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“Nunca te esquecas que a inveja é o defeito principal dos portugueses. Por isso
toma cuidado sempre que fizeres as coisas bem feitas. Muitos dos que estardo a tua volta
ndo pretendem valorizar-se para serem melhores do que tu, mas querem apenas que tu
nunca tenhas as condic¢des que te permitam parecer melhor do que eles!”

Francisco Salgado Zenha

“E muito melhor arriscar coisas grandiosas, alcangar triunfos e glérias, mesmo
expondo-se a derrotas, do que formar fila com os pobres de espirito que nem gozam muito,
nem sofrem muito, porém vivem nessa penumbra cinzenta que ndo conhece vitérias nem

derrotas.’

Theodore Roosevelt

“Aos meus inimigos, que tanto me ajudaram na minha carreira.”

Camilo José Cela
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Resumo

As células estaminais (SC) sdo células com capacidade de se auto-renovarem
indefinidamente num estado indiferenciado e de se diferenciarem num ou mais tipos de
células especializadas.

Estas apresentam um enorme potencial como fonte de células ou de tecidos para
terapias regenerativas, terapias génicas, descoberta de novos farmacos, e identificacdo dos
mecanismos de aparecimento e desenvolvimento de doencas.

A perda dentéria por doenca periodontal, lesdes de cérie, trauma, ou uma variedade
de desordens genéticas compromete a saude oral. Actualmente existem diversas opc¢oes
terapéuticas para a substituicdo de dentes ausentes, como por exemplo as proteses e 0s
implantes dentéarios, todavia com riscos associados e sujeitos a falhas.

Recentemente, a bioengenharia dos tecidos dentarios tem despertado mais e mais
atencdo. Existe um grande interesse no desenvolvimento de técnicas para a manipulacédo de
SC, com o intuito de se instituirem tratamentos restauradores de tecidos e 6rgdos. E de
grande importancia para o Médico Dentista o conhecimento do seu comportamento
bioldgico e técnicas de obtencéo.

E objectivo deste trabalho apresentar os diversos tipos de SC importantes em
Medicina Dentéria com as suas caracteristicas especificas, destacando algumas das suas
aplicacBes para desenvolver novas terapias, com o intuito de restaurar a integridade

estrutural dos tecidos dentarios.

Palavras-chave: ceélulas estaminais, células estaminais dentarias, odontogénese,

regeneracdo e dentes.
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Abstract

Stem Cells (SC) are cells with the capacity to self-renew indefinitely in an
undifferentiated state and differentiate themselves in one or more specialized cell types.

They have a great potential as a source of cells or tissues for regenerative therapies,
gene therapies, drug discovery, and identification of mechanisms of emergence and
development of diseases.

Tooth loss due to periodontal disease, dental caries, trauma, or a variety of genetic
disorders compromises human oral health. Currently there are several treatment options for
the replacement of missing teeth, such as dentures and dental implants, but with associated
risks and failures.

Recently, tooth tissue engineering has attracted more and more attention. There is a
great interest in the development of techniques for the manipulation of SC, with the aim to
establish restorative treatments of tissues and organs. It is very important to the Dentist the
knowledge of their biological behavior and obtaining techniques.

The goal of this work is to present the various types of SCs important in Dentistry
with their specific features, highlighting some of their applications to develop new
therapies in order to restore the structural integrity of dental tissues.

Keywords: stem cells, dental stem cells, odontogenesis, regeneration and teeth.
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| - INTRODUCAO

A Medicina tem sofrido uma grande evolucdo nas ultimas décadas. Desde as
civilizagbes primitivas, com maior ou menor fundamentacdo tedrica, o Homem
procurou maneiras de resolver os seus problemas e prolongar a longevidade do seu
bem-estar. Ao longo da histdria realizaram-se inestimaveis descobertas para 0 progresso
da Humanidade — foi fundamental a contribuicdo de Hipocrates na medida em que
tornou a Medicina moderna uma actividade dos Homens e ndo dos Deuses. O modo
como passou a ser exercida reflecte o grau de desenvolvimento cientifico, tecnologico e
cultural de um povo. Apesar dos avancos cientificos na prevencdo, diagndstico e
tratamento de diversas doencas devastadoras, tais como a doenca cardiaca, a diabetes, 0
cancro e doengas do sistema nervoso, tais patologias continuam a privar as pessoas de
salde, independéncia e bem-estar.

A Biologia através das suas investigacdes levou a descoberta das células
estaminais (SC). O progresso da investigacdo no dominio das SC mostrou o seu enorme
potencial como fonte de células ou de tecidos para terapias regenerativas, terapias
génicas, descoberta de novos farmacos e identificacdo dos mecanismos de aparecimento
e desenvolvimento de doencas. O desafio para os Médicos Dentistas na era das
manipulagdes das SC e biotecnologia encontra-se iminente. As SC poderdo ser
utilizadas na formacdo de esmalte, dentina e/ou polpa dentaria e tecidos de suporte,
corrigindo assim defeitos resultantes de lesGes de carie, doenca periodontal, traumas,
anomalias congénitas, entre outros.

Este trabalho tem como objectivo abordar as SC e a sua aplicabilidade em
Medicina Dentéaria, sendo de grande importancia para o Médico Dentista o
conhecimento do seu comportamento bioldgico e técnicas de obtencdo. As recentes
investigacOes irdo certamente transformar a pratica clinica diaria numa magnitude muito
maior do que a era da amalgama ou dos implantes dentarios. Ligas metélicas, resinas
compostas e até implantes deixardo de ser solugdes permanentes. Em contraste, a
manipulacdo das SC provenientes dos tecidos orais dard origem a novos tecidos que sao
compativeis com os do préprio paciente. O seu facil acesso e o facto de ndo serem
Orgdos vitais constituem um atractivo. E possivel que, num futuro proximo, a
biotecnologia seja atil na terapia endoddntica e periodontal, apesar de, actualmente, a
ciéncia se encontrar distante de desenvolver 6rgaos dentarios completos a partir de SC,

devido aos mecanismos complexos da formag&o dentaria.
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Il - CELULAS ESTAMINAIS
1 — Perspectiva historica

H& mais de 40 anos que sdo usadas células estaminais adultas em Medicina,
nomeadamente células estaminais hematopoiéticas (EH) e mais recentemente SC
isoladas a partir do sangue do corddo umbilical, em doengas como a leucemia e anemia
apléstica ou em linfomas (Bragancaetal 2010)

Os cientistas descobriram maneiras de obter SC a partir de embrides de ratinhos
ha mais de 20 anos atras. O estudo detalhado das SC do rato levou a descoberta, em
1998, da forma de isolar SC de embribes humanos e cultivar essas células em
laboratdrio. Os embrides usados nesses estudos foram criados para fins de infertilidade
por meio de procedimentos de fertilizacdo in vitro, e quando deixaram de ser
necessarios para esse efeito, foram doados para pesquisa com o consentimento
informado do doador (Stem Cells Basics, 2009)_

A comunidade medica e cientifica prevé que num futuro préximo, sera possivel
utilizar SC no tratamento de cancro, diabetes, doenca de Parkinson, doencas auto-
imunes, insuficiéncia cardiaca, traumas musculares e até em perturbagdes neurologicas,
entre muitas outras patologias (8ragansaetal. 2010)

Nesse sentido, com o objectivo de desenvolver tais tratamentos, 0s cientistas
estudam intensamente as propriedades fundamentais das SC, que incluem: determinar
com precisdo como essas células se mantém num estado indiferenciado, a sua
capacidade de auto renovacdo por muitos anos e identificar quais 0s sinais
electroquimicos que fazem com que se tornem células especializadas (Stm Cells Basics, 2009)

Nos ultimos anos, as SC tém sido amplamente utilizadas em muitas areas
médicas para a reparacdo e/ou regeneracdo dos tecidos e orgdos, por exemplo, 0ssos,
ligamentos e coracdo. O objectivo da Medicina Regenerativa é recriar passo-a-passo in
vitro todos 0s mecanismos e processos que a natureza utiliza durante a iniciagdo e
morfogénese de um determinado orggo (Bluteau etal. 2008)

Os tecidos dentarios por norma apresentam um potencial de regeneracdo
limitado. Contudo, os recentes avancos na pesquisa de SC e na Bioengenharia sdo uma

nova perspectiva para a regeneracdo dos tecidos dentérios na pratica clinica futura ™%

et al, 2009)



2 — Definicao

As SC podem ser definidas como células que se auto-replicam e sdo capazes de
se diferenciar em pelo menos dois tipos diferentes de celulas. Ambas as condicgdes
devem estar presentes para que uma célula seja considerada uma SC M2 2008 Estag
células podem sofrer uma divisdo simétrica, permitindo o aumento do seu nimero, ou
assimétrica, em que ndo h& alteracdo do numero de células e se caracteriza pelo
aparecimento de células com diferentes propriedades (Bte2 et al. 2008; Braganca et al, 2010)
(figura 1).

3 — Classificacéo

Relativamente a classificacdo, as SC podem ser classificadas pela sua origem e

potencial de diferenciacdo (figura 2). Quanto a sua origem, podem ser (G2 2008 Yen &

Sharpe, 2008; Suchanek et al, 2010):

- Embrionarias (ES), referem-se as células indiferenciadas originadas da massa
celular interna do blastocisto do embrido antes da implantacdo no Utero. Estas sdo
notaveis por apresentarem duas propriedades fundamentais: o potencial de auto-
renovacao e a capacidade de se diferenciarem em todos os tipos de células do organismo
adulto, excepto a placenta. Mas existem desvantagens, como a sua instabilidade
genética, a obrigatoriedade do seu transplante para hospedeiros imunocomprometidos, o
risco de formacdo de teratocarcinomas e de contaminacdo, além de questdes éticas.
(Soares et al, 2007; Mao, 2008; Nedel et al, 2009).

- Adultas ou Somaéticas (ASC), localizadas em varios tecidos do organismo
adulto que se mantém num estado indiferenciado, ou ndo especializado, com capacidade
de auto-renovacdo e de se diferenciarem para originar todos os tipos de células
especializadas do tecido onde estdo presentes (Breoene@ et al 2010) - A yiapilidade da sua
utilizagcdo na regeneracdo e reconstrucdo de tecidos tem suscitado grande interesse na

comunidade cientifica, dado o aumento de leis em diversos paises que proibem o uso de
ES (Soares et al, 2007)

Recentemente foi descrita a criacdo de células estaminais pluripotentes
induzidas (iPSC) a partir de células somaticas humanas ou de ratinho através da
expressdo forcada de factores de transcricdo definidos como essenciais para a
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manutencdo do estado de pluripoténcia das SC. A criacdo destas células provocou uma
exploséo de curiosidade cientifica e de interesse industrial, uma vez que as iPSC sdo
semelhantes as SC e, portanto, potencialmente poderiam substituir SC para aplicacdes
clinicas, contornando as preocupacdes éticas sobre o0 uso de embrides. Além disso, iPSC
apresentam a vantagem de serem células derivadas de doentes, evitando a rejeicédo pelo

sistema imunolégico em aplicacdes da terapia celular. (Bragencaetal, 2010; Odaetal, 2010)

Quanto ao seu potencial de desenvolvimento, podem ser (C3" 2008: Braganca etal, 2010).

