU et
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al., 1995; RUNDHAUG J., 2005). Um entendimento do processo de angiogénese
normal e anormal é crucial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para
combater essas patologias (RUNDHAUG J., 2005).

4.2 Angiogénese

A angiogénese € um processo que apresenta inumeras etapas (ZIMTA et al.,
2019) e foi a partir do conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos no
controle do processo que foi possivel o desenvolvimento de terapias (POLVERINI et
al., 2002) anti-angiogénicas e pro-angiogénicas (SAGHIRI et al., 2015).

Resultante de inuUmeras causas, a hipoxia tecidual gera a ativacdo da
producdo de fatores pré-angiogénicos pelas células do microambiente local assim
como citocinas (BLANCO et al., 2013; ZIMTA et al., 2019). A liberagdo do Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) que faz ligacdo com seu receptor
compativel, que se encontra na superficie das células endoteliais dos vasos, tem
como resultado a ativacdo de células que se encontravam quiescentes (BLANCO et
al., 2013; ZIMTA et al., 2019). A iniciacdo da angiogénese demanda que alguns
eventos ocorram, tais como o desprendimento dos pericitos da parede do vaso, a
degradacédo da membrana basal vascular e da matriz extracelular através da acdo das
metaloproteinases de matriz (MMPs) (RUNDHAUG J., 2005, BLANCO et al., 2013;
ZIMTA et al., 2019), assim como a especificacdo das células epiteliais ativadas pela
sinalizacdo do VEGF em células tip e stalk (BLANCO et al., 2013). Através de uma
atuacdo coordenada das células endoteliais especificadas, o broto incipiente vai
tomando forma a partir da proliferacdo e invasdo dessas células no tecido que
apresenta hipoxia, sem perderem a ligacdo com a rede vascular original (BLANCO et
al., 2013). Fazendo a lideranca do broto angiogénico, as células tip, por sua
caracteristica migratéria com seus filopodios, apresentam a capacidade de
reconhecer o gradiente de VEGF e direcionam-se guiando o broto para a fonte de
VEGF (UCCELLI et al., 2019; BLANCO et al., 2013). Com a caracteristica de serem
potencialmente proliferativas, as células stalk seguem as células tip dando forma ao
corpo do brotamento (UCCELLI et al., 2019; BLANCO et al., 2013), com forte adesao
para assegurar que o broto permaneca estavel (BLANCO et al., 2013) e vao iniciando
a configuracdo do limen vascular (UCCELLI et al., 2019; BLANCO et al., 2013). As

células tip dos diferentes brotos formados se anastomosam entre si, proporcionando
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conectividade (BLANCO et al., 2013). Com o lumen vascular formado nos novos
vasos, o fluxo sanguineo se estabelece levando oxigénio ao tecido e cessando, dessa
forma, a liberacdo de fatores de crescimento no local, caracterizando a quiescéncia
das células endoteliais (BLANCO et al., 2013). Finalizando o processo, ocorre a
maturacdo dos vasos sanguineos recém-formados com a deposicdo da membrana
basal vascular e o recrutamento dos pericitos (ZIMTA et al., 2019; RUNDHAUG J.,
2005).

4.2.1 Controle Angiogénico

Fatores de crescimento pro-angiogénicos sao responsaveis pelo estimulo da
angiogénese, se destacando o VEGF por sua potente acdo (POLVERINI et al., 2002;
FERRARA et al., 2003; MATTUELLA et al., 2007). Para que esse estimulo ocorra, é
necessario um desencadeador para que os fatores de crescimento pré-angiogénicos
sejam expressos, tais como a insuficiéncia do suprimento de oxigénio e nutrientes nos
tecidos (SAGHIRI et al, 2015).

O processo da angiogénese é regulado através da producao equilibrada de
numerosas moléculas quimio-biolégicas estimuladoras e inibitérias, sendo um
processo, em organismos adultos, que ocorre caracteristicamente em curta duracao.
O rigido controle fisioldgico é essencial para manter esta resposta sob controle,
proporcionado pelos inibidores naturais da angiogénese (SAGHIRI et al., 2015;
POLVERINI et al., 2002; LIN et al., 2016). O conhecimento desses mediadores, que
estdo no ambiente em baixas concentracfes, ou gerados sob demanda, como
moléculas associadas a superficie celular, permitiu um novo olhar sobre o tratamento

de doencas associadas ou dependentes da angiogénese (POLVERINI et al., 2002).

4.2.1.1 Células Endoteliais

O aglomerado de estruturagdo vascular mais basico dos novos vasos
sanguineos sao as células endoteliais (SWEENEY et al., 2018). Responséaveis pela
formacdo inicial da rede de -capilares sanguineos, que constituem uma
microcirculacdio vascular. E a partir dessa rede que a vasculatura ira tomar forma,
gerando o suprimento sanguineo necessario (POLVERINI et al., 2002). Os tecidos
perfundidos que necessitam desenvolver a neovascularizacdo demandam a

proliferacdo e migracdo das células endoteliais para seu interior, viabilizando o
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processo da formagdo de novos vasos sanguineos (SWEENEY et al., 2018). Sem
essa inducgdo fisioldgica, o natural das células endoteliais seria de raramente se
replicar, mas, frente a um estimulo, essas células prontamente em resposta, se
dividem (POLVERINI et al., 2002).

Conforme a maturacdo do vaso sanguineo vai ocorrendo, as células
endoteliais se organizam em uma monocamada em intimo contato com o sangue que
atua como uma barreira, protegendo-o de transbordar. A cobertura endotelial
apresenta uma permeabilidade que seleciona a passagem de nutrientes e gases para
o interior do vaso, quando houver exigéncia (SWEENEY et al., 2018).

No decorrer da vida adulta, sangue e tecidos estdo em constante troca de
substancias. E através da permeabilidade seletiva do revestimento endotelial dos
vasos sanguineos que a transicdo de matérias ocorre, apresentando ainda uma
grande area de superficie (MICHIELS C., 2003).

