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RESUMO

Nos Ultimos anos tém-se realizado pesquisas sobre a utilidade de células estaminais em
diversas areas da salde. Estes avancos cientificos na area da bioengenharia tecidual tém
levado ao desenvolvimento de novas terapias e curas de doencas que, até aos dias de

hoje, ndo teriam cura.

Recentes pesquisas tém revelado que os dentes sdo 6timas fontes de células estaminais.
Tanto os dentes deciduos como permanentes tém células estaminais com grande
potencial proliferativo e apresentam as carateristicas de células estaminais: capacidade

de autorrenovacdo e diferenciagdo em varias linhagens celulares.

Mediante este contexto, o objetivo geral desta monografia foi realizar uma reviséo de
literatura em foco para atualizar o conhecimento acerca das células estaminais e a sua
aplicagdo em medicina dentaria. Tendo como objetivos especificos: analisar as células
estaminais dentarias, ampliando o conhecimento sobre as possibilidades do seu
potencial regenerativo, como fonte de celulas estaminais e sistematizar 0s
conhecimentos, avancgos cientificos, limitacGes e perspetivas relativas a aplicacdo de

células estaminais dentarias.

Com esta revisao bibliografica, é possivel esclarecer determinadas davidas sobre células
estaminais. O futuro passara em usar estas células como tratamento terapéutico, de
maneira a regenerar muitos tecidos, fazendo com que os 6rgaos lesados possam voltar a
sua vitalidade completamente saudavel. As células estaminais sdo, assim, de uma

enorme utilidade.

Palavras-chave: Células estaminais, células estaminais dentéarias, endodontia
regenerativa, periodontia regenerativa.



ABSTRACT

Stem cells have been the target of abundant research focusing their potential in
regenerative medicine. Scientific advances in bioengineered tissue has allowed the
development of new therapies for diseases that, until recently, would not be possible.

Recent researches have revealed teeth as great sources of stem cells. Both deciduous or
permanent teeth have stem cells with high proliferative potential, exhibiting the
characteristics of other studied stem cells: self-renewal capacity and differentiation into

various cell lines.

Under this context, the general objective of this thesis was to conduct a literature review
focused on the stem cells knowledge and its application in dentistry. Having specific
objectives: the study the dental stem cells, considering their regenerative potential as a
source of stem cells and systematize the knowledge, scientific advances, limitations and

prospects for the application of stem cells decay.

This literature review, enables the clarification of certain doubts about stem cells. The
future use of these cells as a therapeutic treatment in order to regenerate different
tissues, causing the damaged organs can return to its vitality completely healthy. The

stem cells are therefore extremely useful.

Keywords: Stem cells, dental stem cells, regenerative endodontic, periodontal

regenerative.



"Stem cells are not science fiction, but something that one day will become a part of

each dentist's clinical practice."

Sreenivas et al (2011)
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| - Introducao

Nos ultimos anos tém-se realizado pesquisas sobre a utilidade de células estaminais
(CE) em diversas areas da salde. Estes avancos cientificos na area da medicina
regenerativa tém proporcionado beneficios considerdveis para a humanidade, levando
ao desenvolvimento de novas terapias e curas de doencas que, até aos dias de hoje, ndo
teriam cura. Assim, assiste-se a um aumento da expetativa de vida, levando,
consequentemente, a uma melhora da saude e qualidade de vida das pessoas em todo o

mundo.

Com os avancos da bioengenharia as CE dentérias assumem um importante papel, uma
vez que estas células tém a capacidade de regenerar e formar tecidos tais como dentina,
polpa dentaria, ligamento periodontal, cemento e 0sso alveolar. Assim, torna-se possivel
pensar-se numa terceira denticdo, em que os implantes podem vir a ser substituidos por
um érgao bioldgico semelhante aos dentes permanentes (Huang, 2009; Lin et al, 2011;
Huang, 2012).

Hau e colaboradores (2006) afirmaram que a descodificacdo do genoma humano, 0s
avancos cientificos para a compreensdao da regulacdo molecular da morfogénese
dentaria, da biologia das CE e a biotecnologia, ddo oportunidades para viabilizar a

regeneracao dentaria no futuro.

O interesse, por parte dos cientista, por CE derivadas dos tecidos dentarios ndo se deu
ao acaso, porque os dentes além de serem de facil acesso ndo sdo considerados
essenciais para a vida (Zhurova, Woods e Acker, 2010). Deste modo pode-se

reaproveitar os dentes com extracdo indicada, sem ser um prejuizo para o paciente.

As CE sdo células percussoras que tém capacidade de diferenciacdo e autorrenovacao,
podendo dar origem a um descendente altamente diferenciado. Tém a capacidade de
originar células especializadas dos tecidos dos quais fazem parte, possibilitando assim a

regeneracdo de orgdos (Watt e Hogan, 2000; Honda et al. 2010).
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Atualmente, os estudos mais avangados permitem uma melhor compreensdo do
desenvolvimento de um organismo a partir de uma Unica célula e a capacidade de
celulas saudaveis substituirem células anormais num organismos adulto (Costa, Fischer
e Figueiredo, 2008; Saber, 2009; Djouad et al. 2010; Feng et al. 2011).

Vaérios estudos tém demonstrado que a conjugacdo de biomateriais com CE adultas
poderd, a médio prazo, gerar solugdes terapéuticas funcionais na area da medicina
regenerativa. E eliminado o risco de rejeicdo dos novos tecidos por parte dos pacientes
evitando, deste modo, a necessidade de usar imunossupressores cujos efeitos
secundarios podem ser graves, como a hipertensao arterial (Saber, 2009; Huang et al.
2010; Mangano et al. 2011).

O interesse por este tema surgiu por ser uma area em desenvolvimento e pouco
conhecida para a maior parte dos estudantes e profissionais da area de Medicina
Dentaria. Mesmo sendo um tema controverso e, por enquanto, essencialmente
laboratorial, € importante a atualizacdo dos novos avancos cientificos acerca das novas
possibilidades de usar as CE e a bioengenharia dentaria para a regeneracdo de tecidos
dentarios e periodontais. Para que num futuro préximo seja possivel a regeneracao de
diversos tecidos/6rgdo, tais como o ¢rgao dentario, o tecido ésseo, muscular ou
cartilaginoso. Sendo que € importante consciencializar os médicos dentistas do enorme

potencial associado ao uso de CE num ambiente clinico.

Mediante este contexto, o objetivo geral desta monografia foi realizar uma revisdo de
literatura em foco para atualizar o conhecimento acerca das CE e a sua aplicagdo em
Medicina Dentéria, tendo como objetivos especificos: analisar as CE dentarias,
ampliando o conhecimento sobre as possibilidades do seu potencial regenerativo, fontes
de CE dentérias e sistematizar os conhecimentos, avancos cientificos, limitacdes e

perspetivas relativas a aplicacdo de CE dentarias.

Com esta revisdo bibliografica, pretende-se esclarecer determinadas duvidas sobre CE,
tais como a sua localizacdo e o seu potencial regenerativo. O futuro passara muito

provavelmente em usar estas células como tratamento terapéutico, de maneira a
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regenerar muitos tecidos, fazendo com que os érgdos lesados possam recuperar a

vitalidade e salde. As CE tém, assim, uma enorme utilidade.

Il - Material e Método

Foi realizada uma pesquisa bibliografica através de consulta a base de dados MedLine
(www.ncbi.nlm.nih.gov),  ScienceDirect  (www.sciencedirect.com) e  Lilacs
(lilacs.bvsalud.org) recorrendo aos termos chave "stem cells from human exfoliated
deciduous teeth”, “periodontal ligament stem cells”, “stem cell apical papilla” e “dental
pulp stem cells”. Para cada termo foram selecionados os artigos conforme a sua ordem
cronoldgica da data de publicacdo, de modo a dar um cronograma de desenvolvimento a

pesquisa.

STEM CELLS
MedLine ScienceDirect Lilacs
Nimero totalde  --- Numerototalde -- NuUmero total de
artigos: 168474 artigos: 7521 artigos: 803

Critérios de inclusdo:

Ultimos 5 anos
Texto completo de acesso livre
Idiomas: Inglés, francés, espanhol ou portugués.

Termos chave:

stem cells from -
human exfoliated
deciduous teeth

20 artigos

periodontal ligament

stem cells 49 artigos 25 artigos 5 artigos
r ) D ’
stem cell apical
papilla 11 artigos 24 artigos 2 artigos

dental pulp stem

cells 105 artigos 24 artigos 13 artigos

Numero total de artigos referenciados ao longo do texto: 111
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Figura 1- Diagrama da pesquisa bibliografica realizada.