- Totipotentes, células capazes de dar origem a todas as células diferenciadas do
organismo adulto, incluindo a parte fetal da placenta, o corddo umbilical e as
membranas extra-embrionérias;

- Pluripotentes, células capazes de se diferenciarem em todos os tecidos do
organismo humano, excluindo a placenta e anexos embrionarios;

- Multipotentes, células capazes dar origem a um numero limitado de tipos de
celulas;

- Unipotentes, células capazes de se diferenciarem num unico tecido.
4 — Células Estaminais Embrionérias

As ES tém uma origem embrionéria e sdo isoladas a partir da massa interna de
blastocistos pré-implantados. A maioria foi isolada a partir de blastécitos excedentarios
dos processos de fertilizagdo in vitro e que acabam por ser doados para fins de pesquisa
cientifica com o consentimento informado dos dadores. Actualmente, no que diz
respeito as ES tém sido utilizadas pelo menos seis fontes embrionérias para dar origem
a linhas de células estaminais pluripotentes (figuras 3 e 4). Todas as abordagens
envolvem o isolamento de células vidveis durante uma fase inicial de desenvolvimento,

seguido do crescimento destas células em meio de cultura apropriado (82t etal. 2006)

5 — Células Estaminais Adultas

As ASC estdo presentes nos Orgdos e tecidos fetais e adultos, e assim
correspondem a um grupo heterogéneo composto por células de diferentes fontes, desde
as isoladas a partir do sangue do corddo umbilical e da placenta até as provenientes de
tecidos maduros. A sua identificacdo efectua-se através de varios critérios histologicos,

4



morfologicos e biogquimicos. Em condigdes fisiologicas normais, existem nos Varios
tecidos em pequenos nichos celulares, sendo por isso de dificil isolamento. Os nichos
formam microambientes fornecendo sinais extrinsecos (tal como moléculas
sinalizadoras, interacdes entre as SC com a matriz extracelular e células vizinhas) que
em conjunto com os factores intrinsecos das SC determinam o seu comportamento e
destino que é influenciado por condi¢fes externas, como por exemplo a temperatura, 0
pH, os factores de crescimento, a glicose, 0 oxigénio, as hormonas, entre outros.

As SC sdo morfologicamente idénticas ou muito semelhantes as células dos
tecidos onde se encontram, o que torna o seu isolamento microscépico impossivel. Para
contornar este problema, sdo utilizados marcadores bioquimicos préprios das SC, como
por exemplo receptores membranares e moléculas fluorescentes que aderem a esses
receptores e emitem energia luminosa permitindo a sua visualizacdo, através de duas
técnicas principais: triagem de células activada por fluorescéncia (FACS) e microscopia
de fluorescéncia. Para além das técnicas acima referidas, muitas outras técnicas de
Biologia Molecular sdo utilizadas no processo de identificacdo de ASC, como por
exemplo a reac¢cdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), analises northern

e western ou a utilizacio de genes repdrteres (Bravancaetal. 2010)

6 — Divisao das ASC de acordo com a origem embrioldgica

Dado que a formacdo dentaria resulta de interac¢cOes epiteliais e mesengquimais
(Ohazama et al, 2004; Bluteau et al, 2008; Yen & Sharpe, 2008) devem ser consideradas duas populagées de
ASC, as SC epiteliais (EpSC), que originam os ameloblastos e o aparelho de esmalte, e
as SC mesenquimais (MSC), que originam os odontoblastos, cementoblastos,

osteoblastos e fibroblastos do ligamento periodontal (PDL) (Bluteau et al. 2008; Morsczeck et al,

2009).

Nos dentes, foram sugeridos dois nichos celulares diferentes de SC: a alca
cervical (cervical loop) dos incisivos dos roedores para EpSC (figura 5), e o nicho
perivascular da polpa dentaria adulta para MSC (Harada et al, 1999; Shi & Gronthos, 2003; Bluteau et al,
2008) ' Além da polpa dentéria, outras populacdes de MSC tém sido isoladas de tecidos
dentarios humanos, como o PDL e o foliculo dentario, contudo muito pouco se sabe

sobre a existéncia de um nicho nestes tecidos Morsczeck etal, 2005; Seo et al, 2005)



111 - CELULAS ESTAMINAIS MESENQUIMAIS (MSC)

As MSC descritas primeiramente por Friedenstein et al., sdo células adultas
multipotentes com a capacidade de se renovar e diferenciar em varias linhagens do
tecido conjuntivo, incluindo condrdcitos, miocitos, celulas adiposas, células do tecido

conectivo e osteoblastos, podendo ser isoladas de diversas fontes (Bittencourt etal, 2006; Portinho

et al, 2006; Yen & Sharpe, 2008).

Apresentam propriedades anti-inflamatorias, imunomoduladoras, através da
secrecdo de factores sollveis (IL-6, TGF-beta 1, factor de crescimento hepatdcito,
sintase induzivel de Oxido nitrico e prostaglandinas, por exemplo), e podem ser
transplantadas nos doentes de maneira autgloga (Bittencourt etal. 2006; Yen & Sharpe, 2008)

Os principais progenitores mesenquimatosos, derivados dos dentes e medula

6ssea, importantes na Medicina Dentaria séo (Yen & Sharpe, 2008; Ulmer etal, 2010).
1 — SHED (SC de dentes deciduos exfoliados humanos)

Miura et al. demonstrou que € possivel o isolamento de SHED da polpa
remanescente de incisivos deciduos exfoliados. As SHED séo altamente proliferativas e
clonogénicas, capazes de se diferenciar em varios tipos celulares, tais como adip6citos,
células nervosas e odontoblastos. Apresentam uma grande capacidade osteoindutora in
vivo e expressam marcadores neurais especificos Mra et al. 2003; Suchanek et al, 2010; Ulmer et al,
2010) Contudo, sdo incapazes de reconstituir um complexo dentina-polpa (e & Sharpe. 2008)
Os incisivos e o0s caninos deciduos parecem ser a melhor fonte para a sua recolha
(Biogenetics, 2006; PRWeb, 2010).

Os dentes deciduos sdo uma fonte importante de SC para reparar estruturas
dentarias, induzir a formacdo Ossea e, possivelmente, no tratamento de lesdes

neuroldgicas e doencas degenerativas Muraetal. 2003)

2 — DPSC (SC da polpa dentaria adulta)

Isoladas por Gronthos et al., representam um grupo de células adultas,
localizadas essencialmente na zona rica em células da polpa dentaria, com grande
capacidade de auto-renovacdo e diferenciagdo em varias linhagens celulares, por

exemplo, adipécitos, osteoblastos e neurc’)nios (Peng et al, 2009; Gronthos et al, 2000; Yan et al, 2011).
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Sdo multipotentes, com potencial de regeneracdo 0ssea e estdo envolvidas na formacao
de odontoblastos e dentina reparadora in vivo. Além de expressarem marcadores das
MSC Stro-1 e CD146, expressam também marcadores de pericito 3G5, neurais e do
musculo liso e endotelial ®uteau et al. 2008; Yen & Sharpe, 2008) A g DPSC podem sobreviver por
longos periodos de tempo, passando por mais de 80 passagens, sem sinais evidentes de
senescéncia. Surpreendentemente, apds varias passagens, as DPSC ainda exibem
plasticidade e capacidade para formacg&o de pequenos nddulos calcificados e fragmentos
655€0s in vitro Aauinoetal. 2009 (figra 6).

Estudos desenvolvidos por Braut et al., indicam que SC da polpa dentéria de
incisivos de ratinhos séo capazes de se diferenciar em odontoblastos, osteoblastos e
condrocitos, e sdo capazes de originar uma matriz funcional quando transplantadas para
capsulas renais.

O isolamento de DPSC, a semelhanca de outras SC, é dificil uma vez que os
nichos contém populagdes heterogéneas e marcadores de SC especificos ausentes. As
DPSC podem ser criopreservadas, mantendo a sua capacidade de diferenciacdo e
multipoténcia apds criopreservacao.

A capacidade proliferativa e inibitoria da alorreactividade das células T, fazem
das DPSC excelentes candidatos ao transplante de orgdos, reconstrugdo dos tecidos e

para fins terapéuticos (Yen & Sharpe, 2008; Aquino et al, 2009)

3 — SCAP (SC da papila apical)

Isoladas do apéx de raizes em desenvolvimento, estas células tém a capacidade
de se diferenciar em odontoblastos, adipécitos, osteoblastos, condroblastos e neuronios.
S&o mais proliferativas do que as DPSC e as PDLSC (SC do PDL), tornando-se assim
mais adequadas a regeneracdo celular e, preferencialmente, a formacgéo de raizes. Sdo

facilmente isoladas a partir de terceiros molares (8'teau etal. 2008; Yen & Sharpe, 2008; Morsczeck et al,

2009; Ulmer et al, 2010)

4 — DFSC (SC do foliculo dentéario)

As DFSC foram isoladas a partir de foliculos dentéarios do germe dentario em
desenvolvimento de terceiros molares. Diferenciam-se em osteoblastos, cementoblastos,

fibroblastos, adipdcitos, condrdcitos e neurdnios e expressam marcadores Notchl,

7



STRO-1 e nestina. As DFSC guando transplantadas em ratinhos sdo capazes de formar
um tipO de PDL ap(')s 4 semanas (Peng et al, 2009; Morsczeck et al, 2010; Ulmer et al, 2010).

A diferenciacdo e fungdo das DFSC sdo controladas por uma rede de moléculas
regulatdrias, incluindo factores de crescimento e citoquinas. Estudos referem que EMD
(proteinas derivadas da matriz do esmalte), BMP-2/-7, Col-1 e dNCP (proteina nao
colagénica da matriz extracelular dentéria) extraidas da dentina estimulam as DFSC a
diferenciarem-se em cementoblastos.

A heterogeneidade das DFSC pode desempenhar um papel importante na

regenera(;éo dos tecidos (Morsczeck et al, 2005; Peng et al, 2009)

5 —PDLSC (SC do ligamento periodontal)

O PDL é um tecido conjuntivo especializado que se origina a partir das células
da crista neural do foliculo dentario. As PDLSC obtidas a partir do PDL séo células
multipotentes com caracteristicas semelhantes as BMSC (SC do estroma da medula
Ossea) e DPSC, capazes de se diferenciar em osteoblastos, cementoblastos, células da
crista neural, odontoblastos, condrécitos, adipdcitos e fibroblastos (5% et &l 2004: Morsczeck et
al, 2009; Peng et al, 2009; Ulmer et al, 2010) ' £y hressam marcadores STRO-1 e CD146/MUC18 % ¢
al. 2005; Bluteau et al, 2008; Yen & Sharpe, 2008) o nndem ser recolhidas a partir de raizes de dentes
extraidos (Morsczeck et al, 2009; Ulmer et al. 2010) - Eyrassam também marcadores osteogénicos,
como a fosfatase alcalina e a sialoproteina Gssea, e respondem a factores 6sseos
indutores como a hormona da paratiréide, IGF-1, BMP-2 e TGF 1 (¢ étah 2004)

Num estudo recente em suinos, PDLSC foram utilizadas para tratar lesbes
periodontais '™ 210 Combinadas com SCAP provenientes de sisos inclusos e uma
matriz de hidroxiapatite/tricalciofosfato (HA/TCP), foram transplantadas para o0s
alvéolos de suinos em idade juvenil, dando origem a uma raiz e a um complexo
periodontal capaz de suportar uma coroa em ceramica, cumprindo assim a fungdo de um
dente natural. (Yen & Sharpe, 2008; Morsczeck et al, 2009; Ulmer et al, 2010).

