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RESUMO 
Este trabalho teve por objetivo empregar diferentes técnicas de engenharia tecidual 
e biotecnologia para o desenvolvimento de scaffolds biomiméticos em associação 
com moléculas com reconhecido potencial osteogênico, visando seu emprego em 
estratégias cell-homing para reparo do complexo dentina-polpa. A primeira 
estratégia foi baseada na formulação de scaffolds de quitosana (CH) contendo 
hidróxido de cálcio (Ca) e beta-glicerofosfato de sódio (βGP), sendo realizada sua 
caracterização físico-química (MEV, EDS, FTIR, perda de massa, grau de 
porosidade) e biológica in vitro (ensaios de contato direto e extrato). O potencial cell-
homing foi testado em um modelo experimental pulp-in-a-chip, onde os scaffolds 
sem células foram cultivados justapostos a uma cultura 3D das células pulpares 
humanas sob pressão intra-pulpar simulada. Viabilidade celular (Alamar blue e 
Live/Dead), adesão/espalhamento (F-actina), migração celular (transwell), deposição 
cálcio/matriz mineralizada (o-cresolftaleína/Alizarin red), atividade de ALP (ensaio 
ponto final) e expressão de DSP (imunofluorescência) foram avaliados (n=6; 
ANOVA/Tukey; α=5%). A partir da incorporação de Ca e βGP em uma formulação 
específica foi possível desenvolver um scaffold poroso de quitosana contendo nano-
glóbulos de cálcio e fosfato depositados sobre sua superfície (CH-Ca-βGP), com 
grau de degradabilidade controlada. Este scaffold permitiu adequada interação com 
as células pulpares semeadas sobre os mesmos, apresentando efeito 
bioestimulador sobre a viabilidade e expressão de marcadores de diferenciação 
odontogênica (ALP e mineralização), bem como foi capaz de modular a quimiotaxia 
e diferenciação celular à distância, de forma significativamente superior às demais 
formulações. Finalmente, o ensaio pulp-in-a-chip demonstrou seu potencial em 
mobilizar células da cultura 3D para sua superfície, e induzir a expressão de DSP e 
matriz mineralizada na ausência de suplementação osteogênica. A segunda 
estratégia foi baseada na formulação de um hidrogel fotopolimerizável de gelatina e 
metacrilato de metila (GelMA), ao qual foram adicionados nanotubos de haloisita 
(HNT) contendo dexametasona (DEX), criando-se um sistema de liberação 
controlada. Estes hidrogéis foram caracterizados quanto a morfologia (MEV), 
composição física e química (MET/FTIR), degradação enzimática e resistência 
compressiva. A avaliação biológica foi realizada por meio do contato direto com 
células pulpares humanas de dentes decíduos (SHEDs), e em modelo de co-cultura 
a distância com transwells sob estímulo inflamatório (LPS). Foram realizadas 
análises de viabilidade celular (MTS), atividade de ALP (AnaSpec) e deposição de 
matriz mineralizada (Alizarin red). A biocompatibilidade foi avaliada por teste de 
implantação em subcutâneo de ratos, e o potencial bioativo em defeitos críticos em 
calvária (ANOVA Two-way/Tukey; α=5%). Foi possível desenvolver um hidrogel 
macro-poroso com adequado módulo de compressão e degradabilidade, capaz de 
promover liberação controlada da DEX. As células semeadas sobre a superfície do 
GelMA contendo 5% de HNT-DEX 10% e em modelo de co-cultura sob estímulo 
inflamatório apresentaram os maiores valores de atividade de ALP e deposição de 
matriz mineralizada. Este biomaterial não promoveu reação inflamatória tecidual, e 
foi capaz de aumentar intensamente a deposição óssea in vivo. A partir dos 



 
 

resultados obtidos, podemos concluir que ambos os sistemas desenvolvidos são 
promissores para aplicação na regeneração dentinária, pois são capazes de interagir 
positivamente com as células pulpares e estimulam a expressão do fenótipo 
odontoblástico in vitro e in vivo. 
 
 
Palavras-Chave: Medicina Regenerativa. Engenharia Tecidual. Dentina. 
  



