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RESUMO

A répida expansdo do conhecimento sobre a biologia da célula estaminal associada
a bioengenharia permitiu alcancar metas importantes no que diz respeito ao potencial das
células estaminais de origem dentaria e a regeneracdo dos tecidos dentarios. Cada vez mais
se caminha no sentido de um novo conceito de reabilitacdo oral baseado na formacéo
tissular por células.

Esta revisdo bibliografica tem por objectivo resumir os avangos médico-cientificos
que se tém desenvolvido no a&mbito do estudo e aplicagdo clinica das ceélulas
mesenquimatosas dentarias para regeneracao dentéria.

As células estaminais mesenquimatosas do estroma medular (BMSCs) ainda sao
consideradas o “gold standard” na regeneragdo tissular, no entanto recentes pesquisas tém
concentrado esforcos na procura de novas fontes de células estaminais adultas com
potencial de regeneracdo tdo ou melhor que as BMSCs. Uma fonte promissora parecem ser
as células mesenquimatosas dentarias (DSCs), que quando aliadas a técnicas de
regeneracdo tissular, tornam mais proxima a realidade de um novo método de reabilitacdo
oral aplicado a humanaos.

Ha evidéncias na literatura, apoiadas pelos resultados dos casos apresentados em
que as células mesenquimatosas dentarias apresentam vantagens como o seu facil acesso,
uma elevada proliferacdo, viabilidade e facilidade em serem induzidas a diferenciarem-se
em diferentes linhagens celulares. A aplicacdo destas células na bioengenharia de tecidos
dentérios ainda se encontra numa fase inicial, existindo muitos desafios no ambito da

medicina regenerativa que precisam ser explorados e ultrapassados.

PALAVRAS-CHAVE: Células estaminais mesenquimatosas, Células estaminais
dentarias, Células estaminais, Regeneracdo dentaria, Biodente, Células estaminais

mesenquimatosas e Regeneracao dentaria.
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ABSTRACT

The rapid expansion of our knowledge of stem cell biology and bioengineering
allowed the achievement of important goals in what concerns dental stem cells potential
and dental tissues regeneration. More than ever we are reaching to a new concept of stem
cell-based oral rehabilitation.

The objective of this bibliographic review is to resume the medical and scientific
progresses that have been developed in the field of mesenchymal stem cell clinical
application for dental tissue regeneration.

Bone marrow stromal stem cells (BMSCs) still the tissue regeneration gold
standard, but recent studies have been focused in the search of new sources of adult stem
cells with equal or better regeneration potential than BMSCs. A promise source seems to be
dental mesenchymal stem cells (DSCs) that when associated with tissue engineering
methods makes tooth regeneration applied to humans a realistic possibility in the near
future.

There is evidence in the literature, supported by the results of the presented cases in
which dental stem cells show advantages such as high proliferation rate, easy accessibility,
high viability and easy to be induced to distinct cell lineages. Dental stem cells application
on dental tissue bioengineering is still at an initial stage with many challenges that need to

be overcome.

KEY-WORDS: Mesenchymal stem cells, Dental stem cells, Stem cells, Tooth
regeneration, Biotooth, Mesenchymal stem cells & Tooth regeneration.
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PDLSCs - Periodontal Ligament Stem Cells.

SCAPs - Stem Cells of Apical Papilla.

DFPCs - Dental Follicle Percursor Cells.

ABCG?2 - ATP-ligand cassette sub-family G member 2.
RT-PCR - Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction.
BMPs - Bone Morphogenetic Proteins.

HA - Hydroxyapatite

TCP - Tricalcic phosphate.

PGA - Polyglycolic Acid.

PLGA - Poly coglycolic Acid copolymer.

GCHT - Gelatin-Chondroitin-Hialuronan Tri-copolymer.
TGF-p - Tranforming Growth Factor beta.
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INTRODUCAO

Até muito recentemente era assumido que as células multipotentes adultas estavam
comprometidas a linhagens especificas. Contudo, colheitas feitas na medula déssea, tecidos
hematopoiéticos, neuronais e de origem mesenquimatosa tém demonstrado ser possivel a
diferenciacdo destas células em tipos celulares derivados das varias camadas germinais.

Apesar dos dentes ndo serem orgaos essenciais a vida e ndo serem considerados um
alvo primordial da medicina regenerativa em comparacdo por exemplo com doencas
cardiacas ou neurodegenerativas, este facto torna os dentes ideais para se testarem terapias
baseadas em células. A acessibilidade aos dentes ndo requer um procedimento cirdrgico
muito invasivo e estes contém populacdes altamente proliferativas de células estaminais, as
quais podem ser facilmente obtidas de dentes naturalmente perdidos ou cirurgicamente
extraidos. As células estaminais dentarias podem ser utilizadas para reparacdo e
regeneracdo dos proprios tecidos dentarios, mas mais importante que isso, podem ajudar a

desenvolver terapias no combate a doencas que representam um elevado risco de vida.

MATERIAIS E METODOS

1. Critérios para pesquisa: Foi realizada uma pesquisa nas bases de dados primarias
(Quadro 1).
2. Limites da pesquisa: Ensaio clinico, Meta-Analysis, Revisdes.
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Critérios para a Pesquisa

Pubmed

Base de dados da biblioteca
FMDUL e FMUL

Outros

“Mesenchymal stem cells”;
“Dental stem cells”;
“Células estaminais”;
“Tooth Regeneration”;
“Biotooth”
“Mesenchymal stem cells”

& “Tooth Regeneration”

“Mesenchymal stem cells”;
“Dental stem cells”;
“Células estaminais”;
“Tooth Regeneration”;
“Biotooth”

“Mesenchymal stem cells”

& “Tooth Regeneration”

Artigos pesquisados a partir
das referéncias

bibliogréficas

A Pesquisa foi realizada desde inicio da base de dados até Junho de 2011

Resultados da pesquisa efectuada

1977
Artigos que se adequavam:
150
Obtidos:
65

Pedidos:
13

Obtidos:
7

Artigos que se adequavam:
60

Obtidos:
35

Total de artigos utilizados: 107

Quadro 1 — Critérios e resultados da pesquisa bibliografica

OBJECTIVO

Esta revisdo bibliografica tem por objectivo resumir os avangos medico-cientificos
que se tém desenvolvido no a&mbito do estudo e aplicacdo clinica das ceélulas

mesenquimatosas totipotenciais para regeneracao dentaria.
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1. Células Estaminais

A biologia da célula estaminal tornou-se um importante campo para a compreensao
da regeneracdo tissular e implementacdo da medicina regenerativa. As células estaminais
sdo células indiferenciadas e capazes de se transformar em células especializadas. Podem
ser classificadas em dois grandes grupos: células estaminais embrionarias e células
estaminais somaticas/adultas. Dependendo do seu tipo e sob certas condicGes, estas células
indiferenciadas podem ser totipotentes (células que sdo capazes de se diferenciar em todos
0s 216 tecidos que formam o corpo humano, incluindo a placenta e anexos embrionarios.
Sdo encontradas nos embrides nas primeiras fases de divisdo, isto é, quando o embrido tem
até 16 - 32 celulas, que corresponde a 3 ou 4 dias de vida), pluripotentes ou multipotentes
(capazes de se diferenciarem em quase todos os tecidos humanos, excluindo a placenta e
anexos embriondrios, ou seja, a partir de 32 - 64 células, aproximadamente a partir do 5°
dia de vida, fase considerada de blastocisto), oligotentes (células que se diferenciam em
poucos tecidos) e unipotentes (células que se diferenciam num Gnico tecido). O principal
recurso das células estaminais embrionarias (hESCs) é o interior da massa celular nos 5 a 6
dias de existéncia do blastocisto humano. O uso de hESCs esta frequentemente associado a
controvérsias éticas, religiosas e politicas (Lee, Hui 2006), o que ndo se verifica com as
células estaminais multipotentes e progenitoras de tecidos adultos, cuja utilizacdo na préatica
clinica esta mais bem pesquisada e documentada (Wakitani, Imoto et al., 2002; Wakitani,
Mitsuoka et al., 2004; Wakitani, Nawata et al., 2007). Estas apresentam uma série de
caracteristicas que as tornam candidatas a sua utilizacdo terapéutica: tém capacidade para
auto-renovacao por um processo de divisdo celular assimétrico, ou seja, sdo capazes de se
multiplicar, mantendo o seu estado indiferenciado, proporcionando de forma constante a
reposicdo da sua populacdo nos tecidos e dao origem a células progenitoras que tém uma
capacidade de auto-renovagdo limitada e, por definicéo, situam-se entre a célula estaminal e
a célula terminalmente diferenciada (Muschler, Midura 2002; Muschler, Midura et al.,
2003; Muschler, Nakamoto et al., 2004); mais interessantes ainda, estas células
progenitoras sdo capazes de se diferenciar em diversos tipos celulares (Bydlowski et al.,
2009) derivados dos varios folhetos germinativos, denominando-se esta caracteristica de

plasticidade. A plasticidade das células estaminais adultas permanece um tema controverso
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devido a escassez de um adequado nuimero de marcadores de diferenciacdo definitiva,
assim como também a falta de protocolos e resultados fiaveis (Yen et al., 2010). As células
estaminais ndo sao facilmente identificaveis nos tecidos, para tal os cientistas baseiam-se
em propriedades como os marcadores de superficie, ciclos celulares lentos,
clonogenicidade, ou estados indiferenciados. Contudo, nenhum destes critérios é especifico,
excepto a avaliagdo da capacidade de auto-renovacdo a qual se baseia no isolamento e
transplantacdo de uma suposta célula estaminal, seguida da sua transplantacdo em série e
reconstituicdo de um tecido a longo prazo (Bluteau et al., 2008).