A criopreservacdo das PDLSC mantém as caracteristicas das SC e a capacidade
regeneracdo tecidual in vivo, sugerindo um grande potencial para a regeneracdo de

tecidos periodontais % 2 20%),



6 — BMSC (SC do estroma da medula 6ssea)

Os tecidos dentarios também podem ser regenerados a partir de ASC
multipotentes que ndo sejam de origem dentaria, como o epitélio oral embrionario que
consegue estimular uma resposta odontogenica no mesénquima. A medula 6ssea ndo é
apenas uma fonte de EH, MSC multipotentes também podem ser isoladas e s&o capazes
de proliferar bem em cultura (V'meretal 2010)

As BMSC provém de populagdes de celulas na medula 6ssea e diferenciam-se
em varias linhagens mesenquimais, tais como, osteoblastos, condrocitos, mioblastos,
adipdcitos e células semelhantes a neurdnios, entre outras. A regeneracdo 6ssea tem sido
0 ponto critico da investigagdo das BMSC (Pend et al. 2009; Ulmer et al, 2010) ' ga5 capazes de
originar in vivo cemento, PDL e 0sso alveolar apds implantacdo em zonas de defeitos
periodontais. Partilham as mesmas caracteristicas que as DPSC; ambas tém a
capacidade de formar estruturas do tipo ésseo e dentério, contudo as BMSC apresentam
um potencial odontogénico menor. Deste modo, a medula dssea é uma fonte alternativa
de MSC para o tratamento de doencas periodontais (8!t etal. 2008; Peng etal, 2009)

As BMSC podem ser reprogramadas para dar origem a células semelhantes a
ameloblastos. A recombinacdo de BMSC com células orais epiteliais de embrides de
ratinhos expressam genes odontogénicos, tais como, Pax9, Msx1, Lhx7, DMP1 e DSPP.
Alguns autores referem que a capacidade de diferenciacdo das BMSC diminui
significativamente com a idade dos dadores.

As BMSC podem ser induzidas em células mesenquimais e epiteliais,

oferecendo uma nova possibilidade na Bioengenharia relacionada com a Medicina
Dentéaria (Yen & Sharpe, 2008; Peng et al, 2009; Ulmer et al, 2010).
Em termos terapéuticos, as BMSC tém sido utilizadas nos casos de elevacdo do
seio maxilar, sendo colhidas duma forma minimimamente invasiva da crista iliaca e
inseridas no seio maxilar. Desta forma, deixa de ser necessario a remocao cirurgica do
0ss0 autdlogo antes dos procedimentos de implantes.

As BMSC também podem ser isoladas partir da medula 6ssea da mandibula,

embora em menor quantidade, mas apresentam um potencial osteogénico elevado V'™

et al, 2010)



7 — ADSC (SC derivadas do tecido adiposo)

As ADSC conttm um grupo de MSC pluripotentes com capacidade de
diferenciacdo em varias linhagens, incluindo a osteogénese, a condrogénese e a
adipogenese. O tecido adiposo € facilmente obtido duma forma menos invasiva e em
quantidades maiores do que as células da medula déssea, o que faz com que as ADSC
sejam uma fonte de SC muito atractiva.

Em 2005, foi proposto a hipotese de as ADSC se diferenciarem em linhagens
odontogeénicas e utilizadas para fins de regeneracdo dentaria em idosos com auséncias
dentérias.

Expressam genes relacionados com a mineralizagdo: Cbfal, Osx, BSP, OCN e
DMP1, e marcadores odontogénicos: Msx1, Msx2, Lhx7 e Pax9, relacionados com a
diferenciacdo em células semelhantes a odontoblastos. Expressam também marcadores
osteogénicos, incluindo a fosfatase alcalina, colagéneo tipo |, osteopontina e
osteocalcina. Associadas a uma matriz de colagéneo, tém a capacidade de formar tecido
0sseo in vivo apds 8 semanas, quando transplantadas em ratinhos, sendo uma importante

ferramenta terapéutica na regeneragdo 6ssea Fend et al. 2009,

IV — CELULAS ESTAMINAIS EPITELIAIS (EpSC)

O esmalte dentario é formado a partir dos ameloblastos derivados de EpSC, que
sdo as unicas células de origem ectodérmica que desempenham um papel na
odontogénese. Apds a erupcdo dentaria, as EpSC desaparecem, deixando de haver
células disponiveis para serem utilizadas na teparia celular (Bluteau et al. 2008; Yen & Sharpe, 2008,
Ulmer et al, 2010) - consequentemente, EpSC que poderiam ser estimuladas in vivo para
formar o esmalte, ndo estdo presentes nos dentes humanos. A Bioengenharia parece ser
a Unica possibilidade para recriar uma superficie de esmalte (®'uteau etal. 2008)

Podem ser obtidas a partir de terceiros molares de animais ainda em
desenvolvimento, sendo enzimaticamente dissociadas do epitélio e associadas in vitro a
MSC do mesmo dente para dar origem a estruturas dentérias ®!ve etal. 2008; Ulmer etal, 2010)

Ao contrario do homem, os incisivos dos roedores crescem durante toda a vida,
gracas as ABC (apical bud cells), uma fonte de células no epitélio apical, conhecida

como a alc¢a cervical nos ratinhos, outra fonte de EpSC, que é responsavel pela producéao
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continua de esmalte. Este nicho celular é regulado por uma complexa rede integrada de
moléculas, tais como BMP, activina, folistatina, FGF-3 e FGF-4, permitindo a sua
manutencdo e funcionalidade. Foi demonstrado que as ABC em conjunto com as DPSC
desenvolvem estruturas semelhantes a molares; a forma mais natural da coroa resulta

quando as células se encontram na proporcao de 1;1 (Bluteau etal, 2008; Yen & Sharpe, 2008; Ulmer et

al, 2010)

Esta fonte de EpSC néo pode ser utilizada no tratamento, uma vez que exigiria a
introducdo de células de roedores no homem. A utilizacdo de EpSC que ndo sejam de
origem dentaria, s6 sera possivel com a transferéncia de genes criando um potencial

odontogénico, sendo um objectivo a atingir na proxima década ®!vtea etal. 2008)

V - MARCADORES DAS SC

Os marcadores para as SC sdo de extrema importancia, pois estas células
residem em diferentes locais dentro do tecido. Os marcadores permitem identificar,
isolar e caracterizar as SC. STRO-1 é o marcador das MSC mais conhecido e a sua
expressdo diminui gradualmente durante a expansao em cultura, limitando o seu uso no
isolamento ou identificacdo nas passagens iniciais. Marcadores de células diferenciadas
também podem ser utilizados para caracterizar as SC, como por exemplo a osteocalcina
que é um marcador das DPSC. Actualmente sdo utilizados os seguintes marcadores
microvasculares, para localizagdo de tais células: STRO-1, Factor Von Willebrand e
CD146. Pesquisadores cultivaram SC da medula éssea e da polpa, provenientes de
terceiros molares impactados, e analisaram a expressao genética dessas células, através
do método cDNA Microarray. Foi demonstrado um padrdo genético altamente
semelhante entre esses dois tipos celulares, com excepcéo de alguns genes, incluindo o
IGF-2 e colagéneo tipo XVIlal, no entanto ainda ¢ desconhecida a expressdo dessa

a (Soares et al, 2007; Ulmer et al, 2010)

diferenc

VI - DESENVOLVIMENTO DO DENTE E TECIDOS DE SUPORTE

Para os Biologos, o modelo da odontogénese oferece um paradigma util para o
estudo e aplicacéo das SC (e & Sharpe. 2008) (i rag 7 e 8).
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O desenvolvimento dentario € controlado por interaccdes reciprocas epitélio-
mesénquima, nas quais varios mediadores moleculares estdo envolvidos (Btea et al. 2008;
Nanci, 2008; Yen & Sharpe, 2008; Koussoulakou et al, 2009) (tabela 1). A maioria destas moléculas
sinalizadoras sdo membros da familia do TGF, FGF, BMP, Hedgehog, EDA, Nocth e
WNT (Soares et al, 2007; Koussoulakou et al, 2009). H4 também uma grande expresséo
ectomesenquimal dos genes PAX9 e MSX1 desde a fase de iniciagdo do
desenvolvimento dentério (<Cussculakou et al. 2009 (fjqra 9). Assim, mais de 90 genes tém
sido identificados a partir do epitélio oral, epitélio dentario e mesénquima dentario com
um papel redundante na odontogénese ™" 20%) o epitélio do primeiro arco é essencial
para a iniciacdo do desenvolvimento dentario. No entanto, com o tempo, o potencial
odontogénico passa a ser assumido pelo ectomesénquima, sendo responsavel pela
morfogénse epitelial e histodiferenciagéo (Bluteau et al, 2008; Nanci, 2008; Yen & Sharpe, 2008;
Koussoulakou et al, 2009) ' Etas jnteracg®es ocorrem ndo sé durante o desenvolvimento normal,

mas também em experiéncias com tecidos de diferentes espécies (BMuteau et al. 2008: Yen &

Sharpe, 2008; Koussoulakou et al. 2009)  por exemplo, quando o epitélio do primeiro arco do
camundongo é combinado com a crista neural, craniana ou caudal, na cAmara anterior
do olho, ocorre formagao de um dente M2 299 (figura 10).

Os dentes comegcam a formar-se no final da 5% semana de gestacdo a partir de
uma banda de epitélio espessado que recobre a cavidade oral primitiva ou estomodeu
(Nanci, 2008; Koussoulakou et al, 2009; Ulmer et al. 2010) - cadja handa epitelial, denominada banda
epitelial priméria, rapidamente da origem a duas subdivisdes: a ldmina dentaria, que se
forma primeiro, e a lamina vestibular, que se forma logo depois e é posicionada logo em
frente da 1amina dentaria M@ 299 Na regigo anterior da lamina dentéria, as células da
crista neural vdo migrar da ectoderme por estimulos odontogénicos que vém da
mesoderme subjacente, condensando em 10 zonas em cada maxilar (10 dentes de leite
em cada maxilar). Estas zonas de condensacgédo véao continuar ligadas a ectoderme pela
lamina dentaria, constituindo a fase de botéo.

A transicdo de botdo para capuz marca o comeco das diferengas morfologicas
entre germes dentarios que dao origem a diferentes tipos de dentes. As alteragdes
morfoldgicas tém inicio na fase de capuz e sdo coordenadas pelos nds de esmalte,
através de vias de sinalizacdo temporarias do epitélio, e reguladas pela expressdo de

X (Nanci, 2008; Yen & Sharpe, 2008; Koussoulakou et al, 2009)_ Nesta

genes homeobo fase, ja é possivel

identificar os elementos que formam o dente e os seus tecidos de suporte Neh 2099 o

crescimento externo do epitélio, que superficialmente parece um capuz a rodear uma
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esfera de ectomesénquima condensado, é referido como orgédo dentario, mas na verdade
deveria ser chamado orgdo de esmalte, porque é considerado o precursor dos
ameloblastos e dara origem ao esmalte dentario. A esfera de células ectomesenquimais
condensadas, denominada papila dentaria, formard a dentina e a polpa. O
ectomesénquima condensado, que limita a papila dentaria e encapsula o orgdo de
esmalte — o foliculo ou saco dentdrio — da origem aos tecidos de suporte do dente
através dos cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos. O orgdo de esmalte, a papila
dentaria e o foliculo dentario constitutem juntos o orgdo dentario ou germe dentario
(Bluteau et al, 2008; Nanci, 2008; Yen & Sharpe, 2008; Koussoulakou et al, 2009).