A pesquisa sobre CE a partir de nichos orais comegou em 2000, com Gronthos et al, e
desde entdo cada ano aumenta exponencialmente o nimero de artigos publicados. Esta
revisdo limitou-se aos Ultimos 5 anos, foram analisados apenas os artigos de acesso livre
e nos idiomas inglés, francés, espanhol ou portugués. Esta monografia encontra-se

escrita segundo o novo acordo ortogréfico.
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111 - Desenvolvimento

Para que se possa perceber todo o funcionamento das CE na regeneracdo de tecidos

dentérios é importante que seja feita uma breve revisdo sobre:

1. Dentes e estruturas associadas - como decorre todo o desenvolvimento
dentéario, uma vez que é através do conhecimento da evolucdo de duas
populagdes celulares envolvidas - epitelial e ectomesenquimatosa — que se
podera manipular as CE no sentido de se obter determinada diferenciacédo e
formacdo do(s) tecido(s) pretendido(s);

Medicina Regenerativa e CE;

Identificacdo e isolamento das CE;

Fatores de crescimento;

Matriz - Scaffold;

CE dentarias.

o o~ w D

1- Dentes e Estruturas Associadas

O Homem tem dois tipos de denticdo: a denticdo decidua e a denticdo permanente. A
denticdo decidua € uma denticdo temporaria que precede a denticdo permanente. Tanto
os dentes deciduos como os permanentes, estdo dispostos em dois arcos bilateralmente
simeétricos, na maxila e na mandibula (Junqueira e Carneiro, 2004; Berkovitz, Holland e
Moxham, 2004).

Os dentes sdo formados por uma coroa e uma ou mais raizes. A coroa - parte visivel do
dente na cavidade oral - esta acima da gengiva e € recoberta por esmalte - o tecido mais
mineralizado do organismo. Internamente ao esmalte, o dente é constituido por dentina
que é também um tecido mineralizado e que envolve a cavidade pulpar. A cavidade
pulpar estd preenchida por um tecido conjuntivo laxo quando jovem, muito
vascularizado e inervado. A raiz encontra-se abaixo da gengiva e é recoberta por
cemento - um tecido mineralizado com algumas analogias com o 0sso e no qual se

inserem as fibras do ligamento periodontal. O ligamento periodontal é um tecido
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conjuntivo denso com feixes grossos de fibras de colagénio | inseridas quer no cemento
quer no 0sso alveolar, fixando assim o dente firmemente no alvéolo 6sseo (Junqueira e
Carneiro, 2004; Berkovitz, Holland e Moxham, 2004).

DENTE
% corte Estna de¢ Retzius
A. -~ artéria Fissura
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Figura 2 - Anatomia de um dente molar (fonte: lustracdo de Vincent Perez, 2004).

Matéria Inorganica Matéria Organica Agua

Esmalte 96% 1% 3%
Dentina 70% 20% 10%
Polpa Dentaria - 25% 75%
Cemento 65% 23% 12%
Osso Alveolar 60% 25% 15%

Tabela 1 - Composi¢cdo quimica dos tecidos dentarios maduros (adaptado: Berkovitz,



Aplicagdo de Células Estaminais em Medicina Dentéria

Holland e Moxham, 2004).

1.1- Desenvolvimento do Dente

O desenvolvimento dentério, tal como todas as estruturas que formam o ser humano, é
complexo, envolvendo Vvéarios processos e diferentes origens embrioldgicas.
Embriologicamente o dente deriva da ectoderme, de natureza epitelial e de
ectomesénquima - populagdo celular proveniente das cristas neurais. Da ectoderme
origina-se o 6rgdo de esmalte, estrutura epitelial que ird formar o esmalte, enquanto que
a evolucdo do ectomesénquima ird depender das duas posicdes distintas que podera
ocupar e, por isso, a diferenciacdo das células sera distinta: a populacdo que ficara mais
proxima do 6rgdo de esmalte - a papila - ira evoluir, por interagdo com as celulas
epiteliais, no sentido de formar a futura dentina e polpa dentaria. A populacdo de
ectomesénquima que se ira posicionar mais perifericamente ao gérmen dentario em
formac&o - o foliculo dentario - ir4 diferenciar-se mais tarde nas estruturas periodontais:
cemento, ligamento periodontal e osso alveolar (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004;

Koussoulakou, Margaritis e Koussoulakos, 2009).

Na sexta semana de desenvolvimento do embrido o epitélio oral comeca a proliferar
ficando mais espesso e invagina no ectomesénquima de modo a formar a lamina
epitelial primitiva. A medida que as células epiteliais da camada basal se multiplicam,
mudam o seu plano de divisdo mitotica e comecam a sofrer condensagdo dando inicio a
formacdo da lamina dentéria que se separa assim da lamina vestibular. Sera da interacéo
das células epiteliais da lamina dentaria com as células do ectomesénquima subjacente

que resultard a formacdo do todo o dente (Berkovitz, Holland e Moxham, 2004).

Tais interacdes resultam da continua proliferacdo e progressiva histodiferenciacdo das
células — quer as ectodérmicas quer as do ectomesénquima — determinado assim o
desenvolvimento dentario que pode ser morfologicamente dividido em quatro fases:
gomo (botdo ou broto), capuz (casquete), campanula e campéanula aposicional
(Berkovitz, Holland e Moxham, 2004).
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Figura 3 - Imagens histoldgicas do desenvolvimento dentario: A - Fase de Gomo (1-
Lamina Vestibular, 2- Gomo Dentinario, 3- Lamina Dentaria Priméria); B - Fase de
Capuz; C - Fase de Campanula (Mandibula e maxila (da esquerda para a direita)); D -
Fase de Campéanula aposicional (1- Formacgédo da primeira camada de dentina (dentina
do manto), 2- Formacdo do diafragma apical) (Fonte: [Em linha]. Disponivel em
<http://www.foar.unesp.br/Atlas/Odontogenese.html> [consultado em 07/06/2012]).

As quatro fases morfoldgicas descritas correspondem alteragdes fisioldgicas, celulares e
moleculares também distintas: na fase de gomo dominam 0s processos de iniciacdo, a
fase de capuz é caracterizada pela condensacdo celular, na fase de campanula ocorre
uma intensa histodiferenciacdo e finalmente, na fase de campéanula aposicional ocorre a
mineralizacdo, primeiro da dentina sendo imediatamente seguida pelo esmalte. Todas
estas fases ocorrem de uma forma gradual e rapida (Berkovitz, Holland e Moxham,

2004; Koussoulakou; Margaritis; Koussoulakos, 2009).

2 - Medicina Regenerativa e Células Estaminais

A medicina regenerativa, engenharia tecidular ou bioengenharia é a ciéncia da concecao
e producdo de novos tecidos para substituir os tecidos danificados ou alterados. Para
que seja possivel esta producéo tecidular € necessario haver uma combinacdo entre CE,
morfogenes ou fatores de crescimento que regulem a diferenciacédo destas células e uma
matriz - scaffold - adequada, que deve ser uma matriz extracelular que promove um
microambiente adequado para o crescimento e diferenciacdo celular (Ripamonti e
Reddi, 1997; Saber, 2009).
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Nos ultimos anos, as CE tém despertado um grande interesse da comunidade cientifica
devido a possibilidade de possibilitarem tratamentos regenerativos em tecidos e érgéos.

Os organismos pluricelulares caracterizam-se por apresentarem tecidos com capacidade
de renovacgdo fisiologica. Esta renovacdo celular é constituida por uma constante
proliferacéo e diferenciacdo celular, de modo a que haja uma manutengdo do numero de
células, matriz celular, arquitetura e funcdo dos 6rgdos. Para que estes processos
ocorram € necessario existirem células com capacidade de autorrenovacdo e

diferenciag&o, tais como as CE.

As CE, também designadas como células tronco ou células-mae, sdo células
indiferenciadas ou com um baixo grau de diferenciacéo e alto grau de imutabilidade que

tém trés caracteristicas fundamentais:

e Capacidade de se manterem indiferenciadas ao longo do tempo;

e Capacidade de autorrenovacédo, dando origem a células indiferenciadas
como elas proéprias;

e Origina células filhas que se diferenciam e constituem as celulas dos

tecidos/Orgaos.

(Watt e Hogan, 2000; Junqueira e Carneiro, 2004; Costa, Fischer e Figueiredo, 2008;
Telles et al. 2011).

Célula estaminal Células especializadas

ndo especializada
Cé‘u!as

do sangue o Células musculares

Diferepciagéo

Auio-repovagio

Neurénios

Figura 4 - Carateristicas das células estaminais: sdo células ndo especializadas com a
capacidade de autorrenovacdo indefinida, dando origem a novas células estaminais ndo

especializadas ou a células especializadas (fonte: Braganca, Tavares e Belo, 2010).
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As CE tém a responsabilidade de manter a homeostasia dos tecidos em reposta a uma
agressao ou, de forma fisioldgica, garantir a renovacdo dos tecidos (Costa, Fischer e
Figueiredo, 2008).