 
 

Bordini EAF. Tissue engineering and biotechnology applied to the development of 
multifunctional scaffolds to stimulate pulp-dentin complex repair [tese de doutorado]. 
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ABSTRACT 
The aim of this study was to apply tissue engineering and biotechnology techniques 
to develop biomimetic scaffolds in association with osteogenic molecules, as a cell-
homing therapy for dentin regeneration. The first strategy was based on chitosan 
(CH) scaffolds containing calcium hydroxide (Ca) and beta-glycerophosphate (βGP). 
The scaffolds were subjected to physical-chemical (MEV, EDS, FTIR, degradation, 
porosity degree) and in vitro biological characterizations (direct contact and extract 
assay). Cell-homing potential was evaluated in a pulp-in-a-chip experimental model, 
in which cell-free scaffolds were cultivated in intimate contact with 3D cultures of 
dental pulp cells under simulated intra-pulpal pressure. Cell viability (Alamar blue and 
Live/Dead), adhesion/spread (F-actin), cell migration (transwell), calcium/mineralized 
matrix deposition (o-cresolftaleína/Alizarin red), ALP activity (end point assay) and 
DSP expression (immunofluorescence) were evaluated (n=6; ANOVA/Tukey; α=5%). 
The incorporation of Ca and βGP in a specific formulation created a stable porous 
chitosan scaffold containing calcium phosphate nano-globules on its surface (CH-Ca-
βGP). This scaffold allowed adequate interaction with pulp cells and presented 
biostimulator effect on cell viability and odontogenic markers expression (ALP and 
mineralization) on cells seeded onto its surface and at distance, along with 
chemotactic potential. These cell effects were significantly higher than the other 
formulation. Finally, pulp-in-a-chip assay showed that CH-Ca-βGP mobilized cells 
from 3D culture to its surface, and induced DSP expression and mineralized matrix 
deposition in absence of osteogenic supplementation. In the second strategy, a 
photopolymerized hydrogel composed by gelatin and methyl metacrylate (GelMA) 
was associated with halloysite nanotubes (HNT) functionalized with dexamethasone 
(DEX), creating a drug delivery system. Hydrogel morphology (MEV), physical and 
chemical composition (MET, FTIR), enzymatic degradation and compressive strength 
were assessed. Biological analysis was performed by seeding stem cells from human 
exfoliated deciduous teeth (SHEDs) onto hydrogens, and by means of a co-culture 
model at distance using transwells under inflammatory stimulus (LPS). Cell viability 
(MTS), ALP activity (AnaSpec) and mineralized matrix deposition (Alizarin red) were 
determined. Hydrogel biocompatibility was evaluated after rat’s subcutaneous 
implantation and the bioactive potential was investigated on critical calvarial defects 
(ANOVA Two-way/Tukey; α=5%). It was possible to create a porous hydrogel with 
adequate compressive modulus and degradability, capable to promote a controlled 
release of DEX. Cells seeded on GelMA surface containing 5% of HNT-DEX 10% 
and in co-culture model under inflammatory stimulus presented the highest values of 
ALP activity and mineralized matrix deposition. This biomaterial did not elicit 
inflammatory reaction and was capable to promote an intense increase on bone 
deposition in vivo. Based these results, it was possible conclude that both systems 
are promising for application in dentin regeneration, since they are capable to interact 
positively with pulp cells and also stimulate the odontoblastic phenotype expression 
in vitro and in vivo. 
 
Keywords: Regenerative medicine. Tissue engineering. Dentin. 
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1 INTRODUÇÃO 

Há vários anos, diversos pesquisadores têm trabalhado no sentido de tentar 

compreender e então modular o processo de regeneração tecidual através do 

desenvolvimento de biomateriais que se adaptem ao microambiente biológico ao 

qual é inserido, de forma a induzir uma resposta celular específica e otimizar o 

processo de reparo local1-3. Assim, o emprego dos conceitos de Engenharia 

Tecidual e Biotecnologia têm apresentado amplo destaque dentro da Medicina e 

Odontologia contemporânea, sendo considerados como um campo multidisciplinar 

que integra princípios da ciência dos materiais, farmacologia, biologia celular e 

molecular, com o objetivo de solucionar problemas clínicos de forma mais efetiva4-6. 