O crescimento do germe dentario leva a préxima fase de desenvolvimento
dentério, a fase de sino, assim denominado porque o orgdo de esmalte se torna parecido
com um sino conforme o epiteélio, na sua superficie interna, aprofunda o capuz. Durante
esta fase, a coroa dentaria assume a sua forma final (morfodiferenciacéo) e as células
que irdo produzir os tecidos duros da coroa (ameloblastos e odontoblastos) adquirem o
seu fendtipo distintivo (histodiferenciagdo). As zonas de condensacdo ectodérmica
organizam-se, quebrando o contacto com a superficie e diferenciam-se em 4 zonas:
epitélio adamantinico externo, epitélio adamantinico interno, células do reticulo
estrelado e estrato intermédio (Nench 2008: Yen & Sharpe, 2008; Koussoulakou et al, 2009) ' g gpjtélios
interno e externo do esmalte sdo continuos e a regido onde se encontram é conhecida
como a al¢a cervical; neste ponto as células continuam a dividir-se até que a coroa atinja
0 seu tamanho total e, apds a formacao da coroa, origina 0 componente epitelial para a
formacdo da raiz — a bainha epitelial de Hertwig (Nanch 2008: Yen & Sharpe, 2008) ‘A g c&|ylas do
reticulo estrelado tém a funcéo de nutrir os ameloblastos, pois estes afastam-se da zona
vascularizada. Ha dois eventos importantes que ocorrem durante esta fase: a lamina
dentaria desintegra-se, separando o dente em desenvolvimento do epitélio oral, e 0
epitélio interno do esmalte dobra-se, tornando possivel reconhecer a forma da futura
coroa do dente (Nanci. 2008; Koussoulakou et al, 2009) A fragmentacdo da lamina dentaria resulta
na formacdo de agrupamentos de células epiteliais — pérolas epiteliais — que
normalmente se degeneram, mas algumas podem persistir e formar pequenos quistos de
erupcéo, odontomas, dentes supranumerarios e atrasos na erupgéo et 2008),

O proximo passo no desenvolvimento dentario é a diferenciacdo final dos
ameloblastos e odontoblastos e a formacgéo dos dois principais tecidos duros do dente: a
dentina e o esmalte, num processo denominado histodiferenciacdo. As células

ectomesenquimais da papila dentaria aumentam rapidamente de tamanho, migram para
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o epitélio interno, e ai diferenciam-se em odontoblastos. Estes, condicionados por
estimulos adequados (TGF-B1, BMP-2, IGF), comecam a secretar a pré-dentina
(producdo centripeta) e a primeira camada é mineralizada em dentina (B¢ etal. 2008: Nanci
2008; Koussoulakou et al, 2009) ' A pré-dlentina, por sua vez, vai estimular a producdo de esmalte
pelos ameloblastos com a sua porcao apical voltada para a papila (producéo centrifuga).
Conforme a matriz organica é depositada, os odontoblastos movimentam-se em
direcgdo ao centro da papila, deixando para trds uma extensdo citoplasmaética, ao redor
da qual a dentina é formada. As células que formam o esmalte, os ameloblastos,
movem-se em sentido oposto a dentina, deixando para trds um aumento continuo da
espessura do esmalte (Koussoulakou et al, 2009)_

Relativamente a formacdo radicular, esta inicia-se rapidamente quando se forma
a bainha epitelial de Hertwig (e & Sharpe, 2008; Koussoulakou et al, 2009) ' Eota hajnha cresce ao
redor da polpa dentaria, entre a papila e o foliculo dentéario, até envolvé-la totalmente,
excepto na sua por¢do basal. A medida que as células epiteliais da bainha se expandem
progressivamente, inicia-se a diferenciacdo dos odontoblastos a partir das células
ectomesenquimais da periferia da polpa, adjacentes a bainha radicular, dando origem a
dentina radicular. Alguns autores referem que as células da bainha também se podem
diferenciar em cementoblastos (Vaci: 2008: Koussoulakou et al, 2009)

Com o inicio da formacdo radicular, a coroa do dente cresce no sentido oposto a
base do 0sso da cripta, e as células da bainha degeneram, para formar grupos de células
epiteliais, separadas do tecido conjuntivo circundante por uma lamina basal, conhecidas
como restos epiteliais de Malassez. Ap6s a fragmentacdo da bainha, células
ectomesenquimais do foliculo dentario penetram entre as fenestracdes epiteliais,
tornam-se justapostas a dentina radicular recém-formada e diferenciam-se em
cementoblastos, que originam o cemento. As células do PDL e os feixes de fibras
também se diferenciam a partir do foliculo dentario atraves dos fibroblastos. O PDL,
como um amortecedor de forgas, é considerado o principal impulsionador para o
processo de erupcdo dentéria. Algumas evidéncias recentes indicam que o 0sso, no qual
os feixes de fibras do ligamento sdo ancorados, é igualmente formado pelas células que
se diferenciam a partir do foliculo dentario através dos osteoblastos (Ye" & Sharpe. 2008)

O desenvolvimento do dente permanente faz-se a partir de um botéo
embrionario que se liga ao epitélio oral pela ldamina dentéria, por cima do bot&o do dente
deciduo. O desenvolvimento deste ocorre da mesma forma ™" 29%) O resumo da

formacéo dentaria esté representado na figura 11.
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A formacéo radicular do dente é o aspecto menos estudado do desenvolvimento
dentéario em termos de expressdo de genes e sinalizacdo molecular, mas sabe-se que 0s

factores FGF10 e NFI-C so essenciais para a sua formagao (Nanch 2008: Yen & Sharpe, 2008)

VIl - BIOENGENHARIA DAS SC

Anomalias congénitas, doencas dentarias adquiridas e tumores odontogénicos
afectam milhdes de pessoas, 0 que faz da patologia oral o segundo problema clinico
mais frequente (Kousseulakou et al, 2009 A nerda dentaria e dos tecidos periodontais pode
resultar no movimento dos dentes remanescentes, dificuldade na mastigacao, fonacao,
desequilibrio na musculatura e comprometimento da estética dentaria e do sorriso,
comprometendo a auto-estima (S0es et al. 2007; Bluteau et al, 2008) Ny mundo ocidental, estima-
se que 85% dos adultos, tenham algum tratamento dentério. Sete por cento perdeu um
ou mais dentes pelos 17 anos. Ap6s os 50 anos, uma média de 12 dentes estdo a ponto
de serem perdidos e 29%8) - Actualmente existem diversas opcdes terapéuticas para a
substituicdo dos dentes ausentes, como por exemplo as proteses e os implantes
dentarios, todavia com riscos associados e sujeitos a falhas (o3¢ et al. 2007 Bluteau et al, 2008;
Koussoulakou et al, 2009)_

Com os avancos nos conhecimentos das SC e conceitos emergentes da
Bioengenharia, a substituicdo dentaria biolégica podera ser uma alternativa para a
substituicdo dos dentes perdidos (Ve & Sharee. 2008) ' desenvolvimento de técnicas para a
manipulagdo de SC, com o intuito de se instituirem tratamentos restauradores de tecidos
e orgdos, é um dos grandes objectivos.

Para a Bioengenharia é essencial uma triade composta por SC, uma matriz
extracelular e factores de crescimento como estimulo para a diferenciacdo celular o
etal. 2007 (figura 12). O objectivo é cultivar as SC com agentes indutores odontogénicos
através de interaccOes epiteliais-mesenquimais, programando-as com ajuda de uma

matriz extracelular, para se diferenciarem nas vérias linhagens dentarias (B'utea et al. 2008;

Yen & Sharpe, 2008)
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1 — Factores de Crescimento

Para todos os eventos do desenvolvimento, uma complexa cascata de expressoes
de genes ocorre para direccionar as células para o correcto local e trajecto apropriado de
diferenciacdo. Estes genes codificam factores de transcricdo que regulam a sintese de
varias proteinas sinalizadoras (factores de crescimento). Estas proteinas secretadas
extracelularmente séo agentes indutores, que regulam as interaccOes entre as camadas
de tecido odontogénico e interferem na multiplicacdo celular, morte celular e
histodiferenciaggo (MNanci: 2008: Koussoulakou et al, 2009) - compreendem principalmente cinco
familias proteicas: BMP, FGF, proteinas Hedgehog, WNT e TNF. A familia BMP faz
parte da super-familia TGF-pB, composta por 25 factores moleculares. As BMP podem
ser divididas em 4 sub-familias distintas: a primeira BMP-2 e 4; a sequnda BMP-3 e
BMP-3B, esta ultima também conhecida como fator de crescimento/diferenciacdo 10
(GDF-10); a terceira BMP 5, 6, 7 e 8 e a quarta GDF 5, 6 e 7, também conhecidas por
proteinas morfogenéticas 1, 2 e 3 derivadas da cartilagem.

Num estudo realizado, através do método de hibridizacdo e posterior analise
com PCR, observou-se a expressdo de BMP-2, BMP-4, BMP-7, BMP-8, GDF-5 e GDF-
6 nas polpas dentérias de incisivos de ratinhos. Os autores afirmam que estes factores
sdo criticos no desenvolvimento dentério e reparacéo pulpar oares étal. 2007)

As BMP também sdo expressas no epitélio estrelado do orgdo de esmalte
durante a fase de capuz e estdo associadas a diferenciacdo dos ameloblastos e
odontoblastos . No inicio da morfogénese dentéaria, BMP-2, BMP-4, BMP-7 agem como
importantes sinalizadores epiteliais que regulam a diferenciagdo do meséngquima
derivado da crista neural numa linhagem odontogénica, mas também determinam o
nimero e a posicao das clspides dos dentes (S0ares etal. 2007; Nancl, 2008) £y g 13).

lohara et al. cultivou e tratou com BMP-2 células da polpa dentéria de porcos e,
posteriormente, transplantou-as para dentes sem polpa de cées. A expressao do RNAm
de sialofosfoproteinas da dentina (Dspp) e de metaloproteinases-20 da matriz, (MMP-
20) confirmou a diferenciagéo odontobléstica e a formacéo de dentina ("2 tal. 2004)

Os membros da familia FGF regulam a expressdo de diversos genes e induzem a
proliferacdo do mesénquima, desde o inicio do desenvolvimento dentario até a formacéo
da Gltima clspide (Sares etal. 2007: Nanci, 2008)

Relativamente aos membros da familia Hedgehog, Shh é o Unico ligante Hh

expresso nos dentes e possui duas fungdes no inicio da odontogénese: estimula a
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proliferacdo epitelial na fase do botdo e aumenta a sobrevida da célula epitelial na fase
de capuz.

A maioria dos genes Wnt é expressa pelo epitélio dentario, sendo que o Wnt7b
interage na sinalizacdo Shh para o estabelecimento dos limites entre a ectoderme oral e
dentaria, posicionando os locais de formacdo das estruturas dentarias. Os TNF s&o

cruciais na formacéo das clspides dos molares 0 €@ 2007) (yer anexg 1).
2 — Matriz

A matriz extracelular € composta por materiais sintéticos ou naturais e tera que
ser biocompativel, no irritante e resistente. E essencial, pois fornece o suporte
necessario para o transporte de nutrientes, oxigénio e residuos metabolicos. Os
componentes da matriz funcionam activando a morfogénese das células implantadas,

enquanto esta é gradualmente degradada e substituida pelo tecido regenerado (502" €t @

2007).