Em condigdes fisioldgicas normais, as CE encontram-se em aglomerados que se
designam por nichos. Um nicho define-se como um microambiente que interage e
controla o futuro das CE, regulando o equilibrio entre autorrenovacgdo e diferenciagdo
(Braganca, Tavares e Belo, 2010; Correia e Bragancga, 2010; Estrela et al. 2011). Deste
modo, 0 nicho pode ser considerado como uma identidade tridimensional que incorpora
e transmite informacdes as CE (Harada e Ohshima, 2004; Morrison e Spradling, 2008;
Voog e Jones, 2010; Bianco, 2011).

factores de

crescimento
Célula

estaminal

Sinalizagao par.
citocinas e fact
crescimento

nteraccodes
célula-célula ‘\
Temperatura, pii
componentes &g
Interacgdes entre soro, facloresde
a célula e a matriz (s}

extra-celular

Figura 5 - Nicho de células estaminais. Os nichos formam microambientes que
fornecem sinais extrinsecos que juntamente com fatores intrinsecos das células
estaminais determinam o seu comportamento e destino. Condigcdes externas como
temperatura e pH também influenciam o destino das células estaminais (fonte:

Braganga, Tavares e Belo, 2010).

Em 2011, Klein e Simons, desafiaram o conceito de CE definindo-a como células

imortais com um ciclo celular lento e uma divisdo celular assimétrica.

10



Aplicacdo de Células Estaminais em Medicina Dentéria

Estas celulas podem ser classificadas segundo a sua potencialidade - totipotentes,

pluripotentes e multipotentes - e segundo a sua origem - embrionérias ou adultas.

Fecundagéo MULTIPOTENTES Auto-renovagio
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. & ol Célu oy espinal
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Figura 6 - Fontes de células estaminais embrionarias e adultas e suas aplicacdes (fonte:

Braganca, Tavares e Belo, 2010).

2.1 - Células Estaminais Totipotentes

O primeiro passo no desenvolvimento humano ocorre quando o ovo recém fertilizado
ou o zigoto comeca a dividir-se, produzindo um grupo de CE totipotentes. Estas células
tém a capacidade de se autorrenovarem e se diferenciarem em todos os tipos de células

do organismo adulto (Saber, 2009).

As CE totipotentes sdo células que tém a capacidade de originar todas as células

diferenciadas que compdem todos os tecidos do organismo adulto. Podem proliferar in

11
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vitro indefinidamente sem se diferenciar, sob as condi¢des apropriadas sédo capazes de
gerar um embrido vidvel, incluindo a parte fetal da placenta, corddo umbilical e as
membranas extraembrionérias. S&o originarias do embrido na fase morula, com 16 a 32
células, ou seja, com 3 a 4 dias (Souza et al 2003; Junqueira e Carneiro, 2004;
Braganca, Tavares e Belo, 2010).

2.2 - Células Estaminais Pluripotentes

Séo células com a capacidade de se diferenciarem em todos os tecidos do organismo
adulto, excluindo a placenta e as membranas extraembrionarias, isto é, ndo podem
originar um individuo de maneira independente. Estas células sdo encontradas no
embrido com 32 a 64 células, na massa interna do blastocisto (Souza et al 2003;
Junqueira e Carneiro, 2004; Braganca, Tavares e Belo, 2010).

Totipotente
Mérula
Oocito

— J —
@\Lk @\

Espermatozéide
Pluripotente
Células do Interior

Sistema Circulatério

Sistema Nervoso

Unipotente

Figura 7 - Células estaminais totipotentes e pluripotentes (fonte: [em linha]. Disponivel
em <http://celulasestaminaiseseq.blogspot.pt/2011/01/tipos-de-celulas-estaminais.html>
[consultado em 13-06-2012])
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A proliferacdo das CE pluripotentes origina células filhas com uma menor
potencialidade. Essas células filhas sdo as células progenitoras uni- ou bipotentes que
produzem as células precursoras. E nas células precursoras que aparecem as
caracteristicas morfoldgicas diferenciais das linhagens. As CE pluripotentes e as CE
progenitoras sdo indistinguiveis morfologicamente (Junqueira e Carneiro, 2004).

2.3 - Células Estaminais Multipotentes

Sdo células com capacidade de originarem um namero ilimitado de células de vérias
linhagens, ou seja, podem dar origem a diferentes tipos de células especializadas. No
entanto, ao contrario das CE pluripotentes, séo restritas a um determinado 6rgéo ou tipo
de tecido, sendo a sua capacidade de diferenciacdo menor (Souza et al 2003; Junqueira
e Carneiro 2004)

2.4 - Células Estaminais Embrionarias

As CE embrionarias encontram-se transitoriamente nos embrifes e rapidamente se
diferenciam em células somaéticas ao longo do desenvolvimento (Alves, Lins e Barboza
2010).

As pesquisas de CE embrionarias tém gerado controversas de ordem politica, moral e
religiosa, pois a falta de consenso sobre a origem da vida e a moralidade do seu uso faz
com que ndo se possam fazer pesquisas mais avancadas. Por um lado, devido as
questdes éticas, os avancos de estudos com esta fonte primaria de células totipotentes e
pluripotentes é restrito. Por outro lado, estas células, sendo isoladas a partir de
embrides, surge a dificuldade de controlar o seu potencial proliferativo e de
diferenciacdo, havendo o risco de histo-incompatibilidade e formacdo de tumores.
Assim estas células devido a sua instabilidade genética, s6 poderiam ser usadas em

hospedeiros imunocomprometidos (Alves, Lins e Barboza 2010).

13
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Segundo Souza et al. (2003), considerando as CE embrionarias podem ser distinguidos
dois tipos de células: as células do carcinoma embrionério e as células germinativas

embriondrias.

Células Estaminais Embrionarias

Cinco dias depois da fertilizacdo, o embri&o assume a forma de esfera oca
- blastocisto. Os embrifes nesta fase de blastocisto contém dois tipos de

) células: trofoblasto que é a camada externa de células que formarad a
Derivados

do
Blastocist

placenta e anexos embrionarios, e um grupo de células na camada interna
conhecido como a massa celular interna - embrioblasto - que formara o

embrido propriamente dito.
0

Quando sdo removidas do seu ambiente embrionario normal e cultivadas
sob condicbes apropriadas, estas células ddo origem a células que
proliferam e se renovam indefinidamente.

ApoOs oito semanas do desenvolvimento, o embrido evolui para feto. Por

esta altura, o feto comeca a ter o desenvolvimento de uma forma humana.

< Capacidade de se diferenciarem em células da linhagem hematopoiética e
_Fetalcsr > mesenquimal - multiplicam-se rapidamente em culturas e tém uma grande
Cot:.lfalo | plasticidade, o que faz com que sejam promissoras para fins terapéuticos,
smbilica tanto no tratamento de doengas malignas como nao malignas.

Foram criados bancos publicos de CE fetais do corddao umbilical - maior
disponibilizacdo de CE hematopoiéticas e mesenquimatosas para serem

usadas em transplantes e em futuras terapias celulares.

Tabela 2 - Células estaminais embrionarias (adaptado: Souza et al. 2003; Saber,
2009; Ariffin et al. 2011).
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2.5 - Células Estaminais Adultas

As CE encontradas em diferentes 6rgdos e tecidos do corpo designam-se por CE adultas
ou somaticas. Estas células encontram-se tanto em criancas como em adultos e tém
como principal funcdo a manutencdo e reparacdo dos tecidos especificos e dos érgdos
onde se encontram, fazendo com que através da autorrenovacéo fisiologica seja possivel
promover homeostasia tecidual (Watt e Hogan, 2000; Costa, Fischer e Figueiredo,
2008; Correia e Braganca, 2010)

As CE adultas sdo multipotentes pela capacidade de diferenciagdo em varias linhagens
celulares e comparativamente com as CE embrionarias, tém um potencial de

diferenciacdo mais reduzido (Saber, 2009).

As CE adultas morfologicamente sdo muito idénticas as células dos tecidos ou orgaos
onde se encontram dificultando o seu isolamento (Correia e Braganca, 2010). Varios
investigadores conseguiram isolar CE adultas da medula 6ssea, do sangue periférico, do
cérebro, da medula espinal, da polpa dentaria, dos vasos sanguineos, do musculo
esquelético, do epitélio da pele, do sistema digestivo, da cornea, da retina, do coragéo,
do figado, do pancreas, entre outros. Contudo, ha tecidos em que ndo é possivel definir
a exata localizacdo do nicho de CE, sendo necessario desenvolver um painel de
marcadores moleculares para este fim (Watt e Hogan, 2000; Souza et al. 2003; Costa,
Fischer e Figueiredo, 2008)

Devido a estas carateristicas, as CE adultas tém sido Uteis no desenvolvimento da
medicina regenerativa e bioengenharia tecidual, levando ao desenvolvimento de novas
terapias e curas de doencas cronicas, tais como doencas cardiovasculares e doenca de
Parkinson. (Watt e Hogan, 2000; Souza et al. 2003; Costa, Fischer e Figueiredo, 2008;
Correia e Braganca, 2010)
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Células Estaminais Adultas

Hematopoiéticas

Mesenguimais

Mais conhecidas e melhor caracterizadas.
Origem comum - derivam de uma Unica CE totipotente.

Capacidade de autorrenovacdo e diferenciagdo em varias células
especializadas.

Sofrem apoptose.

Expressam marcadores de superficie celular especificos que permitem

o isolamento destas células .

Originam todas as células sanguineas (tais como eritrocitos, linfocitos

e as plaquetas),

Localizam-se, principalmente, na medula éssea, no sangue periférico,
baco, figado, placenta e no sangue do corddo umbilical.

