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Leite MLAS. Síntese e avaliação de biomateriais associados a proteínas da matriz 

extracelular para a regeneração do tecido pulpar [tese de doutorado]. Araraquara: 

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021. 

RESUMO 

A regeneração tecidual guiada tem sido considerada uma estratégia promissora para 

substituir terapias endodônticas convencionais em casos de dentes com rizogênese 

incompleta. Portanto, no presente estudo, proteínas da matriz extracelular 

(fibronectina, laminina e colágeno tipo I) foram avaliadas a fim de selecionar um 

potente agente de sinalização sobre células da papila apical humana (hAPCs). Em 

seguida, com o objetivo de desenvolver biomateriais inovadores para regeneração 

pulpar de dentes com rizogênese incompleta, um scaffold tubular de nanofibras e um 

hidrogel de preenchimento foram sintetizados e associados à proteína da matriz 

extracelular com maior potencial bioativo. Assim, foi possível avaliar a influência dos 

biomateriais sobre a migração, adesão, proliferação e síntese de colágeno pelas 

hAPCs. No Artigo 1, diferentes concentrações (1, 5 e 10 µg/mL) de fibronectina (FN), 

laminina (LM) e colágeno tipo I (COL) foram aplicadas no fundo de compartimentos 

não tratados de placas de 96 compartimentos esterilizadas. Como controles negativo 

(CN) e positivo (CP), compartimentos não tratados e pré-tratados, respectivamente, 

foram usados. Após semear as hAPCs nos diferentes substratos, os seguintes 

parâmetros de bioatividade foram avaliados: adesão, viabilidade, espalhamento, 

síntese de colágeno total/colágeno tipo I e expressão gênica (ITGA5, ITGAV, 

COL1A1, COL3A1). Maior potencial de adesão foi observado para todas as 

concentrações de FN, sendo o efeito dose-dependente. Os melhores resultados de 

viabilidade e espalhamento celular, bem como síntese de colágeno ocorreram 

quando 5 e 10 µg/mL de FN foi utilizado. FN na concentração de 10 µg/mL 

aumentou a expressão de ITGA5, ITGAV e COL1A1 em comparação ao CP. Embora 

maiores valores de bioatividade tenham sido demostrados pela LM (5 e 10 µg/mL) 

em comparação ao CN, essas concentrações de LM exibiram menores efeitos 

bioativos em relação ao CP. As concentrações de COL avaliadas não mostraram 

bioatividade sobre as células em cultura. Portanto, concluiu-se que FN nas 

concentrações de 5 e 10 µg/mL exerceu efeitos bioativos mais intensos sobre as 

hAPCs. Então, no Artigo 2, a técnica de electrospinning foi empregada para obter, 

por meio do uso de poli-caprolactona (PCL), scaffolds de nanofibras aleatórias (NR) 

e alinhadas (NA), os quais tiveram suas propriedades biológicas avaliadas. As 

melhores formulações de NR e NA foram associadas a 0, 5 ou 10 µg/mL de FN 

sendo a bioatividade determinada. Finalmente, scaffolds tubulares de NR e NA 

revestidos com FN foram desenvolvidos e seu potencial quimiotático foi analisado 

usando um modelo in vitro para simular a regeneração pulpar de dentes com 

rizogênese incompleta. Foi demonstrado que todos os scaffolds testados são 

citocompatíveis. No entanto, NR e NA à base de 10% de PCL promoveram maior 

proliferação, adesão e espalhamento de hAPCs. Células poligonais e alongadas 



foram observadas em NR e NA, respectivamente. Quanto maior a concentração de 

FN nos scaffolds, maior a migração, viabilidade, proliferação, adesão e 

espalhamento celular, bem como a síntese de colágeno e expressão gênica (ITGA5, 

ITGAV, COL1A1, COL3A1). Além disso, os scaffolds tubulares de NA associados 

com FN (10 µg/mL) mostraram maior potencial quimiotático sobre as APCs. Então, 

concluiu-se que os scaffolds tubulares de NA revestidos com FN são biomateriais 

promissores, os quais talvez possam ser usados, no futuro, para promover 

regeneração pulpar mediada por hAPCs em casos de dentes com rizogênese 

incompleta. No Artigo 3, hidrogéis com variada proporção de colágeno e gelatina 

(Col/Gel; v/v) foram inicialmente preparados e avaliados de acordo com os seguintes 