Esta área de estudo baseia-se na interação de um biomaterial para atuar como 

substituto temporário da matriz extracelular (scaffold), células precursoras com 

potencial regenerativo e fatores biológicos para modulação da resposta celular7-10.  

A formulação de scaffolds biocompatíveis e bioativos, capazes de induzir a 

quimiotaxia das células tronco residentes do tecido pulpar (DPCs) para o sítio de 

regeneração, seguido de diferenciação odontoblástica e deposição de matriz 

extracelular mineralizada, é de grande interesse para a regeneração da dentina em 

casos de exposição pulpar em uma estratégia denominada cell-homing11-13. No 

capeamento pulpar direto (CPD), espera-se que a superfície do biomaterial em 

contato com a polpa participe efetivamente da formação de uma barreira de dentina 

por meio da indução do processo de regeneração tecidual mediado pelas DPCs. A 

estratégia cell-homing dentro da Engenharia Tecidual vem ganhando cada vez mais 

popularidade entre os pesquisadores devido aos aspectos éticos envolvidos, visto 

que esta terapia não envolve a implantação de células tronco em seres humanos, o 

que gera menor custo operacional e praticidade técnica, aproximando, assim, a 

experimentação laboratorial da aplicabilidade clínica3,11,14. Para tanto, o biomaterial 

a ser empregado nesta terapia deve promover quatro fenômenos biológicos básicos: 

1) induzir a quimiotaxia das células precursoras; 2) permitir sua adesão e 

proliferação; 3) induzir sua diferenciação; e 4) ativar sua atividade secretória, 

resultando na deposição do novo tecido11,15. 

O processo de adesão e proliferação das células precursoras sobre a 

estrutura dos scaffolds pode ser otimizado por meio do controle da arquitetura e 

composição química dos biomateriais16,17. Dessa forma, os scaffolds formulados 
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devem apresentar composição química similar ao tecido alvo, e propriedades 

mecânicas adequadas, além de uma morfologia que estimule o espalhamento 

celular, com a consequente expressão de um fenótipo odontoblástico18-20. O 

emprego de polímeros naturais, como a quitosana e gelatina, tem ganhado 

popularidade devido a melhor biocompatibilidade com os tecidos circundantes 

desde que a composição química é similar à matriz extracelular in vivo21-23. A 

quitosana apresenta similaridade estrutural com as glicosaminoglicanas teciduais, o 

que proporciona integração com o tecido circundante, apresentando grupamentos 

amino e hidroxila que podem ser empregados para conjugação com drogas, fatores 

de crescimento e minerais de forma a aumentar sua bioatividade24. Já a gelatina é 

composta por colágeno desnaturado, o principal componente da matriz extracelular 

do tecido pulpar. Assim, scaffolds a base de gelatina são ricos em sequencias RGD 

(arginine-glycine-aspartic acid) aumentando as taxas de adesão e diferenciação 

celular23,25,26. 

A incorporação de fases minerais em scaffolds desenvolvidos para 

regeneração de tecidos mineralizados, tais como hidroxiapatita, beta-tri-calcio-

fosfato, aluminato de cálcio, hidróxido de cálcio, dentre outros, aumenta a interação 

das células mesenquimais indiferenciadas com o substrato, devido à maior 

similaridade com a matriz extracelular natural, induzindo fortemente a expressão do 

fenótipo osteoblástico/odontoblástico, com consequente aumento na deposição de 

matriz mineralizada in vitro e in vivo20,21,27-32,33. Outra estratégia que apresenta 

resultados promissores é a associação destas fases minerais com moléculas 

empregadas na suplementação osteogênica in vitro, como o ácido ascórbico (AA) e 

o beta-glicero-fosfato (βGP), com o objetivo de criar um scaffold biomimético capaz 

de promover um microambiente pró-osteogênese. Estudos prévios demonstraram 

que esta associação leva a um aumento na diferenciação osteo/odontogênica e na 

deposição óssea in vivo, tendo sido demonstrado que o βGP em associação com 

cálcio aumenta de forma intensa o potencial mineralizador de scaffolds sintéticos e 

naturais24-36. Assim, o βGP tem sido considerado como uma molécula bioativa 

dentro da engenharia de tecidos mineralizados, com baixo custo, elevada 

estabilidade e efeito bioativo similar aos fatores de crescimento empregados para 

esta proposta terapêutica36. 