Nos ultimos anos tém sido usadas como transplante alogénico e no
tratamento de diversas patologias imunes hereditarias ou adquiridas

CE adultas multipotentes

Originam diferentes tipos celulares, como condrécitos, miocitos,

células adiposas, células do tecido conectivo e osteoblastos.

Encontram-se nos tecidos conjuntivos de quase todos os 6rgdos, mas
para uso terapéutico, normalmente séo isoladas através da medula

Ossea e do sangue do corddo umbilical, tal como as hematopoiéticas.

Capacidade de se propagarem em culturas e quando sdo estimuladas
adquirirem propriedades especificas, tais como, anti-inflamatorias e
imunomoduladoras. Através da criacdo de um ambiente favoravel ha
recuperacao funcional das células enddgenas dos 6rgdos e tecidos,
promocdo da angiogénese e remodelacdo cardiaca. Assim, estas
células sdo benéficas na regeneracdo de 6rgaos, tal como, o figado e o

coragéo.
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Do Tecido

Muscular

Epiteliais

Do Cancro

A medula dssea representa a fonte mais comum de células
progenitoras mesenquimais e, consecutivamente, é a fonte mais
utilizada, no entanto, também tém sido isolados a partir de uma
grande variedade de tecidos, tais como 0sso, pele e ligamento
periodontal.

Células multipotentes com capacidade de autorrenovacéo e
importante fungdo no desenvolvimento muscular pés-natal,

regeneracao e hipertrofia muscular.

Capazes de se diferenciarem em osteoblastos in vitro, melhorar a
regeneracdo Ossea in vivo e promover a reconstituicao do sistema
hematopoiético.

Proliferacdo limitada e sdo obtidas numa quantidade restrita.

Ciclo celular lento, elevado potencial proliferativo, grande
plasticidade e capacidade de manutencéo e reparo tecidual ao longo

da vida.
Localizam-se na epiderme - facil obtencéo.

Quando sdo transplantadas para um ambiente embrionario podem ser

reprogramadas e originam os estratos germinativos.

Células resistentes a quimioterapia e a radioterapia.

Capacidade de autorrenovacéo e proliferacdo, podendo originar e
manter as células que formam o tumor - recorréncias dos tumores e

formacdo de metastases.

Inicialmente identificadas nas leucemias miel6ides agudas, mas com
0 avanco das pesquisas conseguiu-se identificar noutros tipos de

cancro, tais como, cancro da mama e cancro da prostata.
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Derivam do sistema nervoso - estdo presentes em aglomerados

restritos do sistema nervoso.

Também, foram encontradas na polpa dentéria, no periodonto e na

mucosa olfativa.

Participam na formacéo de diferentes tecidos e 6rgdos oriundos das
Neurais trés camadas embrionarias (ectoderme, mesorderme e endoderme) -
dado origem as trés principais linhagens de células do sistema nervoso:

neurdnios, astrécitos e oligodendrdcitos.
Expressam marcadores celulares especificos.

Tratamento de diversas patologias neurolégicas e neurodegenerativas,

como Parkinson, Alzheimer e a Esclerose Multipla.

Tabela 3 - Carateristica das células estaminais adultas (adaptado: Watt e Hogan, 2000;
Kolya e Castanho, 2007; Saber, 2009; Djouad et al. 2010; Malva e Benardino, 2010;
Ariffin et al. 2011; Feng et al. 2011).

Transplante de medula 6ssea (por exemplo na leucemia)
Injecdo direta no coracdo apos enfarte para produzir cardiomidcitos

Regeneracdo do figado, 0ssos, rins e neurdnios

g 4 4 38

Regeneracdo de céelulas musculares, 6sseas e sanguineas

= Enxertos de pele e enxertos vasculares

Tabela 4 - Exemplos atuais do uso de células estaminais em Medicina (adaptado:
Nakashima e Akamine, 2005).

Os maiores obstaculos das CE assentam na formacdo de teratomas e rejeicdo
imunoldgica. A formacdo de teratomas esta associada, principalmente, com o uso de CE
embrionarias. Quanto a rejeicdo imunoldgica, apesar de CE embrionarias serem menos
imunogénicas do que as CE adultas, as CE e derivados estdo sujeitos a rejeicao

imunoldgica, quando transplantadas para um organismo (Garcia-Olmo et al. 2007).
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As CE expressam determinados genes associados ao seu estado indiferenciado e de
pluripoténcia, como a proteina Oct-4 (octamer-binding trancription factor 4), o gene
Nanog, o antigénio especifico para o estdgio embrionario - SSEA (stage specific
embryonic antigen) e outros marcadores de CE como o TRA (tumor recognition
antigen) (Kerkis et al. 2006).

A proteina Oct-4 é um fator de trancricdo presente nas CE na fase embrionéaria do
blastocisto e epiblasto. O gene Nanog é um fator de transcricdo expresso, também, na
fase embrionaria das CE (Kerkis et al. 2006).

Em 2011, Jewett e Tseng demonstraram que as CE sdo suscetiveis a citotoxicidade das
células NK, provocando lise celular. Com base neste estudo, as células NK tém duas
principais fungdes: limitar o nimero de CE, removendo as células defeituosas ou
alteradas e selecionando as células com maior potencial na reparagdo tecidular,
suportando a diferenciagdo das CE e promovendo regeneracdo dos tecidos
subsequentes. Assim, as células NK desempenham um papel significativo na
diferenciacéo celular e qualquer perturbacdo na funcéo destas células pode resultar num

processo inflamatorio crénico, causando um continuo dano tecidual.

2.6 - Células Estaminais Pluripotentes Induzidas

Em 2006, Takahashi e Yamanaka relataram a surpreendente descoberta de que as CE
poderiam ser reprogramadas como CE pluripotentes induzidas (induced pluripotent
stem cells - IPS). Estes autores, num estudo com ratos, demonstraram que para que se
formem iPS sdo necessarios pelo menos quatro fatores de transcri¢do: Oct-4, Sox2, c-
Myc e Kif4 .

Os genes Oct3/4 e certos membros da familia dos genes Sox (Sox1, Sox2, Sox3, e
Sox15) foram identificados como reguladores transcricionais cruciais envolvidos no
processo de inducdo, os genes de certos membros da familia KIf (KIf1, KIf2, KLF4, e
KIf5), da familia Myc (c-myc, L-myc, e N-myc), Nanog, e LIN28, foram identificados
para aumentar a eficiéncia da inducdo (Takahashi e Yamanaka , 2006; Papapetrou et al.
2009; Kim et al. 2009; Cox e Rizzino, 2010).
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As iPS definem-se como células somaticas diferenciadas que sdo reprogramadas em
celulas que tém propriedades semelhantes as das CE embrionarias, podem ser geradas a
partir de tecidos acessiveis e tém potencial em aplicacdes clinicas (Braganca, Tavares e
Belo, 2010; Egusa et al. 2010).

Reprogramming Factors
« Sox2, Oct4, KIf4, c-Myc

» Sox2, Oct4, Nanog, Lin28
» Sox2, Oct4, KIf4

- Etc.
>

Somatic Cells Induced Pluripotent Stem Cells
» Limited Proliferation « Self-Renewal
» Pluripotency Genes Methylated « Pluripotency
» Tissue Specific Cell Morphology « ES Cell Morphology
» X-chromosome Inactivated « Demethylation of Pluripotency Genes
» Active G1 Cell Cycle Checkpoint « Reactiviation of Pluripotency Genes
» Expression of Somatic Cell Specific Markers « X-chromosome Reactivation (Female Cells)

« Telomerase Activity
» Loss of G1 Checkpoint

Figura 8 - Reprogramacdo das células estaminais pluripotentes induzidas (fonte: Cox e
Rizzino, 2010)

Estas celulas tém a capacidade ilimitada de manter as propriedades de CE quando se
dividem. Como vantagem sdo uma fonte limitada de células aut6logas indiferenciadas e
tém uma grande capacidade de diferenciacdo, ndo apresentando problemas éticos. Por
outro lado, as desvantagens devem-se ao risco de formacdo de teratomas e outros
cancros devido ao processo de reprogramacéo celular (Braganca, Tavares e Belo, 2010;
Demarco et al. 2011).

Em 2010, Egusa et al., sugeriram que através da gengiva se pode obter fibroblastos
gengivais que sdo reprogramados em iPS. Do ponto de vista de acessibilidade, a
gengiva é um tecido conveniente para biopsia e que, rotineiramente, é ressecado durante
os tratamentos dentarios, como no caso de extracfes dentarias. Os autores definem a
gengiva como tecidos que, por vezes, sdo tratados como lixo biomédico. Assim, a
reprogramacao eficiente de fibroblastos gengivais podem fazer da gengiva uma fonte
ideal de iPS.

20



Aplicagdo de Células Estaminais em Medicina Dentéria

Yan et al. (2010), concluiram que as células de origem mesenquimatosa sdo uma fonte
rica para gerar iPS, sendo que todas as CE de origem dentaria podem ser reprogramadas
com sucesso em IPS. Deste modo, estas células constituem uma nova abordagem para

gerar CE possam ser usadas em regeneracao tecidular.