grupos: Colágeno (controle positivo); Col/Gel 4:6; Col/Gel 6:4; Col/Gel 8:2. A 

viabilidade, adesão/espalhamento das hAPCs semeadas nos hidrogéis foi 

determinada. Diferentes concentrações de FN (0, 5 ou 10 µg / mL) foram 

incorporadas à melhor formulação do hidrogel de colágeno/gelatina selecionada. Em 

seguida, as hAPCs semeadas nos biomateriais foram analisadas quanto a migração, 

viabilidade, adesão/espalhamento e expressão gênica de ITGA5, ITGAV, COL1A1 e 

COL3A1. As células do grupo Col/Gel 8:2 exibiram a maior viabilidade e 

adesão/espalhamento, semelhante ao observado no grupo controle. Ainda, as 

hDPCs exibiram maior migração, viabilidade, adesão/espalhamento e expressão 

gênica de marcadores envolvidos na regeneração pulpar quanto maior a 

concentração de FN incorporada ao hidrogel de colágeno/gelatina. Assim, concluiu-

se que um hidrogel de colágeno/gelatina com 10 µg/mL de FN apresentou potente 

efeito bioativo e quimiotático sobre hAPCs em cultura.  

Palavras – chave: Proteínas da matriz extracelular. Nanofibras. Hidrogéis. 
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ABSTRACT 

Guided tissue regeneration has been considered a promising strategy to replace 

conventional endodontic therapy of teeth with incomplete root formation. Therefore, 

in the present study extracellular matrix proteins (fibronectin, laminin and type I 

collagen) were assessed to select a potent signaling agent on human apical papilla 

cells (hAPCs). Next, to develop interesting biomaterials for pulp regeneration of teeth 

with incomplete root formation, a tubular nanofiber scaffold and a filling hydrogel 

were synthesized and associated with the most bioactive extracellular matrix protein 

previously selected. The biomaterials were evaluated concerning their influence on 

migration, adhesion, proliferation and collagen synthesis by hAPCs. Then, in Paper 

1, different concentrations (1, 5, and 10 µg/mL) of fibronectin (FN), laminin (LM), and 

type I collagen (COL) were applied to the bottom of non-treated wells of sterilized 96-

well plates. As negative (NC) and positive (PC) controls, non-treated and pre-treated 

wells, respectively, were used. After seeding the hAPCs on the different substrates, 

the following bioactivity parameters were assessed: adhesion, viability, spreading, 

total collagen/type I collagen synthesis and gene expression of ITGA5, ITGAV, 

COL1A1, and COL3A1. The greatest cells attachment occurred for all concentrations 

of FN, and in a dose-dependent way. The highest cell viability, spreading and 

collagen synthesis was observed when 5 and 10 µg/mL of FN were used. FN at 10 

µg/mL concentration increased the ITGA5, ITGAV, and COL1A1 expression in 

comparison with PC. Although the higher bioactivity values shown by LM at 5 and 10 

µg/mL in comparison with NC, those concentrations of LM exhibited lower bioactive 

effects than PC. All concentrations of COL showed no bioactivity on cultured cells. 

Therefore, it was concluded that 5 and 10 µg/mL FN exerted the most intense 

bioactive effects on hAPCs. In Paper 2, random (NR) and aligned (NA) nanofiber 

scaffolds of poly-caprolactone (PCL) were obtained by electrospinning technique and 

their biological properties assessed. The best formulations of NR and NA were 

loaded with 0, 5 or 10 µg/mL of FN and their bioactivity evaluated. Finally, FN-loaded 