11  Células mesenquimatosas do estroma medular versus Células
mesenquimatosas dentarias

A presenca de células estaminais mesenquimatosas no estroma da medula déssea
ndo-hematopoiética (BMSCs) foi primeiro sugerida pelo patologista alemdo Julius
Clonheim, em 1867, que as descreveu in vitro como sendo semelhantes a fibroblastos. Em
1976, Friedstein, na Russia, identificou as multipotentes BMSCs e descreveu-as como
unidades formadoras de colénias de fibroblastos que se diferenciavam numa linhagem
osteogénica (Bydlowski et al., 2009). Caplan (1991) e Pittenger et al., (1999) mostraram
que estas células podiam sofrer diferenciacdo osteogénica, condrogénica, e adipogénica em
resposta a diferentes sinais bioquimicos. Estas células foram caracterizadas mais tarde por
outros investigadores e desde entdo que populacdes de células estaminais mesenquimatosas
(MSCs) provenientes de outros tecidos tém sido caracterizadas com base no “Gold
Standard” estabelecido para as BMSCs (Huang et al., 2009). A medula 6ssea é ainda
considerada a principal fonte de MSCs para terapia celular (Tomar et al., 2010). Porém, a
sua maior desvantagem é ter uma baixa producdo de MSCs, a qual varia entre 0,001 a
0,01%, havendo assim uma limitagdo quanto & disponibilidade de células biologicamente
competentes e é também relativamente dificil colher um grande volume de medula 6ssea
humana. A quantidade de MSCs neste tecido varia também com a idade, sendo que a
medula dssea das criangas contém uma maior concentracdo destas células do que a de um
adulto (Bydlowski et al., 2009). Para se obter sucesso nas aplica¢@es clinicas destas células

¢ fundamental haver um grande numero de MSCs funcionalmente competentes que
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apresentem fendtipo estavel, sendo por isso necessario fazer expansao in vitro. As BMSCs
tém uma capacidade de auto-renovacgéo, potencial de diferenciacdo e morfologia altamente
variaveis e limitados, exibindo senescéncia numa cultura in vitro, o que as leva a perder as
suas caracteristicas de células estaminais (Bonab et al., 2006).

A procura por MSCs em tecidos especificos conduziu a descoberta nas ultimas
décadas de uma variedade de células estaminais em todos os érgdos e tecidos do corpo,
desde o corddo umbilical, liquido amnidtico, figado, pulmdes, pele, muasculo esquelético,
tecido adiposo, foliculos capilares e dentes, sugerindo que os nichos de MSCs ndo estao
limitados a medula déssea (Coppi et al., 2007; Bydlowski et al., 2009; Huang et al., 2009;
Huang et al., 2010; Tomar et al., 2010). Nichos sdo microambientes especializados que
abrigam populagbes de células estaminais adultas permitindo que estas se matenham
indiferenciadas e envolvidas por uma matriz extracelular; os nichos séo influenciados por
factores como a vascularidade e a pressdo. A compreensdo destes microambientes e da sua
regulacao é a principal chave para a reproducdo dos mesmos e para a engenharia ex vivo de
um o6rgdo funcional (Bluteau et al., 2008).

As populacbes de MSCs derivadas de tecido dentario a semelhanca de outras, tém
capacidade intrinseca de auto-renovacdo, de diferenciacdo multipotente e apresentam
grandes vantagens, nomeadamente a facilidade de isolamento e a sua capacidade de
propagacdo em cultura (Bydlowski et al., 2009Lee et al., 2010; Tomar et al., 2010). Estas
células sdo classificadas de acordo com as respectivas regides anatdmicas e sdo
caracterizadas pelos seus marcadores, capacidade de formar col6nias e funcdo de
regeneracdo dentaria (Huang et al., 2010). O primeiro tipo de células estaminais dentarias
foi isolado do tecido pulpar humano, as células estaminais da polpa dentaria adulta
(DPSCs), na regido perivascular da polpa dentaria (Bluteau et al., 2008). Subsequentemente
mais trés tipos foram isolados e caracterizados: células estaminais de dentes deciduos
exfoliados (SHEDSs), células estaminais do ligamento periodontal (PDLSCs), células
estaminais da papila apical (SCAPs). Estudos recentes identificaram um outro tipo de
células designadas por células estaminais do foliculo dentario (DFPCs) (Huang et al., 2009)
e indicam que as celulas mesenquimatosas dentarias (DSCs) tém potencial de regeneracéo
Ossea, do ligamento periodontal e possivelmente de um dente completo (Morsczeck et al.,
2008; Huang et al., 2010). (Quadro 2)
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1.1.1 O terceiro molar como fonte de células mesenquimatosas de origem dentaria

Uma das melhores formas de colher células estaminais adultas é a partir de tecidos
que a partida seriam descartados. Todos os anos milhGes de dentes como o0s do siso séo
extraidos por razdes terapéuticas. Muitos deles tém a sua estrutura integra o que os torna
Optimas fontes para colheita deste tipo de células (Figura n° 1) (Techawattanawisal et al.,
2007; Volponi et al., 2010). Contudo, os dentes extraidos muitas vezes apresentam lesdes
de carie e como estdo de certa forma infectados, apresentam um risco de contaminacédo
durante a preparacdo e cultura de células estaminais, por isso o ideal seria utilizar terceiros

molares inclusos que normalmente ndo apresentam lesdes (Ikeda et al., 2006).

I

Esmalte

Coroa

Dentina -

Polpa
(czlulas
estaminais)

Ligamento
periodontal
(celulas
estaminais)

Cemento ~

Raizes em formagao ]

Papila apical
(células
estaminais)

Figura n® 1 — Fotografia e diagrama de um terceiro molar humano apds extrac¢do. Adaptado de um estudo de
Volponi et al., (2010)

1.2  Celulas mesenquimatosas dentarias e o seu potencial de diferenciacéo e

regeneracao tissular

1.2.1 C¢élulas estaminais da polpa dentaria adulta

A existéncia de MSCs na polpa dentaria foi sugerida através da observacdo de
formacgédo de dentina terciaria quando uma lesdo cariosa atinge a polpa, em que ocorre
formacdo de odontoblastos responsaveis pela producdo de dentina reparacional (Sveen &

Hawes, 1968). Nos anos 90 isolaram-se as primeiras células precursoras da polpa dentaria
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(Stanislawski et al., 1997). Mais tarde, estas células foram isoladas a partir de terceiros
molares e exibiam uma elevada proliferacdo e capacidade de formacdo de coldnias.
Gronthos et al., (2000), utilizaram terceiros molares inclusos humanos extraidos de adultos
jovens, para isolarem células estaminais das respectivas polpas dentarias a que chamaram
DPSCs e compararem-nas as células estaminais do estroma da medula dssea aspiradas a
partir de voluntarios. Apo6s um processo de digestdo enzimatica com colagenase tipo | e
dispase das polpas dentarias colhidas, foram obtidas suspensfes das mesmas e também das
células do estroma medular; foram transferidas para meios de cultura e incubadas a 37° em
5% de CO,. Avaliou-se o potencial de diferenciacdo destas células in vitro. Os resultados
mostraram que as DPSCs partilhavam um padrdo de expressdo proteica semelhante as
BMSC:s in vitro, mas apresentaram uma maior proliferacdo do que estas ultimas. As DPSCs
mostraram uma capacidade de se diferenciarem in vitro noutros tipos celulares como por
exemplo os odontoblastos, osteoblastos ou mesmo células neuronais. A sua transplantacéo
in vivo em ratos imunodeficientes associadas a um po de hidroxiapatite/fosfato tricalcio
(HA/TCP) mostrou que estas células originavam um complexo pulpo-dentinério. Mais
tarde, num estudo do mesmao autor, Gronthos et al., (2002) verificou que as DPSCs também
se poderiam diferenciar em adipdcitos in vitro. Num estudo in vivo de Prescott et al., (2008)
verificou-se a formacdo de um complexo pulpo-dentinario associando DPSCs, uma matriz
de colagénio e proteina da matriz da dentina 1 (DMP1). Yang et al., (2009) mostraram num
estudo in vivo que associando as DPSCs o gene da proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2)

se podia obter tecido mineralizado mais semelhante a 0sso do que a dentina.