Segundo Saber (2009), as CE geram células intermediarias antes de atingirem o estado
totalmente diferenciado. A célula intermédia é conhecida como célula progenitora.
Acredita-se que estas células geralmente diferenciam-se ao longo de uma via particular
de desenvolvimento celular. Estas células indiferenciadas sdo consideradas progenitoras
até que as propriedades de diferenciacdo e autorrenovacdo sejam demonstradas - CE
(Saber, 2009 citando Ivanovski et al. 2006).

Em 2010, Mohyeldin, Muvdi e Hinojosa, estudaram a influenciam do Oxigénio nas iPS,
uma vez que, em ambientes de hipoxia (pouco oxigénio) podem influenciar a
proliferacdo celular e destino da célula. Estes investigadores concluiram que o oxigénio
pode regular as CE, sendo considerado como um regulador metabolico da biologia da

CE e permite que as células se autorrenovem e se diferenciem.

3 - IDENTIFICACAO E ISOLAMENTO DAS CELULAS
ESTAMINAIS

Para diferenciar e identificar os diferentes tipos de CE sdo precisos marcadores
especificos que permitam o isolamento destas células e, posteriormente, a sua

identificacéo.

Os marcadores citolégicos mais usados sdo glicoproteinas presentes na superficie
celular e fatores de transcricdo das células. Cada célula tem proteinas com recetores
especificos a superficie, o que faz com que seja possivel haver distincdo celular. Através
da combinacdo destes marcadores com moléculas fluorescentes é permitido determinar
a linhagem e o grau de maturidade das células (Gomes e Pranke, 2008; Correia e
Braganca, 2010).
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Segundo Gomes e Pranke (2008) citando Darena et al. (1996) e Kim et al. (2004),
referem que as CE hematopoiéticas podem ser identificadas através dos antigénios
CD34+, auséncia de CD38 e outros antigénios envolvidos na linhagem mieldide e
linféide. As CE mesenquimatosas podem ser identificadas através dos antigénios CD13,
CD28, CD33, CD44, CD105, CD166 e HLA 1.

Marcador Celular Tipo Celular

CD34 CE hematopoiéticas, progenitor endotelial
CE hematopoiéticas, percursores hematopoiéticos da linhagem

cb3s linféide

CD45 Marcador leucocitario

CD184 Progenitor/ CE hematopoiéticas e CE mesenquimais

D33 Células estaminais neurais, identificacdo de neurdnios e células
da glia

CD44 CE mesenquimais

Tabela 5 - Principais marcadores celulares utilizados na identificacdo de células

estaminais (adaptado: Gomes e Pranke, 2008).

De acordo com, Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International
Society for Cellular Therapy (ISCT), as CE mesenquimais em 95% da populacdo
expressam os marcadores CD73 , CD90 e CD105, e menos 2% expressa marcadores
CD34, CD45, CD11b ou CD14, CD19 ou CD79a e HLA-DR.

O fato de cada tipo de CE apresentar marcadores especificos em conjugacdo com a
utilizacdo de marcadores fluorescentes faz com que seja possivel diferenciar cada tipo

celular (Gomes e Pranke, 2008; Correia e Braganca, 2010).

Como ja foi referido, para que possa haver proliferacdo e utilizacdo de CE é necessario
existir interacdo entre trés componentes essenciais: CE, scaffolds - uma espécie de
arcabouco adequado, e fatores de crescimento - morfogenes - interatuam com as CE

levando a sua manutencao e proliferacdo (Demarco et al. 2011).
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Célul Capazes de se diferenciarem em células especializadas,
élulas _ ) )
o Capazes de responder a morfogenes indutores de proliferagdo ou
Estaminais . Lo
diferenciagéo.

Fatores bioldgicos que regulam as CE para formar o tipo de célula
desejavel,

5 grandes familias (BMPs, FGFS e Wnts, SHH, TNF),

BMPs sdo os morfogenes mais importante para a regeneracdo dentaria.

Morfogenes

Fornecem uma estrutura tridimensional biocompativel para a adesao
celular e migracao
Bioldgicos - bioscaffolds
Scaffolds e Exemplos: colagénio, glicosaminoglicanos, ...
Artificiais
e Exemplos: PLA (Poly lactic acid), PGA (Poly glycolic

acid), ...

Tabela 6 - Os elementos-chave da engenharia tecidular (adaptado: Nakashima e
Akamine, 2005).

4 - Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento sdo proteinas que interatuam com as CE e designam-se por
morfogenes, ou seja, sdo sinais excretados extracelularmente que guiam a morfogénese
ou a organogeénese durante interacoes epiteliais e mesenquimais (Saber, 2009; Demarco
et al. 2011). Estes morfogenes regulam a divisdo celular, sintese da matriz e
proliferacdo das CE e séo classificados de acordo com sua atividade (Demarco et al.
2011).

Ao longo dos anos, varios fatores de crescimento tém sido descritos. Nakashima e
Akamine (2005) definem que existem cinco familias proteicas: proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs - bone morphogenic proteins); fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs - fibroblast growth factors); proteinas Hedgehog (SHH); proteinas
interrelacionadas wingless (Wnits); e fatores de necrose tumoral (TNFs - tumor necrotic

fator).
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As BPMs sdo proteinas que ativam multiplas vias de sinalizacdo relacionadas com
processos de biomineralizagdo. Desempenham uma papel fundamental na morfogénese
dentéria, estando envolvidas nas interacGes entre o epitélio dentario e 0 mesénquima
durante o desenvolvimento craniofacial (Kolya e Castanho, 2007). Estas proteinas sdo
expressas na fase de capuz e de campanula e estdo associadas com a diferenciacdo dos
ameloblastos e odontoblastos (Nakashima e Akamine, 2005).

As FGFs atuam em varios gradientes de diferenciacdo durante a odontogénese. A FGF-
2 em associacdo com outros fatores de crescimento liberados da matriz dentinaria, assim
como células endoteliais, promovem a angiogénese e podem ser mitogénicas para as CE

pulpares (Nakashima e Akamine, 2005).

As SHHs sdo uma das trés proteinas pertencentes a familia Hedgehog de transducéo de
sinais dos vertebrados, responsaveis pelo controlo da diviséo celular das CE adultas, e 0
unico ligante covalente expresso nas células pulpares nos estagios iniciais da
odontogénese. Estas proteinas regulam a proliferacdo e a manutencdo das ceélulas
durante o desenvolvimento do germe dentario (Nakashima e Akamine, 2005; Soares et
al. 2007). As proteinas SHH e a via Wnt sinalizam os locais de formacdo dos futuros
germes dentarios na lamina dentinaria. Enquanto que os TNF sdo importantes na

formacdo das cuspides dos molares (Soares et al. 2007).

Embora as cinco classes de morfogenes estejam envolvidas no desenvolvimento
embriogénico do dente, as BMPs sdo as proteinas que exercem a maioria das

sinalizagdes para que haja regeneracdo dentaria (Nakashima e Akamine, 2005).

Saber (2009) ao longo da sua revisdo bibliografica refere fatores que regulam a
angiogénese - fatores de crescimento derivados das plaquetas (PDGF - platelet- erived
growth factor); fator de crescimento de insulina (IGF - insulin growth factor); fator de
crescimento da epiderme (EGF - epidermal growth factor); e fator de crescimento

vascular endotelial (VEGF - vascular endothelial growth factor).
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5 - Scaffolds

Os Scaffolds séo estruturas que servem de matriz extracelular e fornecem um ambiente
que permite a migracdo e a proliferacdo celular. Esta matriz proporciona condicGes
bioldgicas e fisico-quimicas tri-dimensionais para o crescimento e diferenciacdo celular,
estimulando a ades@o e migracdo celular. Serve como transportador dos morfogenes e
das proteinas para que haja terapia celular. Um scaffold ideal deve: ser poroso, de modo
a que seja possivel colocar CE e fatores de crescimento; efetivos no transporte de
nutrientes e oxigénio; ser biodegradavel e biocompativel, ndo produzindo produtos
toxicos; ao ser substituido por tecido regenerativo deve manter a forma e o tamanho do
tecido final; e deve proporcionar resisténcia fisica e mecanica. (Nakashima e Akamine,
2005; Saber, 2009; Demarco et al. 2011).

Tém sido usados polimeros naturais (bioscaffolds) e sintéticos ou artificiais. Os
polimeros naturais, tais como colagénio e glicosaminoglicanos, em geral, sdo mais
biocompativeis, enquanto os polimeros sintéticos permitem um melhor controle das
propriedades fisico-quimicas, tais como taxa de degradagdo, microestrutura e resisténcia
mecanica. As caracteristicas dos scaffolds sdo determinantes para 0 comportamento da

célula e, consequentemente, formacéo de tecido (Demarco et al. 2011).

Biomateriais

Vantagens

Desvantagens

Polimeros Naturais

Proteinas (Colagénio,

Albumina, Fibrina, etc.)

Polissacarideos (Alginato,

Quitosano, Amido, etc.)