NR and NA tubular scaffolds were prepared, and their chemotactic potential was 

analyzed using an in vitro model to mimic the pulp regeneration of teeth with 

incomplete root formation. All scaffolds tested were cytocompatible. However, hDPCs 

seeded on 10% PCL-based NR and NA scaffolds presented the highest proliferation, 

adhesion and spreading. Polygonal and elongated cells were observed on NR and 

NA scaffolds, respectively. The higher the concentration of FN added to the scaffolds, 

greater the migration, viability, proliferation, adhesion/spreading, as well as collagen 

synthesis and gene expression (ITGA5, ITGAV, COL1A1, COL3A1) by hDPCs. In 

addition, tubular scaffolds with NA loaded with FN (10 µg/mL) showed the highest 

chemotactic potential on hAPCs. Then, it was concluded that FN-loaded NA scaffold 



is an interesting biomaterial that may be used in a near future to promote hAPCs-

mediated pulp regeneration of endodontically compromised teeth with incomplete 

root formation. In Paper 3, diverse concentrations of collagen and gelatin (Col/Gel; 

v/v) were used to prepare hydrogels, which were assessed according to the 

established groups: Collagen (positive control); Col/Gel 4:6; Col/Gel 6:4; Col/Gel 8:2. 

The viability, adhesion and spreading of cells seeded on the hydrogels were 

evaluated. Concentrations of 0, 5 or 10 µg/mL FN were incorporated into the best 

formulation of the collagen/gelatin hydrogel selected. Then, the hAPCs seeded on 

the biomaterials were assessed concerning their migration, viability, 

adhesion/spreading, and gene expression of ITGA5, ITGAV, COL1A1 and COL3A1. 

In Col/Gel 8:2 group, cells exhibited greater viability, adhesion and spreading in 

comparison with control. Higher values of hAPCs migration, viability, 

adhesion/spreading and gene expression of pulp regeneration markers were found, 

the higher the concentration was of FN incorporated into the collagen/gelatin 

hydrogel. Thus, one can conclude that the collagen/gelatin hydrogel with 10 µg/mL of 

FN had potent bioactive and chemiotactic effects on cultured hAPCs. 

Keywords:  Extracellular matrix proteins. Nanofibers. Hydrogels. 
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1 INTRODUÇÃO 

Uma vez rompida a integridade do esmalte/dentina, o complexo dentina-polpa 

passa a ser exposto à diversas injúrias do meio bucal, que compreendem desde 

estímulos de origem microbiana, traumática e iatrogênica, até mesmo danos de 

origem química advindos de materiais dentários e seus componentes1. Quando a 

agressão é de grande intensidade, culminando em pulpite irreversível ou mesmo 

necrose pulpar, a manutenção do tecido infectado torna-se inviável. Assim, em 

dentes com rizogênese incompleta tem sido indicado a realização de tratamento 

endodôntico com intenção de promover a apicificação do dente comprometido. Por 

meio desse método, todo tecido pulpar é removido através do preparo químico-

mecânico, seguido de preenchido do canal radicular com medicação intracanal. Esta 

medicação deve apresentar potencial de estimular o selamento biológico do ápice 

radicular por meio da formação de um tecido mineralizado2. Dessa forma, a 

continuidade da formação do ápice (apicigênese) é interrompida, impedindo que o 

canal radicular exiba morfologia normal e que a raiz apresente comprimento regular 

após a completa erupção do dente3,4. Raízes curtas podem comprometer a 

estabilidade do elemento dental e a resistência das paredes do canal radicular para 

suportar os esforços mastigatórios5,6.  

Diante desta problemática, os conceitos da engenharia tecidual têm sido cada 

vez mais aplicados com o objetivo de manter a vitalidade dos dentes ou estimular o 

reparo/regeneração de tecidos dentários danificados3,7-11. Este campo da ciência se 

fundamenta em três princípios básicos: 1) no uso de biomateriais que atuem como 

arcabouço temporário para a adesão, proliferação e diferenciação celular; 2) no 

estímulo de células a sintetizar e depositar um novo tecido similar ao de origem; e 3) 
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no emprego de agentes de sinalização com potencial para induzir a migração celular 

e potencializar a ação do biomaterial12,13. Assim, a substituição da terapia mecânica 

associada a aplicação de materiais cáusticos, a qual tem sido usada por décadas 

para induzir a apicificação, por estratégias que estimulem a regeneração tecidual, 

apresenta-se com uma alternativa viável e promissora. Tem sido demonstrado que 

técnicas biológicas usadas para tratar dentes com rizogênese incompleta podem 

recuperar as propriedades e características de um dente vital e assegurar a 

continuidade da formação radicular3,9.  Para que este evento ocorra, o biomaterial 

(scaffold) a ser usado no procedimento deve exibir arquitetura similar àquela do 

microambiente in vivo, além de ter potencial bioativo capaz de acelerar o processo 

de regeneração tecidual14,15.  