1.2.2 Células estaminais de dentes deciduos exfoliados

Sao ceélulas isoladas a partir de dentes deciduos exfoliados que tém capacidade
dentinogénica, osteoindutora, e de se diferenciarem noutros tipos celulares in vitro, como
por exemplo adipdcitos, condrocitos, midcitos ou mesmo células neuronais (Huang et al.,
2009). Tal como as outras MSCs de origem dentaria, as SHEDs derivam do
ectomesénquima da crista neural, e por isso mesmo todas elas deveriam ter um
desenvolvimento e ser funcionalmente idénticas. No entanto, estudos mostraram diferencas

genéticas entre elas e consequentemente comportamentos diferentes. Em contraste com as
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DPSCs, as SHEDs apresentam taxas de proliferacdo mais elevadas, duplicacdo de
populagdes aumentada e capacidade osteoindutora in vivo. (Miura et al., 2003; Nakamura et
al., 2009). Cordeiro et al., (2008), através de um estudo in vivo, utilizaram terceiros
molares recentemente extraidos que foram cortados transversalmente a nivel cervical em
laminas com 1mm de espessura, as suas polpas removidas tendo sido implantadas SHEDs
previamente preparadas em cultura, e os espéecimes foram transplantados subcutaneamente
em modelos animais (ratos) imunodeficientes. Os resultados mostraram que 0 novo tecido
formado exibia arquitectura e celularidade muito semelhante & da polpa dentéria. Ja Miura
et al.,, em 2003, através de um estudo in vivo num modelo animal tinham chegado aos
mesmos resultados, ou seja, as SHEDs tinham caracter dentinogénico, formando estruturas
semelhantes a polpa dentéria, mas eram incapazes de formar um complexo pulpo-dentinario
completo. Este estudo mostrou também que apesar das SHEDs ndo terem capacidade de se
diferenciar directamente em osteoblastos, tém capacidade osteoindutora recrutando as
células osteogénicas do hospedeiro, promovendo a formacdo de 0sso. Assim, os dentes
deciduos podem ndo sé ser importantes para guiar a erupcdo dos dentes permanentes
subjacentes, mas podem ter um papel relevante na inducdo da formacdo Ossea durante a
erupcdo dos mesmos. Sdo capazes também de expressar marcadores neuronais como a

nestina (Govindasamy et al., 2010).

1.2.3 Células estaminais do ligamento periodontal

A presenca de células estaminais mesenquimatosas no ligamento periodontal foi
inicialmente proposta por Melcher em 1976 (Alves et al., 2010). Desde entéo, esse conceito
tem sido pesquisado através de varios estudos. Num estudo in vivo de Seo et al., (2004)
isolaram-se células do ligamento periodontal de terceiros molares extraidos de humanos e
analisaram-nas através da técnica imunohistoquimica, para identificar marcadores de
células estaminais. Quando transplantadas em ratos imunodeficientes, as referidas células
mostraram a capacidade de formar estruturas como cemento e ligamento e assim contribuir
para a reparagdo dos tecidos periodontais. Em condic¢des de cultura os autores verificaram
ainda que houve diferenciacdo das celulas em cementoblastos, osteoblastos, adipdcitos e

fibroblastos. Um estudo do mesmo autor, em 2005, demonstrou que as células estaminais
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pos-natais podem ser recuperadas a partir de celulas criopreservadas do ligamento
periodontal, promovendo dessa forma uma acessivel pratica clinica para a utilizacdo de
tecidos criopreservados para isolamento de células estaminais e regeneracdo tissular.
Gronthos et al., (2006) usaram uma estratégia de imunoseleccao para purificar as células
mesenquimatosas clonogénicas do ligamento periodontal de ovinos, baseada na
reactividade ao anticorpo que identifica 0 CD106 (molécula de adesdo celular expressa
também pelas células mesenquimatosas da polpa dentéria). A positividade para o antigénio
CD106 das células do ligamento periodontal de ovinos demonstrou a capacidade destas
formarem um agregado de células semelhantes a fibroblastos quando manipuladas em baixa
densidade in vitro. A expansdo ex-vivo dessas células exibiu um alto grau de proliferacéo in
vitro. Demonstraram também a capacidade de regenerar tecido mineralizado, semelhante ao
cemento, como também ligamento periodontal, quando transplantadas em ratos
imunodeficientes. Kanawabe et al., (2006), verificaram num estudo in vitro, utilizando
dentes extraidos por motivos ortoddnticos, que 3,9% das células do ligamento periodontal
expressavam o marcador ABCG2 caracteristico das células estaminais e que essas células
participavam na regeneracédo periodontal. Leon et al., (2007), realizaram um estudo in vitro
para examinar o efeito da interleucina-11 na diferenciacdo osteoblastica das células do
ligamento periodontal de humanos. As células do ligamento periodontal cultivadas foram
estimuladas com interleucina-11 e/ou acido ascérbico, com ou sem inibidores do colagénio
tipo I. Os autores concluiram que a interleucina-11 e/ou o acido ascorbico induzem a
diferenciacdo osteoblastica através da producdo de colagénio tipo I. Trubiani et al., (2007),
verificaram que o ligamento periodontal pode ser facil e eficientemente uma fonte autéloga
de células mesenquimatosas indiferenciadas com uma grande capacidade de expansdo e
habilidade de se diferenciarem em células osteogénicas que podem colonizar e crescer em
matrizes biocompativeis. Coura (2008), através de um estudo in vitro verificou que o
ligamento periodontal humano em adicdo a derivados mesodérmicos produz células

semelhantes as células da crista neural.
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1.2.4 C¢élulas estaminais da papila apical

A papila apical refere-se ao tecido mole presente nos apéxes de dentes permanentes
em desenvolvimento, fazendo com que o isolamento destas células s6 possa ser feito até
determinada fase do desenvolvimento dentério (Sonoyama et al., 2006). A polpa dentaria
distingue-se da papila apical por esta ser a precursora da polpa radicular. Assim, seria de
esperar que as células estaminais da papila apical fossem semelhantes as células estaminais
da polpa dentaria que originam a dentina coronaria produtora de odontoblastos (Huang et
al., 2009). As SCAPs parecem ser a fonte dos odontoblastos responsaveis pela formacgéo da
dentina radicular, enquanto as DPSCs sdo responsaveis pela substituicdo dos odontoblastos
que formam a dentina reparacional (Huang et al., 2008). De facto, até hoje ndo esta
esclarecido se as SCAPs se convertem em DPSCs ou se estas ultimas derivam de um outro
nicho de células estaminais. De um modo geral, as SCAPs derivam de um tecido em
desenvolvimento que pode representar uma populacdo de células estaminais iniciais as
quais podem ser uma fonte major de células para regeneracdo tissular, uma vez que
possuem uma maior capacidade de regeneracdo dentinaria do que as DPSCs por conterem
um maior nimero de células estaminais do que a polpa adulta; sdo também menos
diferenciadas do que as células estaminais da polpa dentéria adulta, por se originarem a
partir de um tecido do tipo embrionario (Sonoyama et al., 2006). Além disso, estas células
realcam o facto dos tecidos em desenvolvimento conterem células com caracteristicas
diferentes daquelas presentes nos tecidos adultos (Huang et al., 2009).

In vitro, as células estaminais da papila apical podem sofrer diferenciacéo
odontogénica (Kikuchi et al., 2004; Sonoyama et al., 2006; Bakopoulou et al., 2010; Ulmer
et al., 2010), osteogénica (Sonoyama et al., 2006; Park et al., 2009; Bakopoulou et al.,
2010; Ulmer et al., 2010), adipogénica e neurogénica (Sonoyama et al., 2006; Bakopoulou
et al., 2010; Ulmer et al., 2010). Num estudo de Sonoyama et al., em 2006, identificaram
estas células e cultivaram-nas, verificando que se formaram cerca de 50 colonias a partir de
10° células. Esta populacdo celular mostrou uma elevada taxa de absorcdo para a
bromodeoxiuridina (indicador de proliferacdo celular), exibindo mais de 70 populacbes
duplicadas in vitro. Quando estimuladas com dexametasona complementada com L-
ascorbato-2-fosfato e fosfato inorgéanico, as celulas da papila apical podem sofrer

diferenciacdo odontogénica.
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Num estudo in vitro de Bakopoulou et al., (2010), comparou-se o potencial de
diferenciacdo osteogénico/odontogénico entre DPSCs e as SCAPs. As células foram
colhidas a partir de terceiros molares inclusos (fase de desenvolvimento radicular) de
jovens saudaveis, cultivadas ¢ induzidas pela dexametasona, KH2PO4 ¢ B-glicerofosfato a
sofrerem diferenciacdo osteo/odontogénica. As culturas foram entdo analisadas quanto a
morfologia celular, caracteristicas de crescimento, potencial de mineralizacdo (método do
Vermelho de Alizarina) e quanto aos marcadores de diferenciacdo (sialofosfoproteina da
dentina, sialoproteina dssea, osteocalcina e fosfatase alcalina) usando imunocitoquimica e a
técnica da reaccdo da transcriptase reversa seguida da reaccdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR). Os resultados obtidos mostraram que quer as células estaminais da polpa
dentéria, quer as da papila apical tinham potencial de migracdo, organizacdo e
mineraliza¢do, produzindo estruturas mineralizadas tridimensionais. Contudo, as SCAPs
mostraram uma taxa de proliferacdo e potencial de mineralizacdo significativamente mais
elevados do que as DPSCs, o que pode ser uma vantagem para a engenharia tissular no que
diz respeito a regeneracdo dentaria.