Glicosaminoglicanos
(Heparina, Acido

hialurénico, etc. )

Biocompativeis
Incorporacdo de
moléculas bioativas
(citoquinas, fatores de
crescimento)
Mimetiza a estrutura e
composicdo da matriz

extracelular natural
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Fécil de processar
Poliésteres - PGA, PLA Controlo da taxa de
biodegradacdo pode ser
Hidrogéis controlada Menos biocompativel
Livre de agentes Degradacéo a partir de
Policianoacrilatos patogénicos derivados

Incorporagdo moléculas

Polimeros Sintéticos

Entre outros. bioativas (citoquinas,
fatores de crescimento)

Tabela 7 - Vantagens e desvantagens dos biomateriais usados em medicina regenerativa
(adaptado: Garcia-Olmo et al. 2007).

Em 2010 Ravindran, Song e George demonstraram que a mistura de colagénio | e
quitosano formam um scaffold de biopolimeros naturais que permitem a migracgéo,
proliferacdo e diferenciacdo das CE epiteliais e mesenquimais, permitindo

neovascularizagéo in vivo.

Zhao et al. (2011) referem que a proteina LMP1 (proteina latente membrana 1) é um
scaffold intracelular que contém o dominio PDZ (dominio estrutural com 80-90
aminodcidos, encontrados em proteinas sinalizadoras) e trés dominios LIM. A proteina
LMP1 regula as células mesenquimais na osteogénese, sendo capaz de induzir a

formacdo 0ssea in vivo.

O desenvolvimento dos scaffolds é um passo critico para a aplicagdo clinica da
engenharia tecidular da polpa dentaria. O desenvolvimento de scaffolds para a
regeneracdo dentaria constitui uma oportunidade importante para o futuro da
investigacdo de biomateriais dentarios, esta area requer uma abordagem
multidisciplinar, em que pesquisadores com experiéncia em materiais dentarios devem

colaborar com a bioengenharia.

Deste modo, as CE, os scaffolds e os fatores de crescimento sdo componentes essenciais

para que possam haver regeneracdo tecidular. No entanto, também é necessario haver o
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envolvimento de vasos sanguineos funcionais para que seja possivel uma completa

regeneracao tecidular (Demarco et al. 2011).

6- Células Estaminais Derivadas dos Tecidos Dentarios

As CE dentérias tém sido amplamente estudadas, uma vez que, a capacidade de
diferenciacdo destas células, faz com que sejam consideradas com um enorme potencial
regenerativo. Estas células podem ser usadas, ndo s6 para regeneracdo de tecidos
dentérios, mas também para facilitar a reparacdo de tecidos ndo dentarios como tecido
6sseo e nervoso. Como as CE dentéarias tém propriedades semelhantes as CE
mesenquimais, existe um grande interesse no uso destas células no tratamento de
desordens que envolvam derivados das células mesenquimais ou ndo-mesenquimais,
tais como na doenca de Parkinson (Volponi, Pang e Sharpe, 2010). Existem estudos que
apoiam a utilizacdo de CE dentarias como uma terapéutica viavel na cura de doengas
genéticas, sendo uma grande promessa como fonte alternativa para a terapia celular
pessoal (Snyder et al. 2011; Nourbakhsh et al. 2011).

As CE dentarias podem ser obtidos com facilidade, tornando-as numa fonte atraente de
células autologas para uso na reparacao de tecido pulpar vital, removido devido a uma
infecdo; na regeneracdo do ligamento periodontal perdido na doenca periodontal e para
produzir estruturas dentarias, de modo a formar implantes biologicos (Morsczeck et al.
2008; Suchéanek et al. 2010; Vasconcelos et al. 2011).

Segundo Volponi, Pang e Sharpe (2010), por um lado, o facto dos dentes ndao serem
essenciais para a vida, ndo sdo atrativos na area da medicina regenerativa, em
comparacdo com as doencas neuronais ou cardiacas, por exemplo. Este facto faz com
que os dentes sejam ideais para testar novos tratamentos baseados em terapias celulares,
uma vez gue a investigacdo, em principio, ndo compromete a vida do paciente, pondo-a
em risco; a acessibilidade a esta terapia ndo implica uma cirurgia invasiva e a existéncia
de populacdes de CE altamente proliferativas que podem ser facilmente obtidas a partir
de dentes naturalmente perdidos ou removidos cirurgicamente. Assim, nos Ultimos anos
a investigacdo de CE derivadas dos dentes ganhou interesse por parte dos

investigadores.
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As CE, como j4 foi referido, sdo células indiferenciadas ou com baixo grau de
diferenciacdo que tém a capacidade de autorrenovacdo e originar células especializadas
dos tecidos dos quais fazem parte, tais como regeneracdo de 6rgaos (Handrigan, Leung
e Richman, 2010).

Varias populacBes celulares com propriedades de CE tém sido isoladas a partir de
diferentes partes do dente. Atualmente sabe-se que os tipos de CE derivadas dos tecidos

dentarios que existem sao:

1. CE da polpa dentéria de dentes permanentes (dental pulp stem cells - DPSC);

2. CE da polpa dentaria de dentes em esfoliagdo (stem cells of human exfoliated -
SHED);

3. CE do ligamento periodontal (periodontal ligament stem cells - PDLSC);

4. CE da papila apical (stem cells from apical papilla - SCAP);

5. CE do foliculo dentéario (dental follicle progenitor cells - DFPC);

Todas estas células partilham uma linhagem comum e tém propriedades semelhantes as
células mesenquimais, partilhando a expressdo de marcadores genéticos e de
diferenciacdo em linhagens de células mesenquimais, como osteoblastos, condrocitos e
adipdcitos, in vitro e, em certa medida, in vivo (Mokry et al. 2010). No entanto estas
células diferem entre si em alguns aspetos, nomeadamente, na taxa de crescimento, na

expressdo de marcadores genéticos e na diferenciacao celular (Giordano, 2011).

Em 2011, Kim e colaboradores, publicaram um estudo que comparava o perfil de
expressdo dos genes de CE mesenquimais derivadas dos tecidos dentarios e da medula
0ssea de modo a caracterizar as CE dentarias. Neste estudo, através do marcador STRO-
1 (marcador comum das CE mesenquimais) concluiram que as CE dentérias tém

caracteristicas semelhantes as CE mesenquimais.

28



Aplicagdo de Células Estaminais em Medicina Dentéria

Andlise in vitro
-Potencialidade

Anélise in vivo
-Formacao de tecido

Localizagéo
an) Polpa de dentes
a permanentes
&) .

m | Dentes deciduos em
I - ~

5 esfoliacéo

O .

« Ligamento

—J :

@) periodontal

o

o

6 Papila apical
(9p]

@)

Q- | Foliculo dentario
&)

Osteogenica
Dentinogénica
Adipogeénica
Condrogénica
Miogénica
Neurogénica
Dentinogénica
Adipogeénica
Condrogénica
Miogénica
Neurogeénica
Osteoindutora
Osteogeénica
Cementogénica
Adipogeénica
Condrogénica
Miogénica
Neurogénica
Dentinogénica
Adipogénica
Condrogénica
Miogénica
Neurogénica
Cementogeénica
Odontogénico
Adipogénica,
Condrogénica
Miogénica
Neurogenica

Complexo dentino-pulpar
Odontoblastos
Tecido 6sseo

Tecido dentina-polpa
Sem formacgéao de complexo dentino-
pulpar
Odontoblastos
Formacdo Ossea

Cemento
Ligamento periodontal

Complexo dentino-pulpar
Odontoblastos

Ligamento periodontal
Cemento formacdo da matriz

Tabela 8 - Células estaminais dentarias: localizacdo e potencial regenerativo (adaptado:

Huang, Gronthos e Shi, 2009)

Apesar dos resultados promissores observados com as CE, 0 acesso para a sua obtencédo
é, muitas vezes, um impedimento para a bioengenharia tecidual. Nestes casos, as CE
pluripotentes induzidas surgem como uma alternativa viavel para ultrapassar obstaculos,
como por exemplo, éticos. Contudo, devem ser eliminados os riscos de formacédo de

teratomas e outros cancros devido aos processo de reprogramacao das células (Demarco

et al. 2011).
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Figura 9 - Diagrama esquematico do procedimento da engenharia tecidular com células
estaminais dentérias. Formagdo de um dente de novo, in vivo, mediante gérmen dentario
de um 3° Molar (fonte: Honda et al. 2010).

O potencial de diferenciacdo das CE dentarias situa-se dentro da formacao de tecidos da
dentina ou associados ao periodonto, se essas células sdo derivadas da polpa, do
ligamento periodontal ou do foliculo dentario. As CE dentarias podem ser classificadas
em dois grupos diferentes no que diz respeito ao seu potencial de diferenciacdo. O
primeiro grupo esta associado com a polpa dentaria, contendo DPSC, SHED e SCAP; o
segundo grupo contém PDLSC e DFPC (Morsczeck et al. 2008). No entanto, € dificil de
caracterizar estas CE por marcadores celulares, uma vez que séo diferentes ao longo do
desenvolvimento da célula. Algumas proteinas de superficie, como Stro-1 e CD73, sdo

expressas por todas as CE dentérias.