Considerando as técnicas dentro do campo da engenharia tecidual 

direcionada a regeneração de tecidos lesados, duas estratégias biológicas surgiram 

como as abordagens mais promissoras: cell approach e cell-free approach16-19. A 

primeira, envolve a implantação de um biomaterial contendo células pré-cultivadas, 

na área do tecido danificado que se busca regenerar. Dentro deste contexto, além 

de apresentar estrutura porosa tri-dimensional e propriedades biológicas que 

permitam a acomodação das células, o biomaterial selecionado deve atuar como 

matriz extracelular temporária e regular o crescimento celular in vivo. A segunda 

estratégia (cell-free approach), envolve a utilização de biomateriais associados a 

potentes agentes de sinalização. Ao serem posicionados junto ao tecido 

previamente danificado, os biomateriais selecionados devem promover a liberação 

controlada dos agentes sinalizadores de tal maneira que esses consigam estimular a 

migração de células residentes em direção ao sítio de interesse, bem como 

promover a proliferação e diferenciação destas células, favorecendo a formação de 
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um novo tecido16-19. Esta modalidade de terapia parece ser a mais interessante para 

ser aplicada em casos de dentes com rizogênese incompleta. Isto porque num 

estudo histopatológico realizado em dentes de ratos com lesão periapical induzida, 

foi demonstrado que a papila apical se manteve viável mesmo após 90 dias de ter 

ocorrido a necrose pulpar20. Sabe-se que a papila apical é uma rica fonte de células 

tronco16. Assim, biomateriais associados a potentes agentes de sinalização 

poderiam ser introduzidos nos canais radiculares para induzir a migração de células 

presentes na papila apical, bem promover a como a adesão, proliferação e 

diferenciação dessas células ao longo de toda a extensão do canal, permitindo a 

síntese de um novo tecido no local3. 

Diante dessa perspectiva, Bottino et al.21 demonstraram que o processo de 

adesão, proliferação e diferenciação de células-tronco mesenquimais é intensificado 

quando scaffolds com topografia de nanofibras são empregados em comparação 

com superfícies lisas. Os autores relataram que scaffolds de nanofibras podem ser 

obtidos pela técnica de electrospinning, a qual permite produção de um biomaterial 

que mimetiza a nano-morfologia estrutural e funcional da matriz extracelular. Por 

meio dessa técnica de electrospinning, nanofibras interconectadas com diâmetros 

variados e elevada área de superfície podem ser produzidas para favorecer a 

adesão celular, bem como a síntese de novo tecido semelhante ao de origem12. 

Essa técnica também permite obter nanofibras com disposição aleatória ou paralela, 

o que pode influenciar o potencial de migração e metabolismo celular22-24. Baseado

nesses dados científicos prévios, foi possível estabelecer a hipótese de que a 

disposição paralela das nanofibras no biomaterial poderia favorecer e guiar a 

migração das células da papila apical para o interior do canal radicular, favorecendo 

a regeneração tecidual. 
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Por outro lado, diversos pesquisadores têm considerado os hidrogéis como 

opção interessante para uso na engenharia tecidual, particularmente devido ao seu 

fácil manuseio, bem como a importante capacidade deste produto se adaptar em 

sítios com anatomia irregular e consequentemente de difícil acesso25-26. A maioria 

dos hidrogéis apresenta característica muito similar à matriz extracelular do tecido 

conjuntivo, tais como alta umidade e propriedades reológicas que lhe confere 

plasticidade27-29. Uma vez aplicado sobre a loja cirúrgica, o hidrogel atua como 

material de preenchimento biocompatível. Então, ele é gradualmente degradado à 

medida que é substituído pelo novo tecido semelhante ao de origem, permitindo 

assim que o processo de regeneração ocorra no local3,29.  