In vivo podem diferenciar-se em osteoblastos (Ikeda et al., 2006; Sonoyama et al.,
2006; Sonoyama et al.,, 2008) e originar um complexo pulpo-dentinario quando
transplantadas em ratos imunodeficientes usando uma matriz osteocondutora de HA/TCP

(Sonoyama et al, 2006; Sonoyama et al, 2008).

1.2.5 Células estaminais do foliculo dentario

O foliculo dentério é um tecido com origem no ectomesénquima que envolve o
orgdo do esmalte e papila dentdria do dente em desenvolvimento antes e durante a sua
erupc¢do, ou seja, é o saco embrionario do gérmen dentario. Tem a importante funcédo de
coordenar a erupcao dentéria, regulando a osteoclastogénese e osteogénese, (Slater, 2000;
Wise et al., 2002). A sua diferenciacdo celular é induzida pela bainha epitelial de Hertwig
formada durante o desenvolvimento radicular e mediada por uma rede de moléculas
reguladoras incluindo factores de crescimento e citoquinas (Saygin et al., 2000; Diekwisch,
2001; Zeichner-David et al., 2003). O foliculo dentario humano durante a fase de formacéo

radicular contém ceélulas progenitoras que in vitro originam estruturas semelhantes aos
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tecidos periodontais (cemento, ligamento periodontal, osso alveolar) (Bosshardt &
Shroeder, 1996; Chai et al., 2000; Cho & Garant, 2000; Morsczeck et al., 2005). O mesmo
se aplica aos foliculos dentérios de ratos na fase de formacéo radicular (Yao et al., 2008).
Pensa-se que as DFPCs internas, ou seja, proximas da raiz em formacéo se diferenciem em
cementoblastos, e que as DFPCs externas, ou proximas do 0sso alveolar se diferenciem em
osteoblastos formadores da matriz ostedide; as DFPCs que se encontram entre estas duas
ultimas descritas originam os fibroblastos que segregam a matriz extracelular do ligamento
periodontal (Bosshardt & Shroeder, 1996). Apesar de um estudo sugerir que o0s
cementoblastos provém da bainha epitelial de Hertwig (Zeichner-David et al., 2003) outra
investigacdo mostrou que estes provém das DFPCs (Diekwisch, 2001).

Yagyuu et al., (2010), avaliaram in vitro e in vivo o potencial de formag&o de tecido
mineralizado das DFPCs em comparacdo com as células estaminais da papila dentéria em
humanos. Utilizaram gérmens dentarios de terceiros molares de pacientes jovens durante a
fase de formacédo coronaria, extraidos por motivos ortodénticos. Os tecidos dos gérmens
foram separados em foliculos dentérios e papilas dentéarias. Os tecidos foram sujeitos a
digestdo enzimatica pela colagenase, centrifugados e mantidos em suspensdo. Uma parte
dessa suspensdo foi transferida para a primeira cultura. Quando as células atingiram uma
confluéncia de 80-90% foram separadas com tripsina e EDTA-4Na. As células tripsinizadas
foram utilizadas para analise das suas superficies ou foram novamente transferidas para
uma segunda cultura; atingindo uma confluéncia de 80-90%, foram novamente sujeitas a
accdo da tripsina e mantidas em suspensdo; 1ml dessa suspensao foi criopreservado a -
80°C. As células criopreservadas foram entdo utilizadas para avaliar a sua capacidade de
proliferacdo, os antigénios de superficie, e a capacidade de formar tecido mineralizado.

Para a avaliacdo in vitro, parte dessas células foram utilizadas em cultura associada
a um meio de indu¢do composto por dexametasona, B-glicerofosfato, L-acido ascorbico, 2-
magnésio de fosfato n-hidratado. Foi utilizada uma outra cultura para controlo sem meio de
indugdo. Ao fim de duas semanas, observou-se mineralizagdo através do Vermelho de
Alizarina e 0 método de fluorescéncia com calceina mostrou uma maior mineralizagdo na
cultura com meio de indugéo do que na de controlo.

Para a avaliagdo in vivo, parte das células criopreservadas foram combinadas com

discos de hidroxiapatite (HA) e transplantadas subcutaneamente para ratos
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imunodeficientes durante oito semanas. Recorreu-se igualmente a um grupo de controlo
transplantando discos de HA sem células em ratos imunodeficientes. Ambos os transplantes
de células precursoras do foliculo dentario e da papila dentaria foram seccionados para
avaliacdo histologica e mostraram formacéo de tecido mineralizado na superficie dos discos
de HA. Tecido esse semelhante a cemento ou 0sso, ndo se conseguindo determinar com
exactidao se se tratava de dentina, 0sso ou cemento. No grupo de controlo nédo se observou
qualquer mineralizagéo.

Ambos os tipos celulares (células do foliculo e da papila) mostraram uma grande
capacidade de proliferacdo, expressaram antigénios semelhantes e foram capazes de formar
tecido mineralizado in vitro e in vivo. Contudo, detectaram-se duas diferencas, a primeira é
que as células da papila apresentaram uma acumulacgéo de calcio mais elevada do que as do
foliculo e isto pode ser explicado pelo estddio de desenvolvimento dentario em que se
encontravam 0s espécimes, pois numa fase de formacdo corondria, existem areas de
mineralizacdo j& detectaveis nas células da papila (dentinogénese), o que nao acontece nas
do foliculo responséaveis pela cementogénese. A segunda diferenca é que as células do
foliculo expressaram um marcador cementobléstico e as células da papila um marcador
odontoblastico. Este estudo permite-nos concluir que estas células tém realmente potencial
de mineralizacdo, no entanto presume-se que estes dois tecidos (foliculo dentario e papila
dentéria) contém diferentes tipos de células estaminais, direccionadas para a linhagem
cementoblastica e para a linhagem odontobléastica respectivamente.

In vitro, as DFPCs podem diferenciar-se em células semelhantes a osteoblastos e
cementoblastos sob estimulacdo da dexametasona e insulina (Morsczeck et al., 2006);
osteoblastos, cementoblastos (Seo et al., 2004; Morsczeck et al., 2005; Trubiani et al.,
2008); osteoblastos, cementoblastos, fibroblastos, condrdcitos e adipdcitos sob estimulacdo
da BMP-2 e BMP-7 e derivados da matriz do esmalte (Kémoun et al., 2007); osteoblastos,
cementoblastos, adipdcitos e células neuronais (Yao et al., 2008); Morsczeck et al., (2009)
obtiveram o primeiro transcriptoma humano de DFPCs antes e depois da diferenciacéo
osteogénica. Isolaram-se e transferiram-se para cultura estas células num meio indutivo
composto por dexametasona; a analise genética mostrou que factores de transcri¢do
especificos dos osteoblastos como o Osterix e Runx2 eram expressos pelas DFPCs

diferenciadas.
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Honda et al., (2010), pretenderam avaliar o potencial de diferenciacéo destas células
in vitro e o seu potencial osteogénico in vivo, utilizando trés terceiros molares inclusos
extraidos a trés pacientes jovens por motivos ortododnticos. Isolaram as DFPCs e realizaram
culturas obtendo trés populacGes distintas em termos de morfologia, padres de expressdo
genética e capacidade de diferenciacdo. Foram transferidas para culturas e submetidas a
meios de inducdo osteogénico, adipogenico e condrogénico, sendo que ndo houve
diferenciacdo em condrécitos. Todas as trés populagbes promoveram a formacdo de 0sso
quando transplantadas em defeitos ésseos criados cirurgicamente (peridsteo previamente
removido) em ratos imunodeficientes em compara¢do com um grupo controlo em que nédo

foram transplantadas células.