30



Aplicagdo de Células Estaminais em Medicina Dentéria

Cp29 —
CD106 DPSC/SCAP CD90
CD1os CD146
CD73 CD73, Stro-1, D24
Stro-1 CD146, CD29 CD29
CD146 (_ D73
CDhd4 Stro-1
DPSC DPSC/DFPC SCAP

CD73, Stro-1, i
CD10s '

DPSCY CD73, Stro-1,

PDLSC CD105, CD73, Stro-1 DFPC/SCAP

CD106, CD146
e
I CD73, Stro-1,
i CD146
1 1
_______ e
PDLSC ! PDLSC/SCAP | DFPC
Stro-1 Notch-1
CIDM46 CD13
CD73 — CD44
CD166 CD73, Stro-1, CD73
CD106 CD10s CD105
CD105 : - Stro-1
PDLSC/DFPC

Figura 10 - Marcadores das células estaminais dentarias (fonte: Morsczeck et al. 2008).

6.1 - Células Estaminais da Polpa Dentaria

As DPSCs multipotentes que se caracterizam pela capacidade de diferenciacdo e

elevada proliferacdo (Zhurova, Woods e Acker, 2010).

matriz

células-tronco

Figura 11 - Fatores necessarios para a bioengenharia dentaria - € essencial um conjunto

de CE, uma matriz (scaffold) para o desenvolvimento do novo tecido ou 6rgdo e de
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fatores de crescimento como estimulo para diferenciacdo celular (fonte: Soares et al.
2007).

A diferenciacdo destas células para uma linhagem celular especifica é determinada,
principalmente, por fatores que influenciam o microambiente local, tal como, fatores de
crescimento, moléculas recetoras, moléculas de sinalizacdo, fatores de transcri¢do e
proteinas da matriz extracelular. As DPSCs podem ser reprogramados em mdltiplas
linhagens celulares, tais como, odontoblastos, osteoblastos, condrécitos, midcitos,
adipdcitos, entre outras (Grottkau, Purudappa e Lin, 2010). Alge e colaboradores (2010)
demonstraram que as DPSC e as CE mesenquimais tém uma morfologia semelhante,
ambas formam col6nias in vitro e promovem a diferenciacdo osteogénica, condrogénica
e adipogénica. No entanto, as DPSCs tém uma maior taxa de proliferacdo e uma maior
quantidade de CE. Neste estudo os investigadores demonstraram que as DPSCs séo

Uteis na regeneracdo de tecido mineralizado.

Estudos demonstram que as DPSCs desempenham um papel vital na regeneracdo do

complexo dentino-pulpar (Gronthos et al. 2000; Huang et al, 2010).

Gronthos e colaboradores (2000) isolaram pela primeira vez DPSC. Estas células foram
isoladas a partir de terceiros molares permanentes e apds transplantar-se, as CE
formaram um tecido conjuntivo semelhante ao complexo dentino-pulpar, composto por
uma matriz mineralizada com tubulos dentinarios, odontoblastos e tecido fibroso que
continha vasos sanguineos, como um dente humano normal. Estas células sdo capazes
de responder a sinais especificos e gerar novas CE ou promover diferenciacdo celular.
Estes autores, demonstraram que as células progenitoras da polpa dentaria de um dente

permanente estao dispostas hierarquicamente.

Em 2009, Yu et al. demonstraram que a pressao hidrostatica regula a sobrevivéncia das
DPSCs, promove a diferenciacdo osteogénica, mineralizacdo in vitro e regeneracao
6ssea in vivo, com capacidade de resposta a estimulacdo da proteina BMP-2 (proteina
morfogenética do 0sso - 2). Sendo possivel que a pressdo hidrostatica aumente ou

interrompa a atividade das DPSCs.
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Woods et al.(2009) relataram que o isolamento DPSC é vidvel até 5 dias apos a
extracdo do dente, e que a criopreservacao precoce da cultura de DPSC conduz a uma
maior recuperacdo pds-descongelacdo. Neste estudo, os autores investigaram o
processamento e as caracteristicas de criopreservacdo das DPSC e determinaram que
DMSO; (dimetil-sulfoxido) a uma concentracdo entre 1 e 1,5M é considerado o melhor
meio de criopreservagdo. Foi ainda demonstrado que a viabilidade das DPSC, ap0s a
criopreservacdo, ndo é limitada pela concentragdo das células congeladas e que estas
células podem ser armazenadas a -85°C ou -196°C durante seis meses, sem perda de
funcionalidade. Um ano mais tarde, Zhurova, Woods e Acker demonstraram que
DMSO; a 10% é um excelente método de criopreservacdo das CE, uma vez que as CE

mostraram uma taxa de sobrevivéncia boa p6s-descongelacao.

Em 2010, Balic e Mina demonstraram que a polpa dentéria de incisivos inclusos contém
CE do tipo mesenquimal, uma vez que, expressam fatores carateristicos das CE
mesenquimais (CD90+, CD117+, Sca-1+), contudo, contrariamente as CE
mesenguimais, as células dos incisivos expressaram grandes valores do fator CD45+. O
estudo in vitro demonstrou que estas células exibem potencial osteo-dentinogénico, mas
sdo incapazes de se diferenciar em condrocitos e adipécitos. Estes resultados fornecem
evidéncia de que a continua geracdo de odontoblastos e dentina é suportado por uma

populacdo progenitora e ndo pelas CE mesenquimais multipotentes.

Wang Z. et al. (2010), demonstraram, pela primeira vez, que dentes clinicamente
comprometidos - pulpite irreversivel, contém CE com as mesmas capacidade

autorrenovacao e proliferacao celular.

Em 2010, Riccio et al., demonstraram que as DPSCs sdo capazes de se diferenciar numa
linhagem osteogénica, tanto em culturas 2D como 3D de bioscaffold, criando células do
tipo osteoblastico que sdo capazes de expressar marcadores osteogénicos e produzir
uma matriz extracelular mineralizada. Segundo estes autores, a combinacdo com
bioscaffolds 3D foi realizada a fim de produzir um dispositivo de CE dentarias -
bioscaffold que possa ser facilmente utilizado pelo cirurgido, durante uma intervencao

cirirgica para reparar qualquer deficiéncia Ossea. Esta abordagem torna-se numa
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ferramenta promissora para restaurar defeitos 6sseos e deficiéncias que, atualmente, sdo

tratadas cirurgicamente através da aplicacdo de implantes artificiais.

Li et al. (2011), avaliaram a diferenciacdo osteogénica de DPSC in vitro e formacédo de
tecido 6sseo quando transplantados num scaffold tridimensional de gelatina in vivo,
verificando se as DPSCs sdo adequadas para promover a regeneracdo Ossea. Neste
estudo, concluiu-se que as DPSCs expressam marcadores osteogénicos e esta células
diferenciam-se em osteoblastos. Neste mesmo ano, Liu et al., estudaram a adeséo e o
crescimento das DPSCs num substrato de fluoropatite, de modo a ser avaliada a
biocompatibilidade, resposta celular e crescimento destas células. Estes autores,
concluiram que uma estrutura de fluoropatite melhora a resposta celular das CE, uma
vez que proporciona um ambiente favoravel para o crescimento e interagdo das CE, a

longo prazo.

Mangano et al. (2011), avaliaram o comportamento das DPSCs perante um bioscaffold
de hidroxiapatite porosa natural. Estes autores, concluiram que as células perante um
bioscaffold sdo capazes de promover mineralizacdo dos osteoblastos e produzir

proteinas morfogenéticas 0sseas.

Em 2010, Kenmotsu et al., investigaram as caracteristicas das CE da polpa de ratos
jovens e idosos. O estudo, através da analise da fluorescéncia, demonstrou uma
diminuicdo de CE com a idade e um aumento de senescéncia celular. Neste mesmo ano,
Yu et al., avaliaram o potencial de diferenciacdo das DPSCs através da expressdo de
STRO-1. Com este estudo, 0s autores, sugerem que as DPSCs que expressam STRO-1
conseguem criar subpopulacBes progenitoras de odontoblastos, osteoblastos e

condrdcitos, que podem formar dentina, 0sso e cartilagem.

Paino e colaboradores (2010) demonstraram pela primeira vez que as DPSCs
diferenciam-se in vitro numa linhagem melanocitica, apresentam caracteristicas
morfologicas e moleculares dos melandcitos e sdo capazes de formar os melandcitos

funcionalmente ativos.
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Em 2012, Miyagi et al., demonstraram que as DPSCs podem ser percursoras de um tipo
de tumor odontogénico - mixoma. As CE da polpa dentéria tal como o mixoma
expressam MMP-2 (metaloproteinases da matriz) - degradam os componentes da matriz
extracelular e sdo encontradas nos tumores invasivo, e acido hialurénico. Contudo sdo
necessarios mais estudos que possam comprovar e esclarecer a histogénese dos tumores

odontogénicos.
6.2- Células Estaminais de Dentes Deciduos

A transicdo de denticdo decidua para denticdo permanente é um processo evolutivo,
dindmico e complexo, no qual o desenvolvimento e a erupgdo dos dentes permanentes
devem estar em sintonia com a reabsorcéo das raizes dos dentes deciduos. As SHEDs
apresentam carateristicas semelhantes as CE do corddo umbilical, dai serem células em

constante estudo na area da bioengenharia tecidular (Telles et al. 2011).