Outra forma de apresentação dos scaffolds com grande aplicabilidade para 

regeneração dentinária são os hidrogéis fotoativados, devido a sua fácil 
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manipulação e possibilidade de injeção direta na área de defeitos pequenos e 

irregulares. Dentre estes hidrogéis, o metacrilato de gelatina (GelMA) apresenta 

estrutura tridimensional macro-porosa rica em colágeno e sequências RGD 

(arginina-glicina-aspartato), o que proporciona maior adesão, espalhamento e 

proliferação celular sobre a estrutura do biomaterial37. Com a introdução de anidrido 

metacrílico à solução da gelatina, ocorre um aumento da estabilidade mecânica do 

hidrogel proporcionada por ligações moleculares insaturadas que se formam com os 

grupamentos amina livres presentes na molécula do polímero22,38,39. Além disso, 

este hidrogel pode ser polimerizado após a adição de fotoiniciadores, que quando 

ativados por luz UV ou LED se decompõe e produzem radicais livres que se ligam 

aos grupos metacrilatos, tornando-os materiais tridimensionalmente estáveis a 

temperatura ambiente40. Ainda, por ser um hidrogel composto por gelatina, quando 

submetido ao processo de hidrólise obtém-se como produto final o colágeno, 

principal componente da matriz extracelular da dentina41. Diversos estudos já 

demonstraram o potencial do GelMA como plataforma para proporcionar a 

regeneração óssea42,43, do tecido pulpar44,45 e de tecidos mineralizados 

vascularizados37,46. 

Outra versatilidade dos hidrogéis é a possibilidade de criar sistemas de 

liberação controlada de drogas, a partir da incorporação de componentes bioativos 

durante o processo de formulação dos biomateriais37,42,45. Assim, o uso de 

nanotubos torna-se promissor por estas estruturas proporcionarem um aumento na 

efetividade do sistema, devido à maior área de superfície, permitindo uma liberação 

lenta e gradual de baixas dosagens de drogas bioativas47. Dentre estas estruturas, 

os nanotubos de haloisita (HNTs) são interessantes desde que são oriundos de uma 

fonte natural e biocompatível, a argila48. Os HNTs são estruturas tubulares que 

ocorrem naturalmente, sendo formados internamente por lâminas de aluminosilicato 

de caulina, enroladas de 15 a 20 vezes gerando um diâmetro interno de cerca de 15 

nm. Esta superfície interna constituída por alumina apresenta carga positiva, 

enquanto a superfície externa recoberta por sílica é carregada negativamente e 

apresenta diâmetros variando de 40-60 nm47,49. Esta morfologia e composição dos 

HNTs possibilita o carregamento de drogas distintas, com diferentes características 

de carga50. Devido ao seu comprimento (0.4-1.5 µm), suas partículas são facilmente 

dispersas em água ou polímeros polares, tornando-os um sistema altamente 

promissor para incorporação em hidrogéis, como o GelMA51. 
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De acordo com a literatura, quando usados como sistema de liberação de 

drogas, os HNTs apresentam a habilidade de proteger a droga contra a degradação 

por enzimas, e proporcionam um aumento no tempo de liberação47. Diversos 

estudos já demonstraram que os HNTs não apresentam toxicidade sobre células 

humanas, apesar das mesmas serem capazes de penetrarem o ambiente 

intracelular. Além disso, esta característica se torna interessante por permitir o 

carregamento de drogas para o interior das células. A capacidade destas estruturas 

em promover a liberação de diversas drogas, aumentando a bioatividade de 

scaffolds já é bem consolidada na literatura47,52-54. 