4212 VEGF

Fazem parte da familia VEGF em mamiferos cinco polipeptideos distintos,
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, (UCCELLI et al.,, 2019), VEGF-E, que é
codificado por virus (APTE et al., 2019) e PLGF, sendo o VEGF-A o que apresenta
maior importancia, fazendo o controle da angiogénese (UCCELLI et al., 2019; APTE
et al, 2019). Por realizarem processamento proteolitico pds-translacional e
processamento alternativo, apresentam alta complexidade, em contraste a pequena
guantidade de integrantes (UCCELLI et al., 2019), apresentando diversas isoformas
(APTE et al., 2019).

Essa familia de proteinas possui diferentes compatibilidades com trés tipos de
receptores tirosina quinase, VEGFR-1, VEGFR-2 E VEGFR-3, que sao considerados
como expressos especificamente no endotélio, ao passo que os ligantes podem ser
expressos em diferentes tecidos e células (BLANCO et al., 2013). Os receptores
VEGFR-1 e VEGFR-2 séo os que se ligam ao VEGF-A, sendo que apresenta maior
afinidade de associacédo com o receptor VEGFR-1 do que com o receptor VEGFR-2,
que por sua vez, se faz o mediador principal da sinalizacdo do VEGF-A durante sua
acdo na angiogénese (UCCELLI et al.,, 2019; DVORAK H., 2005; BLANCO et al.,
2013). O receptor VEGFR-1 apesar de apresentar uma alta afinidade de ligacdo com

o VEGF-A, apresenta uma acao quinase muito fraca, ndo iniciando a cascata de
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transducgéo de sinais de forma eficaz, atuando, entdo, como um receptor chamariz, de
forma a inibir a acdo do receptor VEGFR-2, através da disputa por VEGF-A e
moderando, dessa forma, a acdo da via do fator VEGF nas células do endotélio
vascular (UCCELLI et al., BLANCO et al., 2013).

Esta proteina é o agente chave que possui a capacidade de desencadear os
eventos que resultam na formacao de uma nova vasculatura (UCCELLI et al., 2019) e
influencia muitos passos na resposta angiogénica, estimulando a degradacdo da
matriz extracelular que circunda as células endoteliais, promovendo, dessa forma, a
migracao e organizacdo destas células em estruturas tubulares (POLVERINI et al.,
2002; FERRARA et al., 2003; MATTUELLA et al., 2007). O VEGF ainda é capaz de
oferecer para as células endoteliais sinais de anti-senescéncia e sobrevivéncia e
induzir a permeabilidade vascular (DVORAK H., 2005). Entre todos os fatores pro-
angiogénicos, o VEGF é o mais fundamental para a diferenciagdo do sistema vascular
e apontou ser, para as células endoteliais, um potente mitbgeno que pode promover
proliferacéo e migracao celular (SAGHIRI et al., 2015).

A hipoxia tecidual é o regulador principal da expressividade do VEGF,
ocorrendo através da acéo do fator induzivel por hipoxia (HIF), que € um dos genes
regulados por hipéxia que apresentam a capacidade de atuarem como fatores em
diferentes circunstancias, como a sinalizagéo para o VEGF (APTE et al., 2019). Em
situacdes em que ha o predominio da hip6xia, como no crescimento tumoral, a
expressdo do VEGF persistira potencializando a angiogénese e, consequentemente,
0 avancgo do tumor (ROMBOUTS et al., 2017; POLVERINI et al., 2002). A expressao
do VEGF é também observada em diferentes situagcfes por fatores de crescimento,
citocinas, hormdénios e, nos casos de ocorréncia de tumores, por genes supressores
de tumor e oncogenes (DVORAK H., 2005).

4213 FGF

Compondo uma familia de 22 proteinas, os fatores de crescimento de
fibroblastos interagem com receptores especificos (KHURANA et al., 2003; SAGHIRI
et al., 2015), sendo FGF-1 o membro mais importante, conhecido também como FGF
acido, por ser capaz de se ligar em qualquer um dos sete subtipos de receptores de
FGF (FGFRs) e apresentar maior abrangéncia de a¢cdes (SAGHIRI et al., 2015). Em
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diferentes células do corpo humano, como as células endoteliais, os fibroblastos e as
células musculares lisas, essa familia de proteinas € capaz de gerar distintas acoes,

tais como diferenciacao, proliferacdo e migracéo celular (KHURANA et al., 2003).

4214 MMPs

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo um grupo de enzimas do tipo
proteases que possuem um importante papel no processo de angiogénese. A agao
dessas enzimas esta associada a degradacdo da matriz extracelular (MEC) das
paredes dos vasos, favorecendo a migracao das células endoteliais (SAGHIRI et al.,
2015; RUNDHAUG J., 2005). Atualmente, porém, ja se sabe que essas enzimas
apresentam a¢fes que vao muito além durante a angiogénese, apresentando um
papel mais complexo, que age tanto para facilitar quanto para inibir o processo. As
MMPs foram subdivididas em grupos, com relacdo a especificidade de substrato,
assim como em seu tipo de estrutura e todas precisam ser proteoliticamente
processadas para serem ativadas devido ao fato de serem desenvolvidas como pro-
enzimas latentes (RUNDHAUG J., 2005).

4.2.1.5 Angiopoietina

As angiopoietinas (Ang) sdo proteinas essenciais no processo de formacao
vascular, principalmente no estagio secundario (THURSTON G., 2003) e apresentam
duas formas principais: Ang-1 e Ang-2, que se ligam aos receptores Tie 1 e Tie 2 das
células endoteliais (SAGHIRI et al., 2015). As Ang possuem especificidade para o
endotélio vascular devido ao fato de seus receptores estarem nessas células, bem
como também ocorre com o VEGF (MICHIELS C., 2003).