Diferentes materiais de transporte tém sido analisados pela sua capacidade de
permitir e facilitar o transplante e a diferenciacdo das células, nomeadamente esponjas
de colagéno, HA/TCP, fosfato de célcio, polimeros de fibrina ceramica, alginato,
matrizes de gelatina PCL e outros polimeros (V'™ €@l 2010) para 5 formacéo de tecido
dentario tém sido utilizadas as matrizes PGA e PLGA, ambas semelhantes no suporte de
crescimento dos tecidos dentarios altamente organizados. Um sistema de matriz
tridimensional, a partir do colagéneo tipo I, também pode ser utilizado. Num estudo
realizado por Deng et al., cujo objectivo era avaliar a resposta das SC provenientes do
primeiro arco branquial de ratinhos ao estimulo por TGF-B1 ¢ dNCP através da
expressao de proteinas caracteristicas dos odontoblastos, apenas no grupo tratado
somente com 0 TGF-B1 ndo houve formagdo de tecido semelhante ao complexo pulpo-
dentinario. Isto sugere que as proteinas derivadas da matriz desempenham uma funcgéo
essencial na diferenciagdo odontoblastica. Fibroblastos isolados a partir da polpa
dentaria foram cultivados numa matriz composta por fibras de acido poliglicélico e,
apos 60 dias, exibiram celularidade semelhante a encontrada na polpa humana normal,
indicando que esta matriz apresenta boas propriedades para a sua utilizacdo em
Bioengenharia o' etal. 2000 A matriz extracelular deve prover adequados parametros

fisiol6gicos para permitir a cultura das células quer in vitro quer in vivo (V!™merétah 2010)
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3 — Aplicacdes das SC em Medicina Dentaria

A investigacdo de SC em Medicina Dentaria representa um potencial terapéutico
na regeneracdo dos varios tecidos, tais como, o tecido 0sseo, 0 periodonto, ou num
futuro préximo, a formacéo de dentes (V'™ & 2010 Tem sido proposta a utilizacdo de
SC nas mais diversas areas da Medicina Dentaria, como sejam a Dentisteria, a
Endodontia, a Periodontologia, e toda a area da reabilitagdo oral relacionada com a
substituicdo de dentes ausentes e formagdo ssea (Soares etal. 2007)

Num estudo in vitro realizado por Alhadlag e Mao, foram isoladas MSC da
medula 6ssea de ratinhos e induzidas para se diferenciarem em células condrogénicas e
osteogénicas mediante um estimulo com TGF-B. As MSC foram encapsuladas em duas
camadas de matriz composta por hidrogel de polietilenoglicol e moldadas em forma de
condilo de humanos. Posteriormente estes moldes foram implantados em dorsos de
ratinhos imunodeficientes. Observou-se a formacdo de uma estrutura condilar apés 8
semanas de implantagao (Ahadlad & Mao. 2003) (£iy 13 14).,

Abukawa et al. isolaram MSC provenientes de porcos, cultivaram estas células
numa matriz de &cido poli-dl-lactico-coglicélico e incubaram por 10 dias num meio de
cultura com suplemento osteogénico. As amostras foram depois transplantadas para
defeitos 6sseos mandibulares induzidos cirurgicamente e ap6s 6 semanas realizou-se a
analise histoldgica, clinica e radiografica. Os defeitos 6sseos foram preenchidos com
um tecido denso, semelhante ao 0sso, apresentando osteoblastos, ostedcitos, vasos
sanguineos e 0sso trabeculado APukawaetal, 2009)

Park et al. obtiveram trés tipos de tecidos dentarios derivados de ASC a partir de
molares imaturos extraidos de cdes Beagle. Mais tarde, transplantaram PDLSC, DPSC e
DFSC para zonas de defeito periapical. As amostras foram avaliadas clinica e
histologicamente e as PDLSC revelaram melhor capacidade de regeneracdo do PDL,
0S50 e cemento, bem como do nervo periférico e vasos sanguineos 2k etal-2010) | ajng et
al. demonstraram a presenca de ASC no LPO com propriedades clonogénicas e alta taxa
proliferativa. Estimularam estas células in vivo a diferenciarem-se em cementoblastos e
apos 4 semanas observou-se acumulagdo calcica. Ao serem transplantadas para ratos
imunocomprometidos as células formaram uma estrutura semelhante ao cemento/LPO
(Soares et al, 2007)_

Gronthos et al. isolaram DPSC a partir de terceiros molares impactados. Estas

células revelaram a capacidade de formar depdsitos calcicos in vitro num meio de
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cultura composto por L-ascorbato-2-fosfato, glicorticoide e fosfato inorganico. As
células foram depois transplantadas em ratinhos imunocomprometidos e exibiram a
capacidade de formar uma estrutura semelhante ao complexo pulpo-dentinério,
constituido por uma matriz de colagéneo tipo | altamente organizada, perpendicular a
camada odontoblastica, e tecido fibroso contendo vasos sanguineos, andlogo a polpa
encontrada em dentes humanos normais (¢ronhos etal 2000 (figra 15). Liu et al. cultivaram
as mesmas células num meio indutor de mineralizacdo semelhante e observou-se a
formacéo de hidroxiapatite com pequenas quantidades de carbonatos, caracteristicos das
apatites  biologicas. Recentemente foi identificada a matriz extracelular
fosfoglicoproteica ndo-colagénica (MEPE) no tecido dentario, sendo que o péptido
dentonina deriva da sua sequéncia genética. Também avaliaram a accdo deste péptido
sobre as DPSC e observaram um aumento na taxa proliferativa das DPSC, sendo
possivel a sua utilizacdo na regeneracdo pulpar em resposta a danos como traumas e
lesBes de cérie. Ainda assim, sdo necessarias mais investigacdes para a aplicagdo in vivo
desta terapia (- ¢ta! 2004

Ohazama et al. testaram a capacidade do epitélio dentario em estimular SC
embriogénicas e mesenquimais, provenientes dos tecidos neural e medula dssea, a
expressarem genes odontogénicos, no sentido de substituirem o mesénquima dentéario.
Observaram a expressao de Dspp, gene que é expresso pelos odontoblastos, o que indica
que apesar de ndo haver formacdo dentaria, ha o estimulo para a diferenciacéo celular
(Ohazama et al, 2004).

Batouli et al. demonstraram que as DPSC tém a capacidade de formar um
complexo do tipo pulpo-dentindrio quando transplantadas em  ratinhos
imunocomprometidos. Apds 16 semanas, o tecido pulpar era constituido por tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e odontoblastos associados a dentina recém-formada,
indicando a possibilidade de utilizar essas celulas para reparar estruturas dentarias
danificadas (Batouli et al, 2003)_

Kramer et al. realizaram um estudo in vitro para determinar o potencial das MSC
e células progenitoras do PDL na formacéao de diferentes tipos de tecidos, assim como a
possibilidade no tratamendo de doengas orais. Demonstraram que é possivel a formacao
de um tipo de PDL a partir destas células, quando se encontram em contacto com
quaisquer factores do PDL ou com mesmo com o préprio tecido (<amerétal 2004 'gajtg et
al. sugeriram a utilizagdo de BMP-2 como promotor para a diferenciacdo de células
progenitoras do foliculo dentario em cementoblastos e odontoblastos, no sentido de
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restabelecer a integridade do PDL 3t etal 2009 ‘Njarej et al. implantaram uma matriz
porosa com SC da medula dssea nos alvéolos dentarios de coelhos, apds extraccdo do
incisivo central inferior, verificando-se a preservacdo das paredes 0sseas alveolares, o
que representa mais um passo para a regeneracao periodontal Maret etal. 2009,

Cordeiro et al. preparam matrizes biodegradaveis dentro de canais radiculares de
dentes humanos cortados em fatias. De seguida, acrescentaram a matriz SHED isoladas,
ou associadas a células endoteliais, e subsequentemente implantaram a estrutura no
tecido subcutaneo de ratinhos imunocomprometidos. Verificaram que o tecido formado
apresentava arquitectura, celularidade e expressdo de genes semelhantes aos de uma
polpa dentaria fisioldgica com vasos sanguineos funcionais (coreir el 2008) (fjgra 16).

Laino et al. cultivaram DPSC obtidas a partir de polpas saudaveis de individuos
entre os 30-45 anos de idade e, por intermédio de citometria de fluxo, seleccionaram
uma populacdo de células produtoras de osso c-kit'/CD34'/CD45 (SBP/DPSC). Em
meio de cultura, as SBP/DPSC diferenciaram-se em precursores de osteoblastos
(CD44"/RUNX-2"), capazes de se auto-renovarem, e posteriormente em osteoblastos,
produzindo in vitro tecido 6sseo fibroso autélogo (LAB), que é marcadamente positivo
para varios anticorpos 0sseos e uma fonte ideal de osteoblastos e tecido mineralizado na
regeneracdo 0ssea. Ao ser transplantado in vivo em ratinhos imunocomprometidos, sem
a necessidade de uma matriz, originou osso lamelar contendo ostedcitos (figura 17).
Este tecido recém-formado pode ser Gtil em varias patologias que exijam o crescimento
de tecido dsseo e reparacdo. As células diferenciadas e o LAB podem ser conservados a
-80°C e armazenados por longo tempo, sem perderem as suas caracteristicas (-4 ¢ 2"
2005).

Seo et al. obtiveram PDL a partir de terceiros molares extraidos cirurgicamente e
utilizaram o tecido para isolar PDLSC. Em meio de cultura apropriado, as PDLSC
diferenciaram-se em celulas do tipo cementoblasto, adipécitos e células formadoras de
colagéneo. De seguida foram transplantadas in vivo em ratinhos imunocomprometidos
para avaliar a capacidade de regeneracdo e reparacdo dos tecidos periodontais e
revelaram a capacidade de originar estruturas do tipo cemento e PDL, contribuindo para
a reparacéo do tecido periodontal =@ 299 (figyra 18).

Aquino et al. demonstraram clinicamente em pacientes que necessitavam de
extrair os terceiros molares, que as DPSC juntamente com uma matriz de colagéneo
formam um biocomplexo estrutural eficiente na regeneracdo Ossea. Estes pacientes

apresentavam uma reabsorcdo dssea bilateral do rebordo alveolar distal ao segundo
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molar, secundaria a impactacdo do terceiro molar na lamina cortical alveolar,
produzindo um defeito dsseo de pelo menos 1,5 cm de altura. Esta condicdo clinica ndo
permitia a regeneracdo Ossea espontanea apds a extraccdo do terceiro molar e,
eventualmente, levaria a perda também do segundo molar adjacente. Trés meses apos 0
enxerto autélogo de DPSC, o 0sso alveolar dos pacientes apresentava uma regeneragdo
Ossea vertical ideal e a completa reintegracdo dos tecidos periodontais & volta dos
segundos molares, avaliada clinicamente a sondagem e através de radiografias. As
observacdes histoldgicas demostraram claramente a completa regenera¢do do 0sso no
local da lesdo Aauinoetal. 2009 (finras 19, 20, 21, 22 e 23).