A associação de biomateriais com agentes de sinalização tem sido 

demonstrada para induzir a regeneração tecidual guiada da polpa dental19. Dentre 

as substâncias que apresentam propriedades bioativas, diversas proteínas da matriz 

extracelular (PMEs), tais como fibronectina, laminina e colágeno I, têm sido 

propostas como elementos quimiotáticos e indutores, visto que participam de 

processos de reparação e remodelação tecidual30,31. Também já foi demonstrado 

que estas proteínas participam do processo de adesão e espalhamento celular32-34, 

bem como podem induzir a migração, proliferação e diferenciação celular31,35,36. Um 

estudo recente, Bullard et al.37 caracterizaram a composição do cordão umbilical 

humano liofilizado e avaliaram seus efeitos biológicos in vitro e in vivo. Os autores 

observaram que o cordão umbilical humano contém colágeno tipo I, ácido 

hialurônico, fibronectina e laminina, bem como fatores de crescimento, moduladores 

inflamatórios e outros reguladores de sinalização celular. Aumento da migração de 

fibroblastos e da proliferação de células indiferenciadas de origem mesenquimal e do 

tecido adiposo, associado a indução do potencial angiogênico, ocorreu quando as 
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células foram expostas a este biomaterial liofilizado. Esses efeitos in vitro foram 

concentração-dependente. Bullard et al.37 também demonstraram que quando 

implantado em tecido conjuntivo subcutâneo de ratos, o biomaterial preparado com 

cordão umbilical liofilizado mostrou-se biocompatível e biodegradável.  

A fibronectina tem se mostrado um potente agente de sinalização, capaz de 

mediar a adesão, migração, proliferação e diferenciação celular, apresentando 

assim, papel importante nos processos de formação, remodelação, reparação e 

regeneração tecidual38-40. A laminina tem sido descrita como uma macromolécula 

extracelular complexa que regula a migração, adesão e proliferação celular41,42. 

Especialmente na reepitelização e angiogênese, a laminina tem se mostrado 

essencial para manter as funções celulares41. O colágeno, por sua vez, é uma 

proteína abundante na matriz extracelular que caracteriza o microambiente 

localizado entre as células de todo o organismo. Sabe-se que mais de 90% do 

colágeno encontrado nos tecidos é do tipo I39. Esta proteína, a qual tem sido 

utilizada para mimetizar o microambiente in vivo, também tem potencial para 

promover a proliferação e diferenciação de células tronco39,43.  

Assim, com base nos importantes resultados de estudos disponibilizados na 

literatura e diante das limitações encontradas no tratamento convencional de dentes 

com rizogênese incompleta, torna-se necessário o desenvolvimento de promissores 

biomateriais associados a um potente agente de sinalização, de modo que estes 

possam atuar na terapia regenerativa endodôntica guiada por meio da indução de 

células da papila apical humana (hAPCs). 
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4 CONCLUSÕES 

De acordo com as metodologias empregadas no presente estudo laboratorial, 

os quais resultaram na preparação dos artigos científicos 1*, 2* e 3* que foram 

submetidos para publicação em periódicos qualificados pela CAPES e de forte 

impacto para a área do conhecimento, foi possível concluir que:  

1. As concentrações de 5 e 10 µg/mL de fibronectina pode atuar como um

potente agente bioativo sobre hAPCs, estimulando a adesão, proliferação e

espalhamento celular, bem como a síntese de colágeno e expressão de

genes relacionados à regeneração pulpar;

2. Scaffolds tubulares, formados por nanofibras alinhadas a base de 10% de

poli-caprolactona e revestidas com uma dose quimiotática e bioativa de

fibronectina (10 µg/mL) para as hAPCs, apresentou-se como um promissor

biomaterial com potencial para ser aplicado na regeneração pulpar de dentes

com rizogênese incompleta;

3. A incorporação de fibronectina (10 µg/mL) num hidrogel à base de

colágeno/gelatina na proporção de 8:2, resultou no desenvolvimento de um

biomaterial com ação quimiotática e bioativa sobre hAPCs, o qual tem

potencial para ser aplicado no preenchimento do canal radicular de dentes

com rizogênese incompleta e estimular a regeneração do tecido pulpar.
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