4.2.1.6 Receptores Hepatocelulares Produtores de Eritropoetina (Eph)

e Efrinas

A maior familia de receptores do tipo tirosina quinase em humanos engloba
0s receptores hepatocelulares produtores de eritropoietina (Eph) (WOLF et al., 2019;
MICHIELS C., 2003). Os ligantes para esses receptores sdo da mesma forma

numerosos e conhecidos como efrinas (MICHIELS C., 2003) e sua ligacao € que divide
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os receptores Eph em dois grupos: Eph-A, com nove receptores e Eph-B, com cinco
receptores (WOLF K. et al, 2019). Encontrados comumente no sistema nervoso, 0s
ligantes efrina e receptores Eph também servem como marcadores da identidade
vascular (WOLF et al., 2019; MICHIELS C., 2003). Efrina B2 e receptor Eph B4 séo
expressos por células endoteliais (MICHIELS C., 2003) e estdo envolvidos na
definicdo da identidade arterial e venosa, como marcadores caracteristicos de cada
tipo de formacédo vascular, sendo efrina B2 marcador arterial e Eph B4 marcador
venoso (WOLF et al., 2019; MICHIELS C., 2003; AIRD W., 2007).

4.3 Angiogénese Intussusceptiva

Os vasos sanguineos podem crescer a partir de um mecanismo alternativo ao
brotamento, processo conhecido como angiogénese intussusceptiva (UCCELLI et al.,
2019), caracterizada pela divisdo vascular através desse processo que €é intravascular
(NOWAK-SLIWINSKA et al., 2018; MENTZER et al., 2014). E um processo que, além
do crescimento vascular, pode abranger a remodelacao vascular, cerceando 0s vasos
gue estdo em excesso (SPIEGELAERE et al., 2012).

A formacdo dos pilares de tecido intraluminal a partir de invaginacdes de
paredes opostas dos capilares para o limen vascular, iniciam o processo que resulta,
apos o crescimento do pilar, na divisdo do vaso sanguineo (SPIEGELAERE et al.,
2012). Quando em compara¢do com o brotamento vascular, é tido como um processo
mais rapido e com menor necessidade de uso de energia metabdlica, visto que as
células epiteliais se proliferam e migram minimamente; resultados de estudos
sugerem que a angiogénese intussusceptiva realiza a remodelacdo adicional da
vasculatura dos tecidos em crescimento (SPIEGELAERE et al., 2012).

Mais estudos se fazem necessarios para melhor investigacdo dos
mecanismos que envolvem a angiogénese intussusceptiva, para possibilitar a
elaboracao de terapias pré-angiogénicas no tratamento de tecidos isquémicos, por ser
um mecanismo rapido, auxiliando na restauracdo do plexo vascular funcional
(SPIEGELAERE et al., 2012).

4.4 Processos Dependentes da Angiogénese
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Diversos processos dependem da formacao de novos vasos sanguineos para
se desenvolver e persistir, sendo de origem fisioldégica ou patoloégica. Uma
particularidade que € capaz de diferenciar a angiogénese fisioldgica da patoldgica € o
tempo da duracdo do processo, em que dura alguns dias ou semanas no processo
fisiologico, enquanto que no patolégico perdura por alguns meses ou anos
(POLVERINI et al., 2002).

E a partir de estimulos que o brotamento de novos vasos ocorre e, em
situacbes de normalidade, esse estimulo de fatores pro-angiogénicos logo cessa
frente a acao dos inibidores da angiogénese e, quando h& a ruptura no equilibrio entre
o estimulo e a inibicdo desse processo, se tem uma situacao de anormalidade, tendo-

se uma angiogénese aberrante que caracteriza o aspecto patolégico.

4.4.1 Processos Fisioldgicos

Diversos processos fisioldégicos necessitam de maior aporte sanguineo, pois
€ através dele que ocorre transporte de oxigénio, suprimento de nutrientes, trocas
gasosas, assim como remocado de residuos (ROMBOUTS et al., 2017). E também
através da circulacdo sanguinea que ocorre o migracao de células inflamatorias
guiadas através de um gradiente quimiotatico estabelecido pela producéo de citocinas
pré-inflamatérias, durante a resposta a um processo inflamatério (GIRAUD et al.,
2018).

De forma coordenada os ativadores e inibidores da angiogénese atuam nas
conformacdes fisioldgicas para induzir e manter o processo de formacao de novos
vasos sanguineos por um prazo limitado, apenas o suficiente para o processo ocorrer
(POLVERINI et al., 2002).

Quando os tecidos sofrem algum tipo de injaria, seja por patdégeno, estimulo
nocivo, irritantes ou células danificadas, necessitam de um processo de cura. O
mecanismo natural de defesa do corpo, a inflamacéo, € responsavel por esse
processo (AGHASAFARI et al., 2018). Aléem das citocinas, o sistema de Complemento
€ outro importante agente do processo inflamatério.

As imunoglobulinas estdo presentes na exsudacdo plasméatica e tém como
principal funcdo a marcacdo da estranheza do agente agressor, tendo o sistema

complemento a atuacdo enzimatica contra estes agentes identificados. E, portanto,
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uma acdo conjunta de anticorpos e complemento visando a digestdo enzimatica do
agressor (CONSOLARO et al.,, 2009). Dados recentes demonstraram que 0S
fibroblastos do tecido pulpar séo as primeiras células ndo imunes capazes de produzir
todos os componentes requeridos para ativacao do Sistema Complemento (GIRAUD
et al., 2018).

Outros processos fisiologicos que também demandam de um crescente
abastecimento sanguineo sdo a cicatrizacdo de feridas, assim como no endométrio
gue esta sendo preparado para implementacéo do 6vulo fertilizado (POLVERINI et al.,
2002).