Assim, surge o interesse em investigar o potencial dos HNTs funcionalizados 

com moléculas bioativas como uma estratégia para estimular a regeneração de 

tecidos mineralizados in situ. Dentro deste contexto, a dexametasona (DEX) 

apresenta-se como uma droga em potencial para regeneração de tecidos 

mineralizados, devido à mesma modular a expressão do fenótipo 

osteo/odontoblástico, promovendo aumento da deposição de matriz mineralizada55-

58. A DEX é um corticosteroide sintético comumente utilizado no tratamento de 

condições inflamatórias, auxiliando no controle da dor e no direcionamento da 

resposta celular55,58,59. Entretanto, a administração local da DEX em altas 

concentrações pode ocasionar efeitos tóxicos sobre as células, interferindo 

negativamente na neo-formação tecidual55. Estudos prévios já demonstraram que é 

possível obter um padrão de liberação controlada da DEX por meio de sua 

incorporação no interior dos HNTs60; desta forma, o emprego desta tecnologia em 

combinação com GelMA surge como uma estratégia altamente interessante para a 

regeneração dentinária em casos de exposição pulpar. 

Diante do exposto, o presente projeto de pesquisa propôs a aplicação de 

diferentes tecnologias no campo da engenharia tecidual para obter scaffolds 

bioativos com potencial para regeneração dentinária. Duas propostas foram 

abordadas visando a regeneração dentinária: (1) desenvolvimento de um scaffold 

poroso de quitosana em associação com hidróxido de cálcio e beta-glicerofosfato; e 

(2) formulação de um hidrogel fotopolimerizável de GelMA contendo um sistema de 

liberação controlada de dexametasona à base de HNTs. Desta forma, esta Tese de 

Doutorado será dividida em dois capítulos, de forma a abordar separadamente as 

duas estratégias desenvolvidas.  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os tratamentos tradicionalmente empregados no cenário clínico para 

manutenção da vitalidade pulpar envolvem a aplicação de cimentos à base de 

hidróxido de cálcio, que são conhecidos por seus efeitos tóxicos sobre as células da 

polpa dental humana (DPCs), induzindo necrose de coagulação associado à 

inflamação no tecido circundante, retardando o processo de reparo do tecido pulpar. 

As técnicas empregadas na Engenharia tecidual permitem o desenvolvimento 

de scaffolds bioativos com diferentes formulações e topografias de superfície, as 

quais interferem diretamente no processo de reparo tecidual dentro de um contexto 

minimamente invasivo. Estes biomateriais buscam otimizar a resposta celular 

criando um microambiente similar ao da matriz extracelular do tecido alvo que foi 

perdido, com o intuito de promover alta biocompatibilidade para as interações 

celulares, favorecendo seu crescimento. 

Scaffold poroso de quitosana contendo em sua composição cálcio e solução 

de beta-glicerofosfato de sódio favorece a proliferação celular e diferenciação 

odontogênica para DPCs semeadas em contato direto sobre sua estrutura, além de 

apresentar potencial bioativo a distância sobre as células. Resultados promissores 

desta formulação, para aplicação em terapias cell-homing foram obtidos quando 

empregado o modelo de pulp-in-a-chip, demonstrando o potencial quimiotático 

destes scaffolds em estimular a migração de células para sua estrutura, com 

consequente diferenciação odontogênica determinada pela deposição de matriz rica 

em cálcio e expressão de DSP. 

O desenvolvimento do hidrogel a base de metacrilato de gelatina (GelMA), 

contendo em sua composição 5% de nanotubos de haloisita carregados com 

dexametasona 10%, demonstrou excelente potencial bioativo e odontogênico sobre 

células pulpares humanas de dentes decíduos (SHEDs). A partir da composição 

deste hidrogel multifuncional foi possível estimular a deposição de matriz 

mineralizada mesmo em ambiente celular sob estímulo inflamatório. Esta 

formulação apresentou potencial promissor para aplicação em terapias cell-homing 

em estratégias de regeneração/reparo dentinário por aumentar consideravelmente a 

formação óssea em defeitos críticos de calvária, além de apresentar reação 

inflamatória tecidual mínima. 
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