VII1 - SUBSTITUICAO DENTARIA BIOLOGICA

Actualmente, duas maneiras principais estdo a ser investigadas para formar um
“biodente”: uma reproducao do desenvolvimento de um dente embriondrio na boca ou a
criacdo de uma matriz (estrutura) na forma de um dente que possa ser germinada com
células capazes de formar tecidos dentarios (figura 24) (Nenci. 2008: Yen & Sharpe, 2008)
Contudo, o melhor dente de substituicdo teria de ser feito a partir do tecido do proprio
doente e cultivado no préprio local do dente (<°'va & Castanho, 2007) ‘Njasee sentido, tém sido
desenvolvidas experiéncias em ratinhos, utilizando primoérdios da ldmina dentaria ao
invés de populacBes de SC isoladas para dar origem a um orgdo dentario completo
(Dualibi et al, 2004; Ohazama et al, 2004) 1540 demonstra uma dificuldade na manipulacéo de todos
os factores envolvidos no desenvolvimento de um orgdo dentario. Além desta
problematica é evidente a necessidade da insercdo e funcionabilidade do orgdo formado,
de maneira a que se possa integrar no sistema estomatognatico (S°a"es étal. 2007)

Glasstone demonstrou in vitro que o estagio inicial embrionario do dente
primordial pode ser dividido em dois e que cada metade pode originar um dente
completo de tamanho normal. Isto revela que o estagio inicial embrionario exibe um
inerente nivel de plasticidade e capacidade regenerativa (65" 192 Esta capacidade
regenerativa foi demonstrada por Young et al., que usaram estruturas na forma de
diferentes dentes e fizeram-nas germinar com células dissociadas a partir do estagio
inicial do germe do terceiro molar de porcos e ratos. Estas estruturas na forma de dentes
foram criadas utilizando polimeros biodegradaveis, sendo envolvidas em omento, um

material rico em vasos sanguineos para suprir os tecidos dentarios em desenvolvimento
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com nutrientes e oxigénio. Apos 20 a 30 semanas de implantagdo in vivo usando botdes
dentérios de suinos, as estruturas germinadas cresceram nos ratinhos hospedeiros e
andlises histologicas revelaram a formagdo de minudsculas coroas dentérias (1 a 2 mm).
Estas estruturas formadas apresentavam uma bainha epitelial de Hertwig, odontoblastos,
cementoblastos, uma camara pulpar bem definida, dentina e um orgdo
morfologicamente correcto contendo esmalte completamente formado (Youno et @l 2002
(figura 25). Pesquisadores observaram que células dentérias no estagio de botéo, obtidas
de ratinhos recém-nascidos, cultivadas in vitro durante 6 dias e transplantadas para
dorsos de ratinhos imunocomprometidos, apresentaram bons resultados na formacao de
coroas dentarias, com caracteristicas semelhantes as que encontramos nos dentes
formados naturalmente. No entanto, o0 germe molar de rato so se desenvolveu apds 12
semanas de implantacdo in vivo (Cualibi et al 2009 "\ g explicacdo provavel para este
acontecimento € que um nimero reduzido de células epiteliais dentarias e mesenquimais
dissociadas se recombinaram na estrutura e iniciaram a formac&o dentéria num processo
sugerido por Glasstone (¢ 1%2) ' yma das desvantagens é que os dentes produzidos
apresentavam dimensoes reduzidas e ndo se ajustavam quer em forma quer em tamanho
a matriz biodegradavel. A adaptacdo deste método para produzir estruturas dentarias
com dimensfes normais estd ainda a ser investigada, mas um dado relevante desta
tentativa ¢ que o osso ndo ¢ formado durante o processo. A formagao de um “biodente”
deve envolver a formacdo de tecido 0sseo novo no qual o dente se possa inserir e
desenvolver as suas raizes. Todavia, a formacdo 6ssea usando esta tentativa pode vir a
ser conquistada (“"an9 &t al. 2009)

Outra perspectiva que esta a ser investigada é a reproducdo do desenvolvimento
dentario tal como ocorre dentro do embrido na boca adulta. Ohazama et al.
demonstraram que a transferéncia de um primérdio embrionario na mandibula de um
rato adulto, resultava no desenvolvimento completo de um dente unido ao 0sso pelos
seus tecidos moles, com uma orientacdo correcta e tamanho adequado para o rato. Esta
tentativa baseia-se na ideia de que, quando orgdos complexos sdo produzidos em
embrides, 0s mesmos trajectos podem ser usados para produzi-los in vitro. As BMSC,
contendo MSC, podem ser cultivadas e agregadas para formar massas semi-solidas. Os
agregados sdo combinados com epitélio oral embrionario e sdo cultivados. A iniciacdo
do desenvolvimento dentario é avaliada histologicamente, e 0S genes Sdo expressos nas
MSC que sdo indicativas de odontogénese inicial. Tendo estabelecido que as MSC
podem responder a sinais epiteliais e comecar a formacdo dentéria, a capacidade destas
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de formar dentes é testada pela sua transferéncia para capsulas renais de ratos adultos
por 10 dias (figura 26). Sob estas condicOes, transplantes a partir de BMSC podem
originar coroas dentarias completas do tamanho aproximado ao do molar do rato e
contendo todos os mesmos tipos celulares de um dente normal. Verificou-se que apés
26 dias do transplante houve formacdo de um dente ectdpico, histologicamente normal,
apresentando dentina, esmalte e um tecido do tipo PDL (©"azama et al. 2009) (fjqra 27).
Outros meios auxiliares, utilizando imagens 3D, tém mostrado que os dentes formados
apresentam ndo s6 uma morfologia normal, mas também podem entrar em erup¢do na
cavidade oral e dar origem a raizes funcionais (figura 28) (Ye" & Sharpe. 2008)

Varias pesquisas estdo em andamento para testar outras fontes de SC e encontrar
uma fonte celular para substituir o epitélio oral embrionario com o objectivo de produzir
um “biodente” totalmente a partir de cultura de células. Estas duas tentativas diferentes
oferecem uma nova possibilidade real de a substituicdo dentaria biologica se tornar uma
realidade num futuro ndo muito distante. Apesar de todos estes avangos, existem ainda
muitos mistérios sobre a sinalizacdo celular que direcciona a morfogénese dos dentes e
necessitam de ser desvendados (K°!va & Castanho, 2007)

Em 2009, um dente funcional com todos os seus componentes, incluindo o
esmalte dentario, foi regenerado num animal pela primeira vez V'meretal.2010) 1iada et al.
transplantaram com a orientacdo correcta um germe dentario de um molar para a regido
do primeiro molar superior do 0sso alveolar em ratos adultos com 8 semanas de idade.
O dente formado, que entrou em erupcao e oclusdo, apresentava uma correcta estrutura
dentéria, a dureza necessaria dos tecidos mineralizados para a mastigacao e resposta a
estimulos nocivos, tais como o stress mecéanico e a dor, em coopera¢do com 0s restantes
tecidos orais e maxilo-faciais.

Neste modelo animal, o primeiro molar superior foi extraido e o alvéolo pds-
extraccional cicatrizou em 3 semanas. A exposi¢cdo da ponta da cuspide do dente
formado para a cavidade oral ocorreu 36.7 + 5.5 dias apds o transplante. A dimensao
vertical da coroa dentaria foi aumentando progressivamente e o dente formado atingiu o
plano oclusal com o molar inferior oponente 49.2 + 5.5 dias ap0s o transplante. Durante
0 processo de erupcdo e oclusdo, o 0sso alveolar do alvéolo pds-extraccional cicatrizou
gradualmente nas areas em redor do dente formado e 0 mesmo apresentava espaco do
PDL suficiente entre si e 0 0sso alveolar. O dente formado também originou uma
correcta estrutura constituida por esmalte dentario, ameloblastos, dentina,

odontoblastos, polpa dentéria, osso alveolar, cemento, PDL e vasos sanguineos. N&o
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obstante, no que diz respeito a dimensao, o dente formado era menor do que 0s outros
dentes normais. Até ao momento, ndo se consegue regular a largura da coroa dentaria, a
posicdo das cuspides e a padronizagdo do dente relativamente as estruturas
linguais/vestibulares e anteriores/posteriores, atraves das técnicas celulares de
manipulacdo in vitro. O dente regenerado alcangou uma oclusdao normal em harmonia
com o0s dentes oponentes e 0s contactos cuspideos existentes mantiveram a dimensao
vertical entre as arcadas opostas. Apds a obtencdo da oclusdo, ndo houve aumento
excessivo no tamanho dos dentes ou perfuracdo do seio maxilar pela erupcdo do mesmo
(figura 29).

O potencial mastigatério de um dente regenerado por estes mecanismos €
essencial para atingir uma adequada funcdo dentéria. Através do teste Knoop, que é um
dos tipos de ensaios de dureza habitualmente utilizados para medir a resisténcia
mecanica, especialmente em materiais muito frageis ou folhas finas, verificou-se que o
dente formado apresentava valores de dureza dentro dos valores normais (figura 30).

A andlise histologica do PDL sugeriu que o dente formado tinha a capacidade de
responder a estimulos mecanicos. Apds a aplicacdo de forcas ortodonticas durante 17
dias, o dente formado respondeu da mesma maneira que um dente normal.
Histologicamente ocorreram alteracdes morfoldgicas ao nivel do PDL ap6s 6 dias de
tratamento, observando-se na superficie do 0sso alveolar osteoblastos com a sua forma
cubdide e nucleos arredondados, e osteoclastos como células gigantes multinucleadas,
nas zonas de tensdo e compressao respectivamente (figura 31).

A percepc¢do de estimulos nocivos, como sejam o stress mecanico e a dor, sdo
importantes para a proteccdo e funcdo dentérias. Os investigadores avaliaram o
potencial perceptivo dos neurdnios do dente formado através de estimulos ortodénticos
e pulpares. Fibras nervosas anti-neurofilamento foram detectadas na polpa dentéaria, nos
tibulos dentinarios e no PDL do dente formado, assim como sdo detectadas nos dentes
normais. O neuropeptido Y (NPY), que é sintetizado nos nervos simpaticos, e o péptido
relacionado com o gene da calcitonina (CGRP), que € sintetizado pelos nervos
sensoriais e esta envolvido na dor sensorial dentéria, também foram detectados nos
neurdnios quer da polpa dentaria quer do PDL do dente formado. A expressdo do
neuropéptido galanina, que esta envolvido na transmissdo da dor, aumentou em resposta
a um estimulo doloroso e persistente dos terminais nervosos do PDL do dente formado,
tal como acontece nos dentes normais. Estes dados indicam que as fibras nervosas que

enervam a polpa e o PDL do dente formado tém um potencial perceptivo para estimulos
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nociceptivos e podem transmitir esses eventos para o sistema nervoso central. Deste
modo, os investigadores demonstraram que € possivel originar um dente funcional com
potencial mastigatorio e com capacidade de resposta a estimulos mecéanicos e sensoriais
(Ikeda et al, 2009) - Analogo a0 modelo animal, o objectivo futuro passa por regenerar dentes
funcionais autélogos em humanos (V!mer etal. 2010)

Recentemente, DPSC, SHED e SCAP foram reprogramadas com sucesso em
iPSC, que sdo uma grande promessa para a Medicina Regenerativa (Y2 ¢ 2 2011 Estag
células expressam marcadores genéticos que caracterizam as ES e mantém a capacidade
de se diferenciar nas trés camadas germinativas primarias (endoderme, mesoderme e
ectoderme) in vitro e in vivo (0t étal 2010: vanetal, 2011) "Epy condlicges adequadas, as iPSC
podem originar EpSC pela expressdo de marcadores da linhagem dos ameloblastos
(ameloblastina e amelogenina) devido as suas propriedades pluripotentes. A figura 32
representa uma possivel estratégia viavel para a formagdo de um “biodente” utilizando
iPSC, na qual todas as células dentérias sdo autdlogas, contudo trata-se de um desafio

ainda cheio de incertezas (Y2"eta 2011,

IX — DISCUSSAO E CONCLUSOES

As SC constituem uma das areas mais fascinantes da Biologia Moderna. A
elaboracdo das grandes manchetes que descrevem as futuras terapias destinadas a salvar
vidas tem inicio nos laboratérios de pesquisas biomédicas. Nos dias de hoje, uma
surpreedente soma de recursos materiais € humanos € destinada ao estudo das SC e do
seu potencial na regeneracdo de tecidos ou de orgdos irremediavelmente lesados por
doencas ou congenitamente mal formados. SO recentemente, mais precisamente na
transicdo para o terceiro milénio, a ciéncia despertou a atencdo para a extraordinaria
importancia das SC para a espécie humana. O potencial das SC no tratamento de
doencas incurdveis pelos métodos actualmente disponiveis na Medicina e na Cirurgia,
apenas comeca a ser conhecido. O mundo cientifico estd cada vez mais voltado para o0s
resultados das pesquisas, na esperanga de solucionar os problemas mais obscuros que
determinadas doencas apresentam. Por outro lado, a manipulagdo das SC estimula uma
série de discussdes que, invariavelmente, incluem considera¢es de ordem economica,
ética, moral, religiosa, politica e legal. Sdo varios os grupos organizados da sociedade
que discutem em profundidade os aspectos relacionados com a utilizagdo das SC com
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finalidade curativa. Tratando-se de um tema actual e em pleno desenvolvimento, é
compreensivel que ainda ndo haja um consenso sobre o que deve ou ndo ser permitido
ou proibido. As pesquisas realizadas com SC, pela sua capacidade de originar novas
células, permitiram explorar uma via terapéutica alternativa, baseada na recomposi¢édo
de tecidos ou orgéos danificados por trauma ou por qualquer outro tipo de lesdo, seja de
natureza quimica, fisica, metabdlica, infecciosa ou funcional. A reconstrucdo anatomica
(histologica) e funcional de determinados orgdos j& € uma realidade e constitui uma
grande promessa (Souzaetal. 2005)