4.4.2 Processos Patoldgicos

Inimeras patologias estédo relacionadas com a formacgdo de novos vasos
sanguineos, conhecidas como desordens dependentes de angiogénese, que podem
ser de origem neoplasica, como o Carcinoma Epidermoide, inflamatéria, como a
Psoriase, ou ainda de desenvolvimento, como o0 Hemangioma. Nessas situacoes, ja
nao se observa mais um controle angiogénico e coordenado dos ativadores e
inibidores, e sim uma neovascularizacdo implacavel e desequilibrada (POLVERINI et
al., 2002).

Diferentemente da estrutura bem organizada dos vasos sanguineos normais,
originados pela angiogénese fisioldgica, os novos vasos que foram estimulados pela
angiogénese patoldgica se apresentam demasiadamente atipicos, caracterizando-se
por presenca de fenestracdes, hiperpermeaveis ao plasma e as proteinas
plasmaticas, com ramificacdes desiguais, além de ndo apresentarem um claro padrao
de hierarquia (DVORAK H., 2005).

Sendo o VEGF o fator pré- angiogénico que apresenta maior importancia na
diferenciacao do sistema vascular (SAGHIRI et al., 2015), tem sido constatado que
apresenta também uma acdo significativa em diferentes patologias, como no
crescimento tumoral e metastase, sendo de fundamental importancia os processos
terapéuticos que visam como alvo as vias de sinalizacdo do VEGF assim como suas
diferentes isoformas e seus receptores (APTE et al., 2019).

Conforme elucidado anteriormente, a angiogénese, tanto no periodo
embrionario como na fase adulta, ndo ocorre de forma rapida e frequente, mas sim

diante de um estimulo como na cicatrizacédo de feridas. O oposto ocorre durante o
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crescimento tumoral que acontece de forma rapida e dependente de uma circulacdo
sanguinea nova para suprir as demandas de oxigénio e favorecer a metéstase, que
ocorre através da formacdo de novos vasos sanguineos através do processo
conhecido como neoangiogénese. Uma série de indutores angiogénicos medeiam
esse processo, incluindo quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas de adeséo
(MICHIELS C., 2003).

4.5 Polpa Dental

Retida entre paredes rigidas de tecidos mineralizados, a polpa dental é
caracterizada por ser um tecido conjuntivo altamente vascularizado (MATTUELLA et
al., 2007), sendo imprescindivel nos processos de defesa e regeneracao dos tecidos
dentais e, conforme caracterizado por YU et al. (2007), “O confinamento fisico da
polpa dentaria, sua alta incidéncia de inervacdo do nervo sensorial e 0s ricos
componentes microcirculatorios tornam a polpa dental um tecido unico” (YU et al.,
2007).

O tecido pulpar apresenta uma alta capacidade de se regenerar apds sofrer
uma injaria e a intensidade, assim como a duracdo dessa lesdo, sdo diretamente
proporcionais ao tipo de resposta que a polpa ira apresentar (MATTUELLA et al.,
2007). Para que essa regeneracgao ocorra, € necessario que haja formacédo de novos
vasos sanguineos, para aumentar a vascularizacdo da area afetada, através do
processo de angiogénese (ROMBOUTS et al., 2017; ROBERTS-CLARK et al., 2000).

4.6 Engenharia de Tecidos

Na busca da reconstrucdo de tecidos lesados frente a injurias e patogéneses,
surge a Engenharia de Tecidos, com o intuito de acelerar ou melhorar o processo
atraves da colocacao de membranas, materiais ou outros produtos no sitio acometido.
E um campo de crescente evolucéo nas diferentes areas em que abrange, tendo sido
alcancados grandes avanc¢os nas combinacdes de células e arcaboucos de polimeros
com formacgao de estruturas tridimensionais (CONSOLARO et al., 2009; KAULLY et
al., 2009).

E através da combinacdo de biomateriais, fatores indutivos de crescimento e

diferenciacéo e células-tronco que a Engenharia de Tecidos e a medicina regenerativa
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apresentam como finalidade o restabelecimento integral da funcionalidade dos 6rgaos
lesados (GALLER et al., 2011). Inimeros foram os avancos nessa area nos ultimos
anos nas composic¢des dos arcaboucos, com biomateriais que sejam biocompativeis
com os tecidos e que apresentem bioatividade e ndo mais apenas materiais inertes e
com a funcéo exclusiva de serem veiculos de entrega (GALLER et al., 2011).

Esse processo de reconstru¢cdo pode ocorrer por reparo ou regeneracgao,
ambos com o resultado de tecido reconstruido. O reparo ocorre a partir da formacéao
de tecido de granulacdo em areas conjuntivas previamente inflamadas. Ja a
regeneracao ocorre em tecidos que ndo apresentam natureza conjuntiva, através da
reconstrucdo por tecido similar, sem a participacdo de tecido de granulagdo
(CONSOLARO et al., 2009; DISSANAYAKA et al., 2017).

Assim como os tecidos do corpo necessitam de um suporte sanguineo
constante e suficiente para suprir as demandas de diversas origens que ocorrem
diariamente, os tecidos transplantados assim também se caracterizam. O tempo que
esse suprimento sanguineo levara para chegar nas células das diferentes regides do
tecido implantado é crucial e decisiva para a sobrevivéncia e éxito da terapia proposta.
Técnicas que possibilitem um acelerado suprimento vascular no tecido ja implantado
fazem-se ainda necessarios a serem desenvolvidos, garantindo a integracéo funcional
(DISSANAYAKA et al., 2017).

Nos transplantes que sao feitos in vivo, os capilares proximos fornecem
suprimento de oxigénio via difusdo, porém somente ampara as células que se
encontram a uma distancia restrita do vaso sanguineo, assim como a invasao dos
vasos do hospedeiro no tecido implantado tem o obstaculo do tempo prolongado do
processo (DISSANAYAKA et al., 2017; DISSANAYAKA W. et al, 2015). As células que
se encontram em hipoxia devido a impossibilidade de serem supridas por difusao,
secretam fatores de crescimento no microambiente que estimula a angiogénese por
parte da vasculatura hospedeira que, aos poucos, vai invadindo o tecido implantado
(DISSANAYAKA et al., 2015).