Tipos de celulas mesenquimatosas dentarias

Propriedades DPSC SCAP SHED PDLSC DFPC
. . . Pol ari . Folicul ari
o Polpa dentéria Papila apical da o'pa denta,rla de Ligamento oliculo dentario
Localizacéo . ~ dentes deciduos . do dente em

adulta raiz em formagcéo ) periodontal .

exfoliados desenvolvimento
Proliferagdo Moderada Alta Alta Alta Alta
Heterogeneidade Sim Sim Sim Sim Sim

Odontoblasto,

osteoblasto, Odontoblasto,

condrdcito, Odontoblasto, Odontoblasto,
S osteoblasto,
midcito, osteoblasto, L. osteoblasto, Odontoblasto,
. L L. . condrocito, L.
Multipotencialidade neurdcito, midcito, mibeito condrdcito, osteoblasto,
adipacito, célula neurdcito, .. cementoblasto, neurdcito
L . neurdcito, ..
epitelial da adipacito, iPS S neuracito
, , adipacito, iPS
cornea, célula
melandética, iPS
x Regeneracéo x
Regeneracdo , g ¢ . Regeneracdo
. Lo Ossea, complexo Regeneracédo , .
~ 0ssea, miogénica, N ] 0Ossea, Regeneragédo
Regeneracdo pulpo-dentinario, 0ssea, - !
. complexo pulpo- x ~ periodontal, 0ssea e
tissular L neuroregeneracgdo, | neuroregeneracao, N .
dentinario, - . formacgéo periodontal
x formagdo dentina tubular .
neuroregeneragéo . radicular
radicular

Quadro 2 — Resumo dos tipos de células mesenquimatosas dentarias. Adaptado de um estudo de Estrela,
Alencar et al.,, (2011)

Dada a sua capacidade de produzir e secretar factores neurotroficos, as células

dentéarias podem representar uma vantagem no tratamento de doencgas neurodegenerativas
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como por exemplo a Doenca de Parkinson e na reparacao de neuronios motores (Estrela et
al., 2011).

1.3 Células estaminais dentérias de origem ectodérmica

Ao contrario dos roedores que possuem uma continua regeneracdo dos seus
incisivos, nos humanos as células estaminais responsaveis pela formacdo do esmalte sdo
perdidas ap6s a erupcdo do dente (Morsczeck et al., 2008). Estas células podem ser
extraidas de dentes de roedores, no entanto, a sua implementacdo clinica em humanos
acarreta problemas de cariz imunoldgico havendo um risco acrescido de rejeicdo dos
tecidos do hospedeiro. Ainda ndo foi possivel encontrar uma fonte de células estaminais
epiteliais dentarias adultas em humanos para regenerar esmalte pos-eruptivo. Uma aposta
promissora no ambito da regeneracdo dentdria sera a realizacdo de experiéncias em
modelos animais recém-nascidos ou jovens de forma a obter este tipo de células a partir dos
seus terceiros molares. Teoricamente 0 mesmo poderia ser feito em criancas humanas,
extraindo estas células dos botdes dentarios de terceiros molares, uma vez que estes ainda
ndo sdo radiograficamente visiveis porque a mineralizacdo ainda ndo ocorreu. Contudo,
todo este procedimento realizado em criancas ndo € aceitdvel do ponto de vista ético
(Ulmer et al., 2010). Assim, terdo de se investigar fontes alternativas de células dentérias
ectodérmicas. Existem estudos que apresentam potenciais solucGes para este problema
através do uso de células estaminais ndo dentarias para a producdo de esmalte em que se
demonstrou que as BMSCs podem originar células semelhantes a ameloblastos (Hu et al.,
2006).

2. Regeneragéo de um dente

O edentulismo permanece até aos dias de hoje como um problema de saude publica
(Cooper et al., 2009) e a reabilitacdo oral destes pacientes passa em muito pela confecc¢éo
de proteses, as quais estdo associadas a complicagfes como estomatite protética, hiperplasia
das mucosas, Ulceras traumaticas, disgeusia e nalguns casos até sindrome de ardor bucal

(Holm-Pederson et al., 2008). E também sabido que a perda dentéria leva a reabsorcéo do
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0sso alveolar, por isso é premente criarem-se métodos alternativos para substituicdo
dentdria. O conceito de osteointegracdo foi introduzido nos anos 50 por Per-Ingvar
Branemark que observou a formagéo directa de uma conex&o estrutural e funcional entre o
0SSO e 0 titanio e actualmente a reabilitacdo oral com implantes enddsseos é uma opcao de
tratamento bem aceite e bastante difundida (Kim et al., 2008). Porém, a conexao directa
entre 0 0sso e 0O titanio carece de tecidos de suporte periodontais presentes nos dentes
naturais, cuja funcdo passa entre muitas pelo amortecimento das forcas mastigatérias. Além
disso, os implantes dentérios estdo também dependentes da quantidade de osso presente, 0
gue muitas vezes obriga a realizacao de cirurgias para aumento do volume 0sseo, dai que se
tenham estabelecido novas metas na area da reabilitacdo oral, investindo-se cada vez mais
na engenharia tissular (Lin et al., 2009).

O termo “engenharia tissular” foi descrito em 1993 por Langer e Vacanti, e parte da
premissa de que a manipulacdo controlada do microambiente extracelular pode levar ao
controlo sobre a habilidade das células em organizarem-se, crescerem, diferenciarem-se e
formarem uma matriz extracelular funcional que em ultima instancia pode originar um
novo tecido funcional. Estamos a falar de todo um complexo processo que requer
sinalizacdo autdcrina, paracrina e endocrina, interaccdes células-matriz, forcas mecanicas e
interaccdes célula-célula para formar uma tecido tridimensional e funcional (Scheller et al.,
2009).

Na area da medicina dentaria, o interesse por este conceito tem crescido bastante
entre os investigadores. Um dos motivos para tal, € o facto dos médicos dentistas estarem
familiarizados com técnicas de regeneracao tissular, como por exemplo a regeneracdo
tissular guiada para regenerar o periodonto. Contudo, o desenvolvimento de técnicas para
gerar uma peca dentdria completa continua sob investigacdo. O factor chave para
aperfeicoar esta tecnologia dentro do contexto da engenharia tissular é a utilizacdo de
células estaminais (Yen et al.,, 2010). O transplante de células estaminais aut6logas
representa o “golden standard” actual, por ndo implicarem transmissdes patogénicas ou
tratamentos imunosupressores pos-transplante. Estas células tém também de ser capazes de
uma proliferacdo extensiva a fim de repararem defeitos macroscopicos e representarem
uma alternativa terapéutica (Bianco, Kuznetsov et al., 1998). Para além disso, tém de ser

capazes de interagir com biomateriais, porque estes sdo capazes de interagir com células
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estaminais conduzindo-as a uma arquitectura correcta e ajudando-as a estabelecer 0s
contactos célula-célula e celula-matriz (Horwtiz, Prockop et al., 1999).

As actuais abordagens utilizadas para desenvolver futuras terapias regenerativas
dependem da nossa compreensédo sobre a biologia da célula estaminal, engenharia tissular e
desenvolvimento embrionario.

Para a engenharia tissular é essencial uma triade composta por células, por uma
matriz que funcione como esqueleto arquitectural e por factores de crescimento como

estimulo para a diferenciacdo celular (Soares et al., 2007).

2.1 Matrizes

Para a engenheria tissular, uma matriz é essencial pois fornece a estrutura necessaria
para o transporte de oxigénio, nutrientes e residuos metabdlicos; a matriz deve ser
biocompativel, ndo irritante e resistente; pode ser composta por materiais sintéticos ou
naturais. Os componentes da matriz funcionam activando morfogenes das células
implantadas, engquanto esta é gradualmente degradada e substituida pelo tecido regenerado
(Nakashima, 2005; Scheller et al., 2009). Para a formacdo de tecido dentario tém sido
utilizadas as matrizes a base de p6 de HA/TCP (Gronthos et al., 2002; Mao et al., 2006)
que apesar de serem mais resistentes, tém um periodo de degradacdo mais longo; matrizes
de &cido poliglicolido (PGA) (Duailibi et al., 2004), copolimero do &cido poli coglicolideo
(PLGA) (Duailibi et al., 2004; lohara et al., 2004), ambas apresentando semelhancas
quanto ao suporte de crescimento de tecidos dentarios altamente especializados. Contudo,
estes materiais apresentam algumas desvantagens, como o facto dos seus produtos de
degradacdo serem acidicos e baixarem o valor do pH do tecido ap6s transplantacao in vivo
0 que podera levar a inflamacédo (Chang et al., 2003).