O uso de ES ¢é eticamente controverso. As preocupac0es éticas e as dificuldades
técnicas laboratoriais tornam a aplicacdo de ES dificil no momento. ASC, derivadas de
tecidos dentarios ou ndo-dentarios, ndo apresentam problemas éticos, ndo obstante ha

algumas limitagdes no que diz respeito ao seu potencial de diferenciacéo (Mersczeck et al

2009).

Os recentes progressos da Bioengenharia e pesquisa de SC em Medicina
Dentéria, constituem uma alternativa aos materiais actuais e as terapias habitualmente
utilizadas para tratar a perda de tecido dentario, reconstruccdo de defeitos Gsseos e
dentoalveolares e, eventualmente, substituir um dente no seu todo. Porém, esta terapia
ndo é de todo uma via obrigatdria, mas sim mais uma opcdo de tratamento, que deve ser
tida em consideracio num futuro proximo (Nede!etal. 2009)

Existe um grande avanco na pesquisa de SC provenientes dos tecidos orais. O
seu facil acesso e o facto de ndo serem 6rgéos vitais constituem um atractivo para testes
de praticidade e viabilidade de técnicas da Bioengenharia. E possivel que, num futuro
proximo, se apliguem os seus beneficios na pratica clinica diaria, apesar de,
actualmente, a ciéncia se encontrar distante de desenvolver 6rgdos dentarios completos
a partir de SC, devido aos mecanismos complexos da formagao dentéria (s etal. 2007)

As estratégias futuras concentrar-se-d0, sem duvida, no mecanismo de
diferenciacdo das SC, optimizacdo de matrizes extracelulares e no estudo e exploragédo
do microambiente odontogénico necessario para a diferenciacio odontobléstica "*" €2
2011).

A formagdo de um “biodente” com a fungdo mastigatoria e tecidos de suporte
necessarios a partir de SC pode ser muito mais dificil do que o esperado. Devem ser
desenvolvidas técnicas essenciais para reproduzir 0s mecanismos altamente
especializados das SC que constituem um ‘“biodente”. As SC possuem um enorme

potencial de regeneracdo, mas a sua aplicacdo na pratica clinica diaria é problematica e
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limitada. Vérias questdes que envolvem a formac¢dao de um “biodente” devem ser
resolvidas, como sejam a identificacdo e a manuten¢do da capacidade “stemness” das
SC, a morfogénese dentéria, a determinacdo do tipo dentério, a cascata de sinalizagdo
odontogeénica, a disponibilidade do epitélio odontogénico, o controlo do crescimento e
erupcao dos “biodentes”, a revascularizagao da polpa, a formagao de estruturas nervosas
e a questdo da rejeicdo imunoldgica. Embora ainda existam muitos obstaculos técnicos a
superar, 0s conhecimentos actuais sobre as SC e o seu papel na formacdo dentaria,
proporcionam uma base inequivoca para a exploracdo do seu potencial terapéutico
(Thesleff & Tummers, 2009; Bluteau et al, 2008; Yan et al. 2011) ' pado que estas células sdo altamente
proliferativas, € de grande importancia para 0 Médico Dentista o conhecimento do seu
comportamento biolégico e técnicas de obtengo (Soares etal. 2007)

Os resultados dos estudos recentes indicam claramente que o controlo da
morfogénese e histodiferenciacdo € um desafio que exige uma profunda compreensao
dos eventos celulares e moleculares envolvidos no desenvolvimento, reparacdo e
regeneracdo dos dentes (Bluteau etal, 2008)

A identificacdo de varios tipos de EpSC e MSC e o conhecimento das moléculas
envolvidas no destino das SC é uma conquista significativa. Os ensaios in vitro e in vivo
que tém vindo a ser realizados tém apresentado resultados promissores, como € 0 caso
da formacdo de um dente completo, com todas as estruturas dentérias, incluindo as
células e deposicdo de matriz extracelular. No entanto, muitas dogmaticas continuam
por esclarecer antes de considerar 0 uso clinico destas tecnologias (Bl et al. 2008) - o
aplicacdo clinica em seres humanos das EpSC, que podem ser extraidas de ratos adultos,
é limitada devido ao risco de rejeicdo imunoldgica (8'uteau e al. 2008; Ulmer et al, 2010) - pjam
disso, isolar SC autdélogas requer uma fonte de células de facil acesso, sem a
necessidade de uma cirurgia. Pode ser possivel substituir MSC por SC de outra origem,
mas 0 mesmo ndo acontece com as EpSC, sendo necessario determinar uma fonte viavel
destas celulas. Ainda nédo foi possivel encontrar uma fonte de EpSC capaz de regenerar
0 esmalte no periodo pos-erupgdo. Actualmente a Unica fonte viavel é o germe dentério

das criangas (Koussoulakou et al, 2009; Ulmer et al, 2010)

. Uma abordagem promissora para a
regeneracdo dentaria em experiéncias animais seria a obtencdo de EpSC a partir dos
terceiros molares de animais recém-nascidos e no periodo juvenil. Duma forma idéntica
em criancas, devera ser teoricamente possivel isolar estas células dos germes dentarios
dos terceiros molares. Neste momento, os botes dentarios dos terceiros molares ainda

ndo sdo radiograficamente visiveis, porquanto a mineralizacdo ainda ndo ocorreu. A
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tentativa de obter cirurgicamente estas células de criancas ndo é, no entanto, eticamente
defensavel. Por conseguinte, assim como no futuro, a questdo continua sem resposta
quanto a fonte de EpSC para a formacgdo do esmalte. Uma alternativa passaria pela
utilizacdo de coroas convencionais suportadas por um dente rudimentar produzido a
partir de SC (Vimeretal, 2010)

A incapacidade em gerar um dente com morfologia normal sugere que a posi¢édo
das células epiteliais e mesenquimais na matriz € um passo critico e e fundamental para
que as interacdes entre elas possam ocorrer (Hondaetal 2000 g macanismos moleculares
das SC nédo estdo totalmente compreendidos (Mersczeck et al. 2010) o s34 necessarios mais
estudos sobre a funcdo das matrizes e das células precursoras (S!mita étal. 2006)

Para conseguir este objectivo no futuro, o Médico Dentista necessita de: (1)
células dentarias proprias de cada paciente, preferencialmente SC isoladas dos tecidos
dentarios correspondentes que sdo dotados de potencial odontogénico. Essas células,
especialmente as de origem mesenquimal, j& estdo identificadas em tecidos humanos.
Actualmente, a Unica fonte disponivel de EpSC ¢ a alca cervical do epitélio apical dos
ratinhos. EpSC de origem humana podem ser obtidas a partir dos dentes de criancas
pequenas (terceiros molares) e de outras fontes de mamiferos (ex: porco). Por outro
lado, as BMSC tém sido reprogramadas com sucesso para dar origem a células
produtoras de esmalte oferecendo uma nova possibilidade; (2) técnicas de cultura que
permitam uma rapida expansdo, de forma a que se obtenham quantidades de células
necessarias num microambiente favoravel e que permitam interaccGes celulares,
conduzindo a diferenciacdo celular duma forma intencional. Esta exigéncia pode vir a
ser um passo limitante de todo o processo, particularmente para as células epiteliais, que
crescem lentamente em meio de cultura; (3) uma matriz extracelular adequada que
permita o crescimento tridimensional das estruturas dentarias quer in vitro quer in vivo,
com uma composicdo mais ou menos semelhante aos orgdos que pretendemos
reconstruir, juntamente com os factores de crescimento (ex: FGF, BMP, PDGF, etc) que
facilite o transplante e a diferenciacdo das SC. As caracteristicas da matriz extracelular,
tais como a porosidade, a taxa de degradacdo, a superficie quimica, entre outros
pardmetros, tém de ser cuidadosamente analisadas e controladas aquando da utilizagdo
das SC; (4) a possibilidade de implantar o germe do “biodente” num alvéolo preparado,
sob condigdes que permitam o desenvolvimento do sistema radicular, PDL e
osteointegracdo — um objectivo ja alcancado. Todos estes requisitos acima mencionados

ja foram realizados experimentalmente, embora ndo tenham sido aplicados
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clinicamente. A angiogénese também € crucial na aplicacdo bem sucedida das SC nos
tecidos, pois fornece as células o oxigénio e 0s nutrientes necessarios. Todavia,
permanece ainda a necessidade de desenvolvimento e caracterizagdo de um meio de
indugdo da angiogénese. Controlar o tamanho e a forma do “biodente” ¢é dificil ¢ o
tempo necessario para gerar o dente é longo. Teoricamente, uma opcéo ideal seria a
regeneracdo fisioldgica, em que a réplica do dente é produzida in situ: SC locais ou
células do tecido residentes no local, apds remocdo do dente, serem induzidas a
diferenciarem-se reproduzindo o processo primario da odontogénese. Na pratica este
cenario ndo ¢é realista para um futuro previsivel, uma vez que os tecidos humanos orais
que sdo deixados para tras apds a remoc¢do de um dente, ndo possuem fontes de células
ou estruturas que sdo compardveis a outras especies que ndo sejam mamiferos, que

retém a capacidade de substituir dentes perdidos (Bluteau et al, 2008; Koussoulakou et al, 2009; Nedel et al,

2009;)-

Toda a trajectdria a partir das SC para a formacdo de um dente funcional parece
viavel, mas note-se que até agora tém sido utilizados germes dentarios embrionarios
como fonte de células. No entanto, em principio, técnicas semelhantes poderiam ser
aplicadas com linhagens de células reprogramadas do progenitor. O que é necessario
sdo procedimentos para a programacao de iPS ou outras células com 0 mesmo destino
do epitélio e mesénquima dentarios. Embora haja varios candidatos envolvidos na
complexa cascasta de expressdo de genes, 0s principais genes responsaveis pela
identidade do dente permanece indeterminada. A principal tarefa para a investigacao
futura, portanto, € a identificacdo das combinacgdes especificas de factores capazes de
reprogramar células ndo dentarias no epitélio e mesénquima dentérios (Theslef & Tummers,
2009).