O grande desafio que esta area enfrenta é o adequado suprimento sanguineo
na totalidade do implante tecidual, vital para o sucesso da terapia e, ainda que existam
muitas possiveis abordagens terapéuticas, ndo ha um modo unico e universal que
atenda o obstaculo da neoformacéo vascular (DISSANAYAKA et al., 2017). No interior
do tecido formado através da Engenharia Tecidual, para que nao ocorra 0

desenvolvimento de ndcleos necréticos, faz-se necessaria a presenca de uma rede
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vascular com distancia adequada das células (100-200 ym) (BERTASSONI et al.,
2014).

4.6.1 Terapias Regenerativas Pulpares

Os progressos que a medicina regenerativa teve nos ultimos tempos foram de
grande influéncia para a Odontologia que, atualmente, emprega as mais atuais
descobertas em pesquisa com células-tronco, biologia molecular, engenharia de
tecidos, assim como a ciéncia dos materiais, com a finalidade de obter-se a
regeneracao dos tecidos da cavidade oral (ZIMTA et al., 2019).

Em situacbes em que o dente apresenta necessidade de tratamento
endoddntico, 0 método convencional consiste na remocao do tecido pulpar necrotico
ou infectado que serd posteriormente substituido por biomaterial sintético inerte,
caracterizando o dente como ausente de resposta bioldgica (ATHIRASALA et al.,
2017; KUANG et al., 2016). Como resultado, o elemento dental se torna mais
vulneravel a fraturas, assim como a apresentar infeccbes recorrentes de
microinfiltracoes (KUANGA et al., 2016). A endodontia regenerativa se apresenta
como uma terapia alternativa, tendo como objetivo a regeneracédo do tecido pulpar
(ATHIRASALA et al.,, 2017; KUANG et al., 2016), gerando substitutos para as
estruturas dentarias danificadas (SAGHIRI et al., 2015), com o intuito de reparar a
atividade dental (ATHIRASALA et al., 2017). Segundo YADLAPATI et al. (2017), os
protocolos regenerativos apresentaram resultados favoraveis em relacdo a
cicatrizacdo de lesBes periapicais e taxa de sobrevida de dentes tratados.

As pesquisas da endodontia regenerativa seguem duas estratégias: o
transplante de células e o homing celular, ou seja, diferem quanto ao uso ou nao de

células nos arcaboucos biocompativeis (ERAMO et al., 2017).

Sendo um tecido altamente vascularizado, é justamente através da
vasculatura da polpa que ocorre, inicialmente, a regulacdo das func¢des bioldgicas,
caracterizando um dos desafios das terapias regenerativas pulpares ser o suprimento
vascular adequado para possibilitar a ocorréncia da conformacéao histolégica do tecido
pulpar (KUANG et al., 2016).

Um grande numero de estudos tem apresentado o objetivo de regeneracéo

do tecido pulpar vascularizado por meio do cultivo de células-tronco e células epiteliais
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em diferentes estratégias, tais como: arcaboucos de matrizes tridimensionais,

construcdes de tecido sem arcabouco e substratos planos (ATHIRASALA et al., 2017).

4.6.1.1 Estratégias para Vascularizagcdo dos Tecidos Tipo Polpa
Dental Resultantes da Engenharia de Tecidos

Buscando uma nova abordagem que néo utilize arcabougos, DISSANAYAKA
et al. (2014) desenvolveram um estudo com microtecidos esferoides pré-
vascularizados livres de arcabouco, inseridos na polpa humana, e avaliaram o
potencial na regeneracao pulpar. Foram cultivadas, em molde de agarose, células-
tronco da polpa dental (DPSCs) advindas da polpa de dentes recém extraidos e
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS) obtidas comercialmente, em
monocultura de DPSCs e co-cultura de ambas as células em grupos de concentracdes
diferentes de DPSCs, implantados no dorso de camundongos imunossuprimidos
(DISSANAYAKA et al.,, 2014). O desenvolvimento dessa abordagem livre de
arcabouco, segundo os autores, visou sanar a possivel falha de comunicacgéo (cross-
talk) entre as células, a degradacédo seletiva em que as abordagens com arcabouco
estdo sujeitas, assim como possibilitar, sem a interferéncia de um material secundario,
a interacao fisioldgica entre as células (DISSANAYAKA et al., 2014). Nos grupos de
co-cultura de células DPSCs e HUVECS, os pesquisadores observaram a formacéao
de lumens vasculares, o que nédo foi observado no grupo que possuia apenas DPSCs,
e ainda constataram, nas co-culturas, por meio da detec¢do de células CD31+ e
CD31- revestindo lumens vasculares, a simultaneidade de vasos de camundongos e
humanos no tecido regenerado, mostrando uma conexao entre as estruturas
vasculares formadas por HUVECs in vitro e a vasculatura do hospedeiro
(DISSANAYAKA et al., 2014). Tecido semelhante a polpa vascularizada foi constatado
por DISSANAYAKA et al. (2014) nos resultados da pesquisa, com a deteccao de
células semelhantes a odontoblastos presentes ao longo da superficie de dentina. Os
autores relataram que, apesar da facilidade de aquisicdo das HUVECS, seu uso no
cenario clinico ndo é possivel devido a incompatibilidade imunoldgica, sugerindo-se
como potencial opg¢do de troca, as ceélulas endoteliais progenitoras e as células
endoteliais microvasculares (DISSANAYAKA et al., 2014). A grande quantidade de
células necessarias para formar uma quantidade consideravel de tecido, segundo

DISSANAYAKA et al. (2014) € uma das maiores limitacbes da técnica livre de
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arcaboucos, e sugerem uma abordagem que combine as técnicas com uso de
arcaboucos e as livres de arcabougco para pesquisas futuras em endodontia
regenerativa.