Também pode ser utilizado um sistema de matriz com a configuragdo tri-
dimensional, a partir do colagénio tipo I, para cultura de células estaminais, visando a sua
diferenciacdo em odontoblastos (Deng et al., 2005). Outro tipo de matriz que tem sido
usado para regeneracdo dentaria e periodontal € um hidrogel de um tri-copolimero de
gelatina-condroitina-hialurénico (GCHT) (Kuo et al., 2007) que inicialmente foi

desenvolvido para regenerar cartilagem (Chang et al., 2003) e apresenta vantagens,
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nomeadamente, boa biocompatibilidade, é biodegradavel e ndo produz metabolitos toxicos
(Kuo et al., 2007). O sucesso da regeneracdo dentaria in vivo com implantacdes de
células/matrizes, actualmente ronda os 20-50%, sendo que a definicdo de sucesso varia,
mas normalmente inclui a producédo de trés estruturas histologicamente intactas: esmalte,
dentina, polpa, cemento ou ligamento periodontal (Scheller et al., 2009). Existem estudos
que procuram avaliar um outro tipo de matriz, a fibroina de seda, que para além de ser
igualmente biocompativel, biodegradavel e ndo originar produtos metabolicos toxicos,
contém aminodcidos de alanina e glicina formando uma estrutura bastante resistente (Zhang
et al., 2011). Sabe-se que um dos requisitos das matrizes € que estas possuam porosidades
para permitir uma eficiente migracdo celular, para guiar a adesdo, proliferacdo e difusdo
celular, através de uma melhor vascularizagdo. A porosidade também tem um importante
papel na taxa de degradacdo das matrizes, o que por sua vez também influencia a maturagéo
dos tecidos recém-formados. Matrizes com poros demasiado pequenos permitem uma
reduzida migracdo celular e difusdo de nutrientes, mas oferecem uma grande area de
superficie para adesdo celular. Matrizes com poros grandes sofrem uma degradacdo mais
rapida, mas beneficiam as células e difusdo tissular em detrimento de uma boa &rea de
superficie. Até hoje ainda ndo se conseguiu chegar a um consenso sobre o tamanho ideal
dos poros das matrizes para aplicacdo no ambito da bioengenharia dentaria (Murphy et al.,
2010). Um estudo de Xu et al., (2008) utilizando células mesenquimatosas dentérias de
ratos e matrizes de seda a base de hexafluoroisopropanol com poros de diferentes didmetros
(550um e 250um), mostrou haver formacdo de osteodentina mineralizada nas matrizes de
poros mais largos e para além disso, esses mesmos poros aparentavam guiar o tamanho e
forma do tecido mineralizado. No entanto, um estudo do mesmo grupo em 2011, utilizando
celulas mesenquimatosas dentérias humanas obteve resultados diferentes ao comparar
matrizes de seda com poros de didmetro 500um e 1000um, mostrando que apesar da
porosidade permitir a formacdo de tecido mole, ndo se verificou formagdo de tecido duro
em qualquer uma das matrizes.

Outras estratégias na area da nanobioengenharia tém sido propostas e mostram um
grande potencial, como € o caso da utilizagdo de péptidos “self-assembling”. Estes baseiam-
se nos principios da interaccdo proteina-proteina e do enovelamento de proteinas.

Compreendendo como é que as estruturas supra-moleculares se organizam, a natureza
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destes processos podem ser explorados em prol da confeccdo de materiais sintéticos
(Zhang, 2003). Sabe-se também que o comportamento celular depende da topologia da
superficie das matrizes, funcdes como a adesdo celular e vias de sinalizagdo intracelulares
sdo sensiveis a topologias da micro e nano escala na ordem dos 10-100.000 nm (Curtis &
Wilkinson, 1999; Stevens & George, 2005). A criacdo de materiais nanofibrosos a partir
dos componentes da matriz extracelular ou a partir da mistura de polimeros sintéticos e
naturais pode levar & criagdo de um material com duas caracteristicas importantes: o
tamanho necessario para influenciar funces bioldgicas; e a composicdo bioquimica
semelhante ao ambiente da matriz extracelular com o qual as células interagem in vivo
(Lutolf & Hubbell, 2005; Stevens & George, 2005). A chave para traduzir a nanotecnologia
num implante com relevancia clinica passa por integrar 0s nano elementos necessarios para
controlar as funcGes celulares num implante tridimensional com dimensdes e propriedades
que preencham os requisitos da aplicacdo dentaria pretendida. Essa integracdo pode ser
feita através do uso de materiais policristalinos com grdos na ordem dos sub-micron
(Webster et al., 2001; Balasundaram et al., 2006). O uso de nanotopografias para aumentar
a adesdo celular e a osteointegracdo ja se estabeleceu no contexto do processamento e
revestimento dos implantes dentarios (Mendonca et al., 2008) e provavelmente ira
expandir-se a matrizes de maiores dimensfGes para suportar o preenchimento 6sseo de
defeitos craniofaciais (Dalby et al., 2007).

Também se tém verificado avancos na sintese de nanomateriais inorganicos
biomiméticos. Uma superficie mineral pode promover a absorcao preferencial de moléculas
reguladoras da funcdo celular, levando a eventos que conduzem a biomineralizacdo
mediada por células (Kohn, 2009). Quando comparados com materiais sintéticos, os
biominerais presentes nos poros da matriz aumentam a adesdo celular, a proliferacdo e
diferenciacdo osteogénica e modelam a organizacédo do citoesqueleto in vitro (Kohn et al.,
2005; Leonova et al., 2006). Quando células progenitoras dos osteoblastos séo
transplantadas nestes materiais, € produzido um maior volume de osso comparado a
matrizes ndo mineralizadas (Kohn et al., 2005). O sucesso deste tipo de materiais na
regeneracdo 0Ossea € um sinal encorajador para a regeneracdo dentaria e periodontal
(Scheller et al., 2009).
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2.2  Factores de crescimento

A morfogénese dentaria envolve uma série de interac¢cdes dinamicas e reciprocas
entre a ectoderme e o mesénquima. Os factores de crescimento sdo proteinas secretadas
extracelularmente que controlam a morfogénese durante tais interacgdes e compreendem
cinco familias proteicas: as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) que pertencem a
super-familia dos factores de crescimento transformantes B (TGF-B); factores de
crescimento dos fibroblastos (FGF); proteinas Hedgehogs (Hgs); proteinas Wingless e int-
related (Wnts) e factor de necrose tumoral (TNF) (Nakashima et al., 2005). No inicio da
morfogénese dentaria, BMP-2, BMP-4 e BMP-7 agem como importantes sinalizadores
epiteliais que regulam a diferenciacdo do mesénquima derivado da crista neural na
linhagem odontogénica (Li et al., 1998; Yamashiro et al., 2003). Tais sinalizadores ainda
determinam o nimero e a posicao das cuspides dos dentes (Zhang et al., 2005). Um estudo
de lohara et al., (2004) comprovou o efeito estimulatério da BMP-2 na formagdo de
dentina, assim como um estudo de Casagrande et al., (2010) mostrou que as SHEDs
necessitam da BMP-2 para se diferenciarem em odontoblastos.

Foi demonstrado que a BMP-4 ¢é expressa pelos pré-odontoblastos da bainha
epitelial de Hertwigz. Além disso, BMP-2 e BMP-7 foram observadas em pré-
odontoblastos e em odontoblastos durante um periodo relativamente curto de diferenciacéo,
estando ausentes em odontoblastos maduros localizados na superficie da dentina coronéaria
e radicular. BMP-3 foi localizada em ambas as células na &rea da raiz, mas ndo em
odontoblastos diferenciados e secretores presentes na coroa dentaria (Nakashima et al.,
1998).

Os membros da familia FGF actuam em diferentes momentos da odontogénese,
desde o inicio do desenvolvimento dentério até a formagdo da ultima cuspide (Zhang et al.,
2005). Os FGF regulam a expressdo de diversos genes e induzem a proliferacdo do
mesénguima (Nakashima & Reddi, 2003).

De entre os trés membros da familia Hgs presentes nos vertebrados, Shh (Sonic
Hedgehog) € o Gnico que € expresso nos dentes, sendo expresso durante o desenvolvimento
inicial do gérmen dentario. Com o objectivo de investigar a funcdo da proteina Shh,
pesquisadores bloguearam a sua sinalizacdo através de anticorpos neutralizantes e

observaram que Shh possui duas fungdes no inicio da odontogénese. A primeira é durante a
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fase de botdo dentario, ao estimular a proliferacdo epitelial, e a segunda € o aumento da
sobrevida da célula epitelial durante a fase de capuz (Cobourne et al., 2001).

A maioria dos genes Wnt € expressa pelo epitélio dentario. Sugere-se que o Wnt7b
interage na sinalizacdo Shh para estabelecer os limites entre a ectoderme oral e dentaria,
posicionando assim os locais de formacdo das estruturas dentarias (Zhang et al., 2005).
Sabe-se que os TNF sdo cruciais na formacdo das cuspides dos molares (Zhang et al.,
2005).

2.3 Recriar a Odontogénese

Todas as células intervenientes na odontogénese tém origem no ecto-mesénquima, a
excepcdo das células progenitoras dos ameloblastos que tém origem exclusiva na
ectoderme (Tomar et al., 2010; Ulmer et al., 2010).