O desafio passa por descobrir novas fontes de EpSC e MSC que possam ser
reprogramadas para um potencial odontogénico e associadas entre si para formar um
dente totalmente funcional. Uma alternativa poderia ser a utilizacdo de células
geneticamente modificadas expressando genes especificos (ex: transgenes, siRNA) ou
com um gene especificamente eliminado (ex: knock-in, knock-out). Idealmente, esta
abordagem deveria fornecer uma fonte ndo limitada de células e introduzir nova
informacao genética para reprogramar uma celula de origem nao dentaria para adquirir
propriedades odontogenicas. Apesar desta técnica nos fornecer uma fonte ilimitada de
células epiteliais e de mostrar o potencial de células geneticamente modificadas que
podem ser utilizadas, ha ainda muitas questdes que necessitam de ser esclarecidas. Qual
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0 gene que devera ser utilizado para desencadear um programa odontogenico? Sera
apenas um gene suficiente para reprogramar uma célula numa célula especifica
dentéria?

A terapia utilizando as SC acarreta algumas limitacbes, como sejam o0 tempo
dispendido, gastos elevados, producdo dificil e também a incompatibilidade com o
tratamento que exige a reabilitagio de vérias perdas dentarias. E evidente que o
conhecimento cientifico ndo é suficiente, € também um dos grandes objectivos
encontrar um compromisso entre os beneficios para o paciente, os gastos, as exigéncias
elevadas das SC e 0s seus recursos, as entidades reguladoras, as companhias de seguro e
a indGstria farmacéutica (®ltea &4l 2008)

Apesar da magnificéncia das recentes descobertas no campo da Bioengenharia
dos tecidos, hd mais perguntas do que respostas. O entusiasmo que acompanha as
descobertas cientificas que aumentam as possibilidades de um "dente personalizado
produzido sob encomenda”, utilizando SC ou criar um primordio de dente in vitro para
o transplante, a fim de substituir um dente perdido, deve ser moderado, pois existem
muitos estudos que devem ser realizados para responder a questées que permanecem. A
utilizacdo de SC como potencial terapéutico nas mais diversas areas é sem duvida
promissora e continuard a ser um dos maiores desafios para a Medicina Dentéria nos
préximos anos.

Os progressos que 0 Homem tem feito ao longo dos tempos tém sido notaveis. O
sonho, na verdadeira acepc¢do da palavra, entendido como uma actividade mental nédo
dirigida, que se manifesta durante o sono, pelo menos nas suas fases menos profundas, e
de que se pode conservar, ao acordar, uma certa lembranga deixou de ser uma quimera.

Desde que se descobriu a célula o impossivel deixou de existir. Pode assim o

Homem sonhar, acordado, e ver o seu sonho realizado.
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X1 ANEXOS

Barx | BarH1 homdlogo em vertebrados (TF)

Bmp | Proteina morfogenética 6ssea (SP)

DIx Distaless homologo em vertebrados (TF)

Fof Factor de crescimento de fibroblasto (SP)

Gli Oncogene homologo associado ao glioma (proteina zinc-finger) (TF)

Hgf Factor de crescimento hepético (SP)

Lef Factor ligante linfoide 1 (TF)

Lhx | Gene com dominio homeobox-Lim (TF)

Msx | Genes semelhantes a Msh em vertebrados (TF)

Otlx | Gene homeobox relacionado a Otx (TF)

Pax Gene homeotico box pareado (TF)

Pitx | Factor de transcricdo nomeado pela sua expressao na hipofise

Ptc Receptor de pequena area da superficie celular para sonic hedgehog (SHH)

Shh Sonic hedgehog (SP)

Slit Proteina slit homdloga a da Drosofila (SP)

Smo | Aplainado PTC co-receptor para SHH

Wnt | Wingless homologo em vertebrados (SP)

Tabela 1 — Expressao dos genes durante o desenvolvimento dentario. TF, factor de
transcricdo; SP, proteina secretada. Adaptado de Nanci, 2008

Célula estaminal Ceélulas especializadas
ndo especializada
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Neuronios

Fig. 1 — Propriedades das SC. Adaptado de Braganca et al, 2010
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Fig. 4 — Métodos de obtencdo de SC. Adaptado de Battey et al, 2006

41



posterior part anterior pai

AEL

cervical loop
)

posterior part Rodent incisor anterior part

M stellate reticulum

follicle

Fig. 5 — Cortes histoldgicos e representacdo esquematica de um incisivo mandibular de
um roedor. Adaptado de Bluteau et al, 2008

Fig. 6 — LAB obtido ap6s 60 dias em cultura. Adaptado de Aquino et al, 2009
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Fig. 7 — Estagios iniciais da odontogénese de um ratinho. Adaptado de Yen & Sharpe,
2008

Fig. 8 — Estruturas dentarias: foliculo dentario (DL), orgdo de esmalte (OE), papila
dentéria (DP) e 1dmina dentéria residual (DL). Adaptado de Yen & Sharpe, 2008
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Fig. 9 — Diagrama que representa as fases da odontogénese, alguns factores genéticos
que afectam os fendtipos e as moléculas sinalizadoras e factores de crescimento
expressos nos componentes epiteliais e mesenquimais dos dentes em desenvolvimento.
Adaptado de Koussoulakou et al, 2009
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Fig. 10 — Recombinagéo intra-ocular de células da crista neural e epitélio dentério.
Adaptado de Nanci, 2008
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Fig. 11 — Recombinacgdo intra-ocular de células da crista neural e epitélio dentario.
Adaptado de Nanci, 2008

células-tronco fatores de crescimento

Fig. 12 — Factores necessarios para a Bioengenharia em Medicina Dentéria. Adaptado
de Soares et al, 2007
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Fig. 13 — Modelo de cddigo homeobox odontogénico de padréo dentario. FGF8 e BMP4
epitelial expressos durante o comeco da iniciacdo induzem a expressao mesenquimal de
varios genes contendo homeobox no mesénguima subjacente, sobrepondo dominios que
fornecem a informacéo espacial necessaria para determinar o tipo dentario. Adaptado de

Nanci, 2008

Fig. 14 — Formacao de uma estrutura em forma de condilo mandibular a partir de MSC
de ratinhos. Adaptado de Alhadlag & Mao, 2003
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Fig. 15 — Formacdo de um complexo pulpo-dentinario a partir de DPSC: matriz de
suporte HA/TCP (c), matriz de dentina (d), camada de odontoblastos (od), vasos
sanguineos (bv), processos odontoblasticos (seta). Adaptado de Gronthos et al, 2000

\ Tooth slice
Tooth Biodegradable

scaffold
(pulp cavity)

Implantation
Anastomosis (subcutaneously)

Cell seeding

GG e N Yy
4 v(‘?uy‘\'\\-o
A | R
Y B =D 34

Fig. 16 — Formacdo de tecido pulpar a partir de SHED. Adaptado de Cordeiro et al,
2008
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Fig. 17— Formacao de osso lamelar apos transplante de LAB em ratinhos. (A)
Ostedcitos (seta) embebidos em osso lamelar, rodeado por tecido conjuntivo laxo. (B)
Osso lamelar bem desenvolvido com osteoblastos (seta) em torno do tecido e ostedcitos
no seu interior. Adaptado de Laino et al, 2005

Fig. 18- Formagdo de cemento e PDL a partir de PDLSC: cementoblastos (setas),
cemento (C), matriz de hidroxiapatite/tricalciofosfato (HA), cementdcitos (triangulos) e
PDL. Adaptado de Seo et al, 2004
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Fig. 19— Procedimento cirdrgico. (A) Radiografia pré-operatéria (T: zona de teste; C:
zona de controlo). (B) Extraccdo dentaria na zona de controlo. (C) Remocdo da polpa do
dente extraido. (D) Colocacédo de uma esponja de colagéneo sem DPSC no alvéolo e
posterior sutura na zona de controlo. (E) e (F) Extrac¢cdo dentaria na zona de teste e
avaliacdo da profundidade do defeito 6sseo. (G) Esponja de colagéneo com DPSC. (H)
Colocacéo do biocomplexo na zona de teste. (1) Sutura. Adaptado de Aquino et al, 2009

Fig. 20— Ortopantomografia e controlo pds-operatorio 7 dias ap6s a intervengdo
cirargica. (A) Defeito 6sseo vertical (seta amarela) e horizontal (seta branca). (B) Zona
de teste. (C) Zona de controlo. Adaptado de Aquino et al, 2009

Fig. 21— Radiografia controlo 30 dias apds o enxerto (T: Zona de teste; C: Zona de
controlo). Regeneragéo dssea significativa na zona T. Adaptado de Aquino et al, 2009
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Fig. 22— Radiografia controlo 3 meses ap6s o enxerto (T: Zona de teste; C: Zona de
controlo). Juncdo amelocementaria (seta vermelha), exposicéo da raiz do segundo molar
(seta branca). (A) Ortopantomografia. (B) Zona T. (C) Zona C. (D) Recolha de amostra
Ossea. Adaptado de Aquino et al, 2009

Fig. 23— Radiografia controlo 1 ano ap0s o enxerto (T: Zona de teste; C: Zona de
controlo). Aumento ésseo vertical (seta amarela) e antero-posterior (seta branca).
Adaptado de Aquino et al, 2009
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Fig. 24— Dois caminhos diferentes de formacdo de um “biodente”. (A) Germes
dentérios dissociados crescem numa matriz em forma de dente e originam estruturas
dentérias. (B) EpSC e MSC, obtidas a partir de germes dentarios ou outras fontes,
crescem em cultura e através de interaccdes epiteliais-mesenquimais formam uma
estrutura dentéria organizada. Adaptado de Yen & Sharpe, 2008
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Fig. 25— Exame histologico e imunohistoquimico ap6s 20 semanas. Dentina (d),
odontoblastos (od), polpa (p), pré-dentina (pd), bainha epitelial de Hertwig (hers).
Adaptado de Young et al, 2002
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Fig. 26— Exame histologico apds 12 dias de desenvolvimento na cépsula renal. Osso
(BO), ameloblastos (AM), odontoblastos (OD), polpa dentaria (DP), esmalte (E) e
dentina (D). Adaptado de Ohazama et al, 2004
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Fig. 27— Exame histologico ap06s 26 dias. Formacdo de um dente histologicamente
normal apresentando dentina (d), pré-dentina (pd) e PDL. Adaptado de Ohazama et al,
2004

Fig. 28— Erupcdo de um dente no diastema do rato. Adaptado de Yen & Sharpe, 2008
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Fig. 29— Erup¢do ¢ oclusdo de um “biodente”. (A) Representagdo esquematica da
técnica utilizada. (B) Imagem de contraste do germe em cultura 5 dias ap6s a sua
colocagdo. (C) Fotografias orais durante a erupcdo e oclusdo. (D) Analise histologica
antes da erupgdo (imagem da esquerda), imediatamente apos a erupcdo (imagem do
centro) e em oclusdo (imagem da direita). (E) Fotografia oral. (F) Imagem seccional
fluorescente. (G) e (H) Fotografia orais. Adaptado de Ikeda et al, 2009
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Fig. 30— Avaliacéo da dureza do biodente atraves do teste Knoop. Adaptado de Ikeda et
al, 2009
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Fig. 31- Analise histologica ap6s a aplicacdo de forcas mecénicas. (A) Cortes
horizontais da raiz do dente nomal (em cima) e do “biodente” (em baixo). (B) Células
TRAP-positivas (seta) e células Ocn mRNA-positivas (tridngulo). (C) Deposicdo de
tetraciclina (tridngulo) e calceina no lado da tensdo (seta). Adaptado de lkeda et al, 2009
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Fig. 32— Formagdo de um “biodente” a partir de iPSC. Adaptado de Yan et al, 2011
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