Empregando um sistema de hidrogel peptidico 3D PuraMatrix,
DISSANAYAKA et al. (2015) investigaram o potencial regenerativo de tecidos tipo
polpa dental através de células-tronco da polpa dentaria (DPSCs) encapsuladas no
hidrogel injetavel pré-vascularizado com células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVECSs). As DPSCs foram isoladas de terceiros molares humanos higidos recém-
extraidos, enquanto que as HUVECs foram adquiridas comercialmente e, ap0s as
monoculturas e co-culturas em diferentes propor¢cdes de ambas as células serem
feitas, passaram a ser encapsuladas em concentracfes distintas de PuraMatrix
(DISSANAYAKA et al., 2015). Observou-se que o arcabouco de hidrogel peptidico
propiciou o desenvolvimento de uma rede vascular HUVEC estavel firmada por
DPSCs em seu interior, caracterizando como o melhor resultado o grupo de co-cultura
de células HUVECs e DPSCs no microambiente de concentracdo 0,15% de
PuraMatrix (DISSANAYAKA et al., 2015). Relatou-se, ainda, a capacidade de DPSCs
de mediar a angiogénese in vitro, especialmente pela expressdo de VEGF, assim
como a observacao de que a regeneracédo da totalidade do tecido pulpar é diretamente
dependente de uma conexao vascular (DISSANAYAKA et al., 2015).

Esses autores demonstraram, também, a ocorréncia de regeneracao parcial
do tecido tipo polpa em transplantes in vivo, com a regido coronal do canal radicular
sem contato com a vasculatura do hospedeiro, tendo a abertura coronal selada com
trioxido mineral agregado MTA. A equipe fez ainda uma observacao sobre o uso de
HUVECs no contexto clinico por causa da incompatibilidade imunolégica que
apresenta, podendo ser substituida por células endoteliais progenitoras e células
endoteliais microvasculares (DISSANAYAKA et al., 2015).

Em uma abordagem com o intuito de desenvolver um transportador de
células-tronco da polpa dentaria (DPSCs) que apresentem um potencial angiogénico,
KUANG R. et al. (2016) desenvolveram um copolimero em bloco fabricado em
microesferas nanofibrosas esponjosas (NF-SMS) interconectadas em microesferas
injetaveis, cultivadas em um meio hipoxico e, entdo, injetadas no canal radicular.
Como resultado, os pesquisadores observaram, como consequéncia da hipdxia,
aumento da expresséo de VEGF pelas hDPSCs atraves da ativacao do fator indutivel

por hipoxia (HIF-1a), originando uma vascularizagdo mais abundante e, devido a
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composicao fibrosa do arcabouco, melhor proliferacao e fixagcdo das hDPSCs in vitro,
com capacidade de regeneracao de tecido vascularizado semelhante a polpa em
modelo de implantagcdo subcutdnea em camundongo e modelo in situ de reparo da
polpa dental em camundongos (KUANG et al., 2016). Foi possivel observar no tecido
regenerado uma organizacdo histolégica com estrutura de polpa dental natural,
acreditando-se que a alta vascularizacdo do tecido do grupo cultivado em hipoxia
regulou a organizacao do tecido durante o processo de regeneracao (KUANG et al.,
2016).

ATHIRASALA et al. (2017) propuseram uma estratégia de fabricacdo de
construc@es de tecido semelhante a polpa pré-vascularizados de hidrogel GelMA em
canais radiculares completos in vitro, com o desenvolvimento de uma vasculatura feita
através da engenharia de tecidos que acompanhe o tecido semelhante a polpa desde
0 inicio do processo regenerativo, com o objetivo de prevenir a hipdxia tecidual até a
instauracdo da neo-vasculogénese. No estudo, embebidas em hidrogel GelMA,
células semelhantes a odontoblastos (OD21) foram utilizadas, assim como células
endoteliais formadoras de colénias (ECFCs) potencializando-se as condi¢cdes de
promocao de formagdo de monocamadas endoteliais no hidrogel com maior rigidez
(ATHIRASALA et al.,, 2017). O microcanal a ser inserido no hidrogel GelMA com
células foi fabricado a partir de fibras de agarose sacrificial modelada com uso de
capilar de vidro equipado com um pistdo de metal no interior e, entdo, posicionaram-
se as fibras sacrificiais dentro de um dente, no centro aproximado de um pré-molar
previamente preparado e desinfetado, e seguiu-se com o preenchimento da camara
pulpar e do canal radicular com precursor do hidrogel carregado com OD21, cercando
completamente a fibra de agarose que, apds fotopolimerizacéo do hidrogel GelMA, foi
aspirada e, entdo, as ECFCs foram semeadas nos microcanais construidos
(ATHIRASALA et al., 2017). Observou-se, além das formagdo da monocamada
endotelial dentro do microcanal, o desenvolvimento de brotos angiogénicos ativos
posteriormente a sete dias de cultura (ATHIRASALA et al., 2017). Os pesquisadores
relataram que é um estudo que serve como base para novas pesquisas de
desenvolvimento de estratégias para a engenharia da polpa dental vascularizada mais
sintetizada e eficiente, com uso de outros tipos celulares, visto que, para este estudo,
foram utilizadas células de animais que apresentam incompatibilidade para uso clinico
(ATHIRASALA et al., 2017).
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Com o intuito de investigar o potencial de inducdo da angiogénese do iloprost,
uma prostaciclina exdégena de agéo prolongada, SEANG et al. (2018) desenvolveram
um sistema tridimensional de cultura de 6rgéo, utilizando fatias de dente humano com
o tecido pulpar ileso. Como resultado da pesquisa, 0s autores observaram aumento
da expressdo de VEGF através dos marcadores histo-quimicos, caracterizando a
promocao da angiogénese no grupo de sistema cultivado com iloprost, com aumento
de formacdo de novos vasos sanguineos (SEANG et al.,, 2018). De acordo com
SEANG et al. (2018), iloprost pode ser uma biomolécula favoravel para o aumento da
formacg&o de novos vasos sanguineos.