O desenvolvimento dentario é o resultado cumulativo de toda uma complexa rede
de sinais entre os factores de crescimento. A sinaliza¢do inicia-se no epitélio dentario
induzindo a expressdo de genes no mesénquima subjacente. Estabelece-se uma sinalizacao
reciproca entre estes dois tecidos que resulta na formacdo de um dente com um tamanho e
forma especificos dependendo da posicao que irdo ocupar nos maxilares. (Figura n° 2)

Como a maioria dos estudos in vivo descritos neste trabalho foram realizados
utilizando células do epitélio e do mesénquima dentarios de modelos animais,
principalmente ratos, optou-se pela descricdo resumida da odontogénese no rato
comparando-a em seguida a do ser humano. No rato o desenvolvimento dentério inicia-se a
partir do 10° dia de vida intra-uterina com a sinalizacdo estabelecida entre o epitélio
dentério e 0 mesénquima derivado da crista neural (Figura n°® 3). Ao 11° dia as células do
epitélio proliferam e este torna-se mais espesso, invaginando para o mesénquima, formando

a lamina dentaria (Figura n® 3A). Por volta do 12° ou 13° dia, a medida que a proliferacdo
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STAGES AND SIGNALING IN HUMAN/MOUSE TEETH DEVELOPMENT
Eweeks 6Gweeks 7Tweeks 8Bweecks 11weeks 14weeks 18 weeks [Human]
ED 10 ED 11 ED11.5 ED125 ED 14.5 ED 155 ED16.5 [Mouse]
initiation lamina  placodes bud cap bell late bell  [Stage]

ACTIVIN BA

ACTIVIN

DENTAL ECTOMESENCHYME

Figura n® 2 - Diferentes fases do desenvolvimento dentério, alguns factores genéticos que afectam os
fendtipos e algumas moléculas sinalizadoras e factores de crescimento expressos pelo epitélio e mesénquima
dentarios. Adaptado de Koussoulakou et al., (2009).

epitelial continua, as células comecam a formar um botéo dentario, a volta do qual se véo
condensando as células do mesénquima (Figura n° 3; Figura n® 4B e 4C). Ao 14° dia atinge-
se a fase de capuz ou barrete em que o epitélio comeca a dobrar-se e a envolver o
mesénquima. E nesta fase que se inicia a morfogénese da coroa regulada por um centro
sinalizador epitelial, o n6é de esmalte; é ele que controla o padrdo das cuspides dentéarias
(Figura n° 3; Figura n° 4D). A partir do 15° dia inicia-se a fase de sino ou campanula em
que os ameloblastos se diferenciam do epitélio para formar o esmalte; os odontoblastos
diferenciam-se a partir do mesénquima, para originar a dentina e a polpa dentaria; os
osteoblastos também se diferenciam a partir do mesénquima para formar o 0sso alveolar
que constituira os alvéolos dentarios (Figura n° 3).

No ser humano a odontogénese inicia-se por volta da 5% semana de vida intra-
uterina com a inducdo do mesénquima pelo epitélio dentério (Figura n° 3) e processa-se de
modo semelhante ao do rato: lamina dentaria (6% semana) (Figura n® 4E), botdo dentario (72
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a 102 semana) (Figura n® 4F e 4G), capuz dentario (112 semana) (Figura n°® 4H), sino
dentério (14?2 a 282 semana) (Figura n° 3). Contudo entre a 82 e 10® semana, o botéo dentério
correspondente ao futuro dente deciduo tende a invaginar ainda mais no mesénquima
dentario formando um gérmen dentario num estadio tardio de botdo dentario. Enquanto
isso, comeca a desenvolver-se um diverticulo a partir do epitélio mais superficial do botao
dentario que acaba por se tornar um segundo botdo dentario correspondente ao futuro dente
permanente. Esse segundo botdo dentario mais tarde permanecerd no estadio de sino até
retomar o seu desenvolvimento na altura em que o dente deciduo sera substituido (Figura n°
4G). A erupcdo dentéria ocorre no periodo pos-natal e envolve a coordenagdo entre o
desenvolvimento radicular e a reabsorcdo 6ssea (Zhang et al., 2005; Nakao et al., 2008;
Volponi et al., 2010; Ulmer et al., 2010).

Lamina Botdo Capuz Sino M
\

Inducéo Morfogénese Citodiferenciacéo Erupgéo

Legenda

O Epitélig Oral

®  lMesénquima derivado da crista neural

®  pesénguima condensado

() Node esmalte primario

(o] Node esmalte secundario

©  Ameloblastos

©  Qdonioblastos

O  Esmaite © Cemento

e Dentina @ Ligamento periodontal

@  Polpa dentdria @ Osso alveolar

Figura n° 3 — Representacdo esquematica do desenvolvimento dentério de um estudo de Volponi et al., (2010).
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Figura n° 4 — Estadios iniciais do desenvolvimento dentario em embrides do rato e humano (A) Gérmen dentario de um
molar de rato no estadio de lamina. (B) Estadio inicial de botéo dentario. (C) Estadio tardio de botéo dentéario. (D) Estadio
de capuz dentario. (E) Gérmen dentario de um molar humano no estadio de lamina dentéria. (F) Estadio inicial de botdo
dentério. (G) Estadio tardio de botdo dentario com presenca de um segundo botdo dentario (seta preta). (H) Estadio de
capuz dentario. Abreviaturas: DE, epitélio dentario; DM, mesénquima dentario; DP, papila dentaria; EK, n6 de esmalte.
Adaptado de Zhang et al., (2005).

2.3.1 Estudos clinicos utilizando células de origem dentéria para regeneracao de um
dente

Existem dois métodos: um envolve implantacdes in vivo de estruturas dentarias
indiferenciadas criadas in vitro a partir de células progenitoras dentarias (re-agregacao
celular) (Figura n° 5a), enquanto o outro consiste em expandir in vitro populagdes dessas

mesmas células que depois sdo associadas a matrizes e implantadas in vivo (Figura n° 5b).
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Figura n° 5 — Métodos para produzir um dente a partir de células dissociadas, (a) re-agregacdo celular, (b) engenharia
tissular. Adaptado de um estudo de Nakao et al., (2008).

Young et al., (2002) utilizaram células dissociadas do botdo dentario de porcos
jovens em conjunto com matrizes de PGA/PLLA, as quais foram implantadas no omento de
ratos imunodeficientes durante 20, 25 e 30 semanas. Apesar dos implantes extraidos
conterem coroas dentarias anatomicamente bem desenvolvidas apresentando tecidos
organizados como o esmalte, dentina e polpa, assemelhando-se em muito com dentes
naturais, também continham tecido dentario desorganizado e além disso 0s novos tecidos
ndo adoptaram o tamanho e a forma da matriz. Apesar desta lacuna, os resultados deste
estudo confirmaram a habilidade de populacdes heterogéneas de células epiteliais e
mesenquimatosas dissociadas de gérmens dentarios em reagregarem-se dentro da matriz,
interagindo e recapitulando a odontogénese. Um estudo do mesmo grupo em 2004,
utilizando a mesma metodologia, obteve resultados semelhantes mas utilizando células do
bot&o dentario de ratos (Duailibi et al., 2004).

Hu et al., (2006) através de métodos e resultados semelhantes, mostraram que além
da capacidade de reagregacdo de células epiteliais e mesenquimatosas, 0 mesénquima da
fase de capuz podera ser o responsavel pela inducdo da histogénese do epitélio dentario
mesmo nas situa¢bes em que ambos os tecidos estejam dissociados.

Um estudo de Isogawa et al., (2004) propds-se a avaliar a formagdo dentaria a partir

de tecido dentario mesenquimatoso humano combinado com epitélio dentario de rato. Isto
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porque a quantidade de tecido epitelial dentario humano que pode ser obtido a partir da
enucleacdo de gérmens dentarios de terceiros molares de criangas entre os 6-12 anos é
muito reduzida devido a limitacbes técnicas, em comparagdo com o tecido
mesenguimatoso. Estes componentes foram entdo transplantados subcutaneamente em ratos
imunodeficientes durante algumas semanas, tendo-se observado formacdo de estruturas
dentarias.

Um dos poucos estudos que conseguiu reproduzir uma raiz dentéria funcional foi
um estudo de Sonoyama et al., (2006) que utilizaram SCAPs e PDLSCs extraidas de
terceiros molares humanos e expandidas in vitro. As SCAPs foram integradas numa matriz
de HA/TCP que foi revestida com Gelfoam que continha PDLSCs. Foram implantadas num
alvéolo pos-extraccional de um modelo animal (porco) onde previamente se removeu
reminiscéncias do ligamento periodontal original. Suturou-se e aguardou-se 3 meses.
Observou-se através da técnica de tomografia computorizada que se tinha formado uma
estrutura mineralizada e espaco do ligamento periodontal. Ap6s 3 meses, reabriu-se
cirurgicamente o local do implante, colocou-se e cimentou-se uma coroa de ceramica pré-
fabricada no canal pré-formado dentro do bloco de HA/TCP que posteriormente foi
submetida a cargas funcionais durante 4 semanas. A analise radiologica e histologica
confirmou a regeneracdo de uma raiz dentaria com fibras do ligamento periodontal
ancoradas no cemento formado, capaz de suportar for¢as compressivas. Este estudo
mostrou uma alternativa vidvel para a reabilitacdo de espacos edéntulos através da
combinacéo de células autélogas com coroas dentérias artificiais.

Um estudo de Kuo et al., (2007) utilizou células do botdo dentario de porcos
expandidas in vitro e transferidas para uma matriz de GCHT e transplantadas para o alvéolo
original. Apds 36 semanas, verificou-se a formag&o de estruturas dentarias que incluiam um
complexo pulpo-dentinario bem organizado, cemento e ligamento periodontal, sendo que
estas duas estruturas sdo as mais dificeis de reproduzir. Ndo houve formacdo de esmalte,
pois os tecidos calcificados tinham sido removidos aquando da preparacdo das células do
botéo dentario. De salientar que o tamanho do tecido regenerado correspondia em grande
parte ao tamanho da matriz.