JUN et al. (2018) fizeram um experimento com a finalidade de investigar o
potencial angiogénico em células da polpa dentaria (DPCs) e células endoteliais, de
um tipo de plasma de fibrina, o concentrado de fatores de crescimento (CGF), que
possui numerosos fatores de crescimento, como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), entre outros. Segundo os autores, a abordagem de
concentrado de plaquetas é ser um arcabouco natural advindo do sangue humano,
gue apresenta a capacidade de agilizar o reparo tecidual e, por ndo possuir o total de
componentes do sangue, afasta o risco de doencas infecciosas (JUN et al.,2018).
Nesse experimento, JUN et al. (2018) elaboraram o CGF através da centrifugacéo do
sangue coletado de trés adultos saudaveis e ndo fumantes, com a filtracdo dos
coagulos de CGF. Foram semeadas DPCs e células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVECs) em meio com CGF em diferentes concentragdes, sendo que as
células endoteliais nessas diferentes concentracdes de CGF foram inseridas em
matrigel e cultivadas (JUN et al., 2018). Os autores observaram que as DPCs
cultivadas com CGF tiveram maior proliferacdo celular em comparacdo com o0 grupo
controle, assim como as HUVECs, que ainda obtiveram maior migracédo celular e,
ainda, nas células endoteliais tratadas com CGF cultivadas em matrigel, verificou-se
a formacéo de estruturas semelhantes a vasos sanguineos apos quatro horas, com
aumento quantitativo de desenvolvimento de tubos em comparacgéo ao grupo controle
(JUN et al.,2018). Com os resultados do estudo, os pesquisadores observaram, ainda,
0 aumento da expresséo de VEGF, PDGF nas DPCs, sugerindo que o CGF apresenta
um papel significativo na revascularizagédo da polpa dental, porém ressaltaram que se

fazem necessarios estudos futuros com CGF in vivo (JUN et al., 2018).
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5. DISCUSSAO

Vascularizacéo é sinbnimo de vida, pois € a partir desse processo que se inicia
a complexidade do desenvolvimento na fase embrionaria, caracterizado pela
diferenciacdo de tecidos e o desenvolvimento dos 6rgdos (RISAU et al., 1995). A
garantia da existéncia e possivel manutencdo de processos fisiolégicos também se
da através da circulacdo sanguinea na vida adulta. Faz-se marcadora para
funcionalidade, vitalidade, regeneragédo, compatibilidade, sobrevivéncia e outras
tantas situagcdes em que a vascularizagdo atua concomitantemente ou, ainda, se
apresenta como resultado.

Sao inumeros os processos dependentes da formacdo de novos vasos
sanguineos, tanto em situacoes fisiolégicas como patoldgicas e que podem ocorrer
nas diferentes regides do corpo humano. As pesquisas feitas através de modelos
angiogénicos in vitro, com o intuito de investigacdo dos mecanismos envolvidos
durante o processo (KAULLY et al., 2009) determinaram a possibilidade da
compreensao da angiogénese aberrante que ocorre em patologias como o cancer, e,
a partir disso, tornou-se possivel desenvolver terapias com moléculas-alvo
(POLVERINI et al., 2002). Em situacBes em que os tecidos necessitam de maior fluxo
sanguineo, como no reparo de feridas, fisiologicamente, a formacdo de novos vasos
sanguineos ocorre de maneira controlada através do equilibrio de fatores pro-
angiogénicos e as moléculas inibidoras do processo (SAGHIRI et al., 2015). Esse
processo fisioldgico de formacéo de novos vasos sanguineos faz-se vital da mesma
forma no sucesso da implantacdo das construcfes teciduais a partir da Engenharia
de Tecidos, sendo a base para adaptacdo e sobrevivéncia no tecido em que foi
introduzido.

Assim como ocorre com o0s tecidos lesados durante a cicatrizagao,
construcbes teciduais da Engenharia de Tecidos necessitam de maior aporte
sanguineo no momento da implantacéo, para garantir que todas as regifes recebam
oxigénio e nutrientes suficientes, de acordo com a demanda de cada tecido. Como
processo natural, o organismo hospedeiro do implante desenvolve o brotamento dos
vasos sanguineos com o intuito de suprir as necessidades que o tecido implantado
estd demandando através da hipOxia, porém caracteriza-se por um processo lento,
incapaz de garantir a chegada de novos vasos sanguineos antes da necrose de

células que residem no interior dos tecidos implantados (KAULLY et al., 2009). Da
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mesma forma, 0 organismo tenta suprir 0 novo tecido que apresenta caréncia de
oxigénio através da difusdo tecidual, que s6 beneficia as células que se encontram
préximas aos vasos sanguineos do organismo hospedeiro, que estdo na periferia do
tecido implantado (DISSANAYAKA et al., 2017; KAULLY et al., 2009).

A érea da Engenharia de Tecidos € uma area multidisciplinar que ao longo
dos ultimos anos, junto ao avango da tecnologia, tornou realidade o que se pensava
ser, como citado por GALLER et al. (2011), “ficcao cientifica”, como o primeiro
transplante bem-sucedido de traqueia desenvolvida a partir da Engenharia de Tecidos
e, ha area da Odontologia, o desenvolvimento do primeiro germe dental com
bioengenharia. Esse novo campo na &area odontolégica esta em crescente
desenvolvimento, com terapias clinicas com desfechos favoraveis, e esta presente
tanto no campo da regeneracdo do complexo dentino-pulpar, como na regeneracao
0ssea, abrangendo diferentes areas de atuacédo (GALLER et al., 2011; YADLAPATI et
al, 2017).

O desafio da vascularizacédo ideal durante o processo de regeneracdo do
tecido pulpar potencializou o aumento de pesquisas de estratégias, com o intuito da
resolutividade dessa desafiadora barreira, e diferentes abordagens estdo sendo
desenvolvidas ao redor do mundo com pesquisas para o0 desenvolvimento da
vascularizacdo do tecido semelhante a polpa desenvolvidos através da Engenharia
de Tecidos (ATHIRASALA et al.,, 2017), como as que foram apresentadas neste
estudo. Muitos dos resultados promissores das pesquisas de vascularizacdo nas
construcbes de bioengenharia estdo servindo como norteadores para futuras
pesquisas, tanto na area da medicina regenerativa aplicada na Odontologia, como em
estudos desenvolvidos dentro da Odontologia regenerativa, com a expectativa de
cada vez mais chegar perto da resolucéo da dificuldade envolvida na vascularizacéo
ideal nos tecidos implantados.

Estratégias de regeneracdo do tecido pulpar se encontram como uma
alternativa ao tratamento endodéntico convencional, na é&rea da endodontia
regenerativa, e buscam o mesmo desfecho a partir de diferentes protocolos: a
regeneracao pulpar, com o restabelecimento de sua funcionalidade e biologia
(ATHIRASALA et al., 2017; KUANG et al., 2016; ERAMO et al., 2017).

Algumas abordagens envolvem o transplante de células, enquanto outras sao
caracterizadas por arcaboucos sem células e com fatores de crescimento, conhecido

como homing celular (ERAMO et al., 2017). Cada estratégia empregada nas
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pesquisas possui dificuldades em aplicabilidade clinica, como a vascularizagdo
insatisfatoria para a viabilidade do transplante de células, o alto custo envolvido e a
complexidade da técnica, assim como, no caso do homing celular, a insuficiéncia de
células enddgenas para serem atraidas quimiotaticamente pelos fatores de
crescimento inseridos no arcabouco de material biocompativel, quando em dentes
maduros com polpa inflamada (ERAMO et al., 2017). Dentro de cada estratégia de
pesquisa com o objetivo de regeneracao pulpar, seja homing celular ou em transplante
de células, os estudos estdo buscando solucionar os desafios encontrados em

pesquisas anteriores.

Diferentes abordagens com o intuito de regenerar o tecido pulpar de dentes
maduros se desenvolveram nos ultimos anos, porém a necessidade de processos
bioldgicos intensos para desenvolver uma vasculatura interconectada e funcional das
estratégias propostas (ATHIRASALA et al., 2017), assim como a complexidade que
envolve o desenvolvimento e o tempo prolongado de fabricagdo, caracterizam o0s
empecilhos para a pratica clinica. Conforme citado por ATHIRASALA et al. (2017), a
falta de uma estratégia de biofabricacdo mais simplificada que permita o
desenvolvimento de uma vasculatura de curto prazo e com maior capacidade de
aplicabilidade clinica, faz-se o grande obstaculo para o uso clinico da endodontia
regenerativa na regeneracao do tecido pulpar em toda extenséo do canal radicular em
dentes maduros.

A ideia de que sera possivel manter a vitalidade da polpa dental em dentes
maduros independente da origem que danificou o tecido, proporcionando a devolugao
da funcionalidade e maior longevidade ao dente em comparacdo a terapia
endodoéntica convencional, torna os esforcos dos pesquisadores valiosissimo na

construcdo de uma nova Odontologia.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento endododntico convencional é a solucdo protocolar para as lesdes
no tecido pulpar, que resultam no alivio da dor assim como na possibilidade de o dente
ser mantido em boca, sem a polpa viva. O dente com canal radicular obturado com
material inerte ndo apresenta mais vitalidade e, com isso, torna-se mais fragil e sem
capacidade para combater infeccdes. Este estudo apontou a possibilidade de tratar a
polpa dental e restabelecer a atividade biologica desse tecido e, consequentemente,
manter a vitalidade do dente, sendo este o principal objetivo que a endodontia
regenerativa esta explorando através das pesquisas de estratégias da Engenharia de
Tecidos.

Esta revisao de literatura mostrou que a angiogénese resultante dos ensaios
e experimentos presentes nos estudos é aquela mediada pelo processo do
brotamento de capilares a partir de vasos pré-existentes. Ainda foi possivel observar
a preocupacdo de garantir influxo sanguineo aos tecidos regenerados ou
desenvolvidos por Engenharia de Tecidos, visando a sua vitalidade e funcionalidade.

A complexidade da obtencdo de células-tronco isoladas de tecidos, das
técnicas de cultivo de células juntamente com o alto custo envolvido, a dificuldade
ainda ndo vencida de fabricacdo de um arcabouco ideal e do desenvolvimento de uma
vascularizacdo satisfatéria, sdo os desafios que a Engenharia de Tecidos esta
continuamente buscando solucionar, conforme descrito nesta reviséo de literatura.

Os obstaculos que impossibilitam a aplicabilidade clinica das técnicas de
regeneracao do tecido pulpar em toda extenséo do canal radicular de dentes maduros
sdo analogas aos que a Engenharia de Tecidos enfrenta, conforme ja elencados.
Porém, ndo esta distante o futuro em que a execucéo clinica sera viavel, devido aos
avancos cada vez mais precisos das estratégias regenerativas, assim como os vastos
esforcos dos pesquisadores em diferentes partes do mundo. Dessa forma, ficara na
mao dos cirurgibes-dentistas que buscam o melhor para o bem-estar e qualidade de

vida de seus pacientes, a constante atualizacao frente a nova Odontologia.
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8. ANEXO- Ata de apresentacao do trabalho de conclusao de curso