Honda et al., (2007) mostraram que o processo de re-agregacao celular era feito de

uma forma mais eficaz, originando estruturas dentarias mais organizadas quando a cultura
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de células era realizada de forma sequencial, ao inves de misturar as células epiteliais com
as mesenquimatosas.

Recentemente, verificou-se que células dentarias integradas numa matriz e
expandidas num sistema de co-cultura parecem permitir um melhor controlo do tamanho e
forma do dente regenerado. Estudos observaram que células mesenquimatosas dentarias
associadas a uma matriz de PGA e células epiteliais dentarias associadas a esponjas de gel
de colagénio permitem que haja um contacto directo entre estes dois tipos celulares e desta
forma originar estruturas dentarias bem organizadas (Honda et al., 2006; Komine et al.,
2007; Abukawa et al., 2009)

Ikeda et al., (2009) mostraram atraves do método da re-agregacéo celular que apos
transplantarem um gérmen dentério produzido in vitro, no osso alveolar de um rato adulto,
este foi capaz de originar um dente com a estrutura correcta que erupcionou e entrou em
oclusdo. O dente apresentava tecido mineralizado capaz de suportar forcas mastigatorias,
possuia também inervacdo permitindo-lhe responder a estimulos como o stress mecanico e
dor em conjunto com o0s outros tecidos orais e maxilofaciais. Este estudo veio realcar o

potencial deste futuro tipo de terapia na medicina regenerativa.

2.4  Desafios actuais na regeneracao dentaria

Como j& foi descrito anteriormente, existe actualmente um recurso a vérias fontes
celulares para serem aplicadas na area da bioengenharia dos tecidos dentarios
mesenguimatosos, nomeadamente as DPSCs, SHEDs, SCAPs, PDLSCs e DFPSCs. Ao
contrario destas, as células estaminais epiteliais dentarias humanas apresentam limitacoes
por duas razoes:

e Primeiro sdo células que sofrem apoptose logo apés a formacdo do esmalte estar
completa, ndo estando presentes no dente apds a sua erupcdo. A Unica fonte
disponivel deste tipo de células sdo os terceiros molares inclusos que podem ser
obtidos de criangas ou adultos jovens;

e Segundo, € mais complicado realizar expansdo em cultura deste tipo de células do

que as células mesenquimatosas dentarias (Yen et al., 2010).
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Assim, terdo de se investigar fontes alternativas de células dentérias ectodérmicas.
Embora ndo se encontre no ambito deste trabalho falar sobre outras possiveis fontes de
células estaminais dentérias, fica apenas a ressalva de que um dos actuais desafios passa
por isso mesmo, por se encontrarem populacdes de células estaminais dentarias que possam
substituir o recurso as células embrionarias do epitélio e mesénquima dentarios. Essa
procura é fomentada pelo facto de se conseguirem criar células epiteliais dentarias a partir
de tecidos de outra origem e pelo facto do ectomesénquima proveniente de outros tecidos se
tornar competente para a odontogénese quando este é induzido pelo epitélio dentéario (Yen
et al., 2010). Outro desafio passa por encontrar essas populacfes de células nao-dentarias,
sendo que as BMSCs parecem ser capazes de responder a sinais indutivos do epitélio
dentério, criando estruturas dentarias organizadas (Ohazama et al., 2004). Um estudo de Hu
et al.,, (2006) demonstrou que as BMSCs podem originar células semelhantes a
ameloblastos, sendo uma potencial fonte de células para a producdo de esmalte.

Também se tém desenvolvido esfor¢os no sentido de se estabelecer linhagens de
células estaminais dentarias transgénicas que poderiam ser usadas para originar estruturas
dentérias in vivo, sendo que uma das maiores vantagens desta abordagem passa por se
poder facilmente criar células, caracteriza-las, e controla-las sem a necessidade de recorrer
repetidamente a uma fonte primaria das mesmas (Yen et al., 2010).

Recentemente, varios tipos de células mesenquimatosas dentérias de animais (ratos)
como as DPSCs, SHEDs e SCAPs tém sido reprogramadas com sucesso em células
pluripotentes induzidas (iPS), o que parece ser uma aposta promissora para a medicina
regenerativa, visto representarem uma fonte de células autélogas. Estas células expressam
marcadores genéticos caracteristicos das células estaminais embrionérias e mantém o
potencial de se diferenciarem em tecidos derivados dos trés folhetos germinativos.
Contudo, efectuar este processo em células humanas, assim como usar estas células para
regenerar um dente completo apresenta complicacGes e incertezas, permanecendo um
desafio (Okita et al., 2007; Yu et al., 2007; Liao et al., 2009; Yan et al., 2010).

Sabe-se que 0s gérmens dentarios bioproduzidos podem ser implantados e
desenvolverem-se nos maxilares. Existem estudos recentes que suportam a viabilidade
desta abordagem, demonstrando que a implantacdo de gérmens dentarios quer em

diastemas naturais de roedores, quer em alvéolos pds-extracionais ou cicatrizados de
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maxilares de ratos e cées pode resultar na maturacao do gérmen. A ddvida é se os maxilares
de humanos exibem a mesma capacidade. Outros problemas que se colocam € identificar a
fase de desenvolvimento dentério ideal para se realizar a implantagdo, optimizar os
procedimentos pelos quais se implanta o gérmen e além disso garantir que ha erupcao
dentéaria. E actualmente aceite que o foliculo dentario tem um papel fundamental na
erupc¢do dentaria e por isso mesmo sera um factor a incluir para que a mesma ocorra (Yen
etal., 2010).

De realgar também a necessidade de optimizar o design das matrizes e 0 método de
libertacdo de factores de crescimento de forma a maximizar uma adequada interaccao entre
0 epitélio e 0 mesénguima dentarios para se obter uma adequada formacéo dentaria, ja que
alguns estudos apesar de demonstrarem a capacidade de formacdo das diversas estruturas
dentérias, estas ndo apresentavam uma correcta morfologia ou organizacdo (Abukawa et
al., 2009).

A regeneracdo dentaria completa requer a formacao de uma coroa como também de
uma raiz funcionais. Até a data, a producdo de uma raiz dentéria com tecidos periodontais
funcionais associados a mesma tem-se revelado um desafio, com apenas alguns casos de
sucesso (Sonoyama et al., 2006), o que torna necessaria uma maior investigacdo nesse
sentido.

Possiveis respostas imunitarias face aos gérmens dentarios humanos ainda ndo sao
conhecidas, por isso este importante aspecto requer investigacdo antes de se iniciarem
ensaios clinicos. Idealmente, neste tipo de terapia deverdo ser usadas células aut6logas,
evitando deste modo a rejeicdo do implante do gérmen (Yen et al., 2006).

Existe outro aspecto a ter em consideracdo que € o facto da odontogénese nos
humanos ser um processo muito mais lento do que nos ratos. E aproximadamente 8x mais
lento e o desenvolvimento po6s-natal dura alguns anos. Portanto, todo o processo de
crescimento, implantacdo e erupgdo de dentes bioproduzidos de ratos poderd levar apenas
algumas semanas, 0 que no caso dos humanos poderd levar meses ou até anos. Sao
necessarias investigacOes para acelerar o desenvolvimento dentario em humanos (Volponi
et al., 2010).
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CONCLUSAO

As células estaminais de origem dentaria apresentam vantagens como o seu féacil
acesso, uma elevada proliferacdo, viabilidade e facilidade em serem induzidas a
diferenciarem-se em diferentes linhagens celulares.

A aplicacdo de células mesenquimatosas dentdrias na engenharia de tecidos
dentarios ainda se encontra numa fase inicial, visto as fontes destas células estarem
limitadas a alturas especificas do desenvolvimento dentario humano. Por exemplo, as
DFPCs e SCAPs apenas estdo disponiveis durante a erupcdo dos terceiros molares na
adolescéncia, enquanto as SHEDs/DPSCs ou as PDLSCs podem ser colhidas a partir de
dentes deciduos exfoliados, ou dentes extraidos por razBes ortoddnticas. Felizmente, as
células mesenquimatosas dentarias podem ser criopreservadas (Oh et al., 2005; Woods et
al., 2009; Lee et al., 2010) e mais tarde clinicamente aplicadas.

Ainda existem muitos desafios no &mbito da medicina regenerativa que precisam
ser explorados e ultrapassados, incluindo a necessidade de se estabelecer métodos fiaveis
para controlar a forma, tamanho e cor dos dentes regenerados, para criar locais adequados
de implantagdo maxilar que permitam o desenvolvimento dos dentes e métodos para
controlar a erup¢do dos mesmaos.

Com base na rapida expansdo do conhecimento sobre embriologia, biologia
molecular e do desenvolvimento, biologia da célula estaminal e bioengenharia, é tentador
esperar que este tipo de terapia esteja disponivel para seres humanos num futuro préximo, o

que traria grandes beneficios a nivel da qualidade de vida.
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