As CE também podem ser isoladas a partir da polpa dentaria de dentes em esfoliacdo e
da polpa dentaria imatura de dentes deciduos. Estas células tém uma maior taxa de
proliferacdo, sdo capazes de induzir a formagdo de 0sso e dentina e diferenciam-se em
tecidos ndo-dentérios, derivados de células mesenquimais (Suchanek et al. 2010; Estrela
et al. 2011). No entanto, ao contrario das DPSC, ndo sdo capazes de regenerar

completamente a dentina e a polpa (Gronthos et al. 2000).

=

células-tronco
I isoladas
.
A

adipocitos

odontoblastos i .
células neurais

Figura 12 - Células estaminais de dentes deciduos: apresentam alta capacidade de se
diferenciarem em odontoblastos, adipécitos ou células neurais (fonte: Soares et al.
2007).
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Com base na capacidade das SHEDs suprimirem as respostas imunes e promoverem
imunomodulacdo vérios estudos e avancos se tem dado na medicina regenerativa
(Jorgensen, 2010).

Em 2003, Miura et al., isolaram pela primeira vez SHEDs e demonstraram que estas
células distinguem-se das DPSCs, uma vez que tém: uma maior taxa de proliferacdo;
maior nimero de divisbes celulares; formam colonias; sdo osteo-indutoras in vivo e
formam dentina, embora ndo sejam capazes de originar um complexo dentino-pulpar
organizado. Estes autores definem as SHEDs como imaturas comparativamente com as

outras CE dentarias.

Com o potencial osteoindutor, as SHEDs, podem reparar defeitos 0sseos criticos,
promovendo a formacdo Ossea. Dada a capacidade de produzir e excretar fatores
neurotroficos, as CE dentarias podem ser benéficas para o tratamento de doencas
neurodegenerativas, tais como Parkinson, e reparacdo neuronal apos lesdo (Estrela et al.
2011).

Em 2009, Koyama et al. demonstraram que as SHEDs expandem-se in vitro e tem

capacidade de diferenciacdo osteoblastica, condrogénica e adipogénica.

Em 2010, Alipour el al., analisaram e compararam a expressao de marcadores de CE
derivados do tecido adiposo e de dentes deciduos humanos. Concluiram que ambas as
populacdes de CE mesenquimais expressam marcadores CD44, CD90 e CD13 com
intensidade similar, e ndo expressam marcadores hematopoiéticos como CD11b, CD19
e CD34, nem antigénios de linfécitos ou leucdcitos, como CD3, CD7, CD20, CD14,
CD45, CCR5 (CD195), CD11B e CD10. Os dois tipos de células demonstraram
diferentes niveis de expressdo em CD56 e CD146, sendo que as CE de dentes deciduos
em esfoliacdo foram positivos para CD105. Concluindo-se que ambas as populagdes de
CE mesenquimais tém marcadores fenotipicos comuns, podendo ser possivel que CE
mesenguimais sejam isoladas e cultivadas a partir da polpa de dentes deciduos em
esfoliacdo. Um ano depois, Nourbakhsh et al., provaram que as SHEDs expressam
marcadores especificos das células mesenquimais, nomeadamente os antigénios STRO-
1, CD 146, CD45, CD90, CD106 e CD166, e ndo expressam nem marcadores
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hematopoiéticos nem endoteliais, como CD34 e CD31. Concluindo que as SHEDs séo
capazes de expressar varios marcadores neurais, como nestina e BIII tubulina, in vitro.
Assim, estas CE, perante um ambiente apropriado, sdo capazes de produzir tecidos do

tipo neural.

Eslaminejad et al.(2010), publicaram um artigo que comparava, in vitro, as DPSCs com
as SHEDs. Estes autores concluiram que as DPSCs tém maior capacidade de
proliferacdo e expansdo que as SHEDs, tornando os dentes permanentes mais

apropriados para serem usados na medicina regenerativa.

Gomes et al. (2010), demonstraram, num estudo animal, que as SHEDs tém a
capacidade de regenerar tecido da cornea.

Em 2011, Janebodin et al., mostraram que as SHEDs de ratos tém propriedades das CE
da crista neural. Segundo estes autores, alguns estudos demonstram que na polpa
dentaria de dentes deciduos podem ser encontradas células derivadas da crista neural tal

como células ndo derivadas da crista neural durante o desenvolvimento do dente.

Contrariamente as DPSCs que sdo altamente proliferativas e mantém as caracteristicas
apos uma cultura prolongada, estudos com as SHED demonstram estas células nao
mantém as suas propriedades apos a criopreservacdo de 2 anos (Volponi, Pang e Sharpe,
2010 citando Papaccio et al, 2006).

6.3 - Células Estaminais do Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal € um tecido conjuntivo especializado que fixa o dente ao 0sso
alveolar e apresenta CE. Estas células tém a capacidade de se autorrenovarem, expressar
marcadores de CE mesenquimais e diferenciarem-se em diferentes linhagens de células
mesengquimais - cimentoblastos, osteoblastos, fibroblastos, adipdcitos e tecido
conjuntivo rico em colagénio tipo 1 (Volponi, Pang e Sharpe, 2010; Demarco et al.
2011; Estrela et al. 2011; Choi et al. 2011).
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A nocdo de que existem PDLSCs, deve-se a capacidade reparadora que as células do
ligamento periodontal apresentam, uma vez que sdo capazes de se diferenciar em
diferentes linhagens de CE (Alves, Lins e Barboza, 2010).

Em 2009, Kadar et al., relataram o isolamento, cultura e caracterizacdo das DPSCs e
PDLSCs. Estes autores mostraram que estas celulas tém um elevado potencial na

reconstrucdo dentaria, 6ssea e em tratamentos de doengas neurodegenerativas.

Em 2010, Yuan et al., testaram o papel da sialoproteina dentinaria (DSP) na inducédo de
CE mesenquimais e na reparacdo de tecido dentério. Esta sialoproteina é uma proteina
da matriz extracelular da dentina, sendo considerada como um marcador Unico da
dentinogénese, desempenha um papel vital na diferenciacdo dos odontoblastos e
mineralizacdo da dentina. Este estudo sugere que a DSP é um agente efetivo, com
natureza terapéutica, sem quaisquer efeitos colaterais para estimular a regeneracdo da
polpa dentaria, formacdo de dentina e reparacdo dos tecidos dentarios. Neste contexto,
0s autores sugerem que a DSP seja usada como um procedimento restaurador, em que é
implantado na lesdo (cérie ou fratura), de modo a promover a regeneragdo do complexo

dentino-pulpar.

Ding et al. (2010), demonstraram, em modelos suinos, que através de PDLSCs é
possivel reparar defeitos 6sseo, sem haver rejeicdo imunoldgica, devido a baixa
imunogenicidade e funcdo supressora das células PDLSCs Estes autores,
desenvolveram um procedimento padrdo para que seja possivel usar PDLSCs

alogénicas no tratamento da doenca periodontal.

Em 2010, Kim et al., investigaram os efeitos imunomoduladores das PDLSCs dos
dentes caninos em células mononucleares do sangue periférico alogénicas e
xenogeénicas. Este estudo foi o primeiro a estudar a inibicdo imuno-celular xenogénita
das PDLSCs. Concluiu-se que, de facto, existe um efeito imunomodulador e que este
efeito ndo é resultado da apoptose das células do sistema imunolégico, mas causado

pela inibicdo da divisdo celular dessas mesmas células.
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Okubo et al.(2010), avaliaram a capacidade dos fibroblastos derivados do ligamento
periodontal se diferenciarem em células vasculares e construir estruturas dos vasos
sanguineos. Também avaliaram as caracteristicas morfolégicas e o mecanismo
intracelular molecular subjacente a atividade angiogénica destas células. Estes autores
concluiram que a linhagem fibroblastica do ligamento periodontal poderia ser um
precursor candidato para a construcdo de um sistema vascular em torno do tecido

danificado, facilitando a sua regeneracao.

Estrela e colaboradores (2011) tém demonstraram que as PDLSCs retém propriedades
de CE e sdo capazes de promover regeneracao tecidular. Estas descobertas sugerem que,
esta populacdo de células, pode ser usada para criar uma raiz biolégica - poderia ser

usada como um implante metalico, por capeamento com uma coroa artificial dental.

Em 2011, Choi et al., avaliaram os genes envolvidos na mineraliza¢cdo durante a
diferenciacdo de PDLSCs. Estes autores, concluiram que as PDLSCs, perante um meio
apropriado, diferenciam-se em osteoblastos ou cementoblastos e, 0s genes relacionados
com a ligacdo ao célcio - PDE1A, PCDH9, sdo fortemente expressos na fase da
maturacdo da matriz, podendo estar associadas com a diferenciacdo das PDLSCs em

osteoblastos ou cementoblastos.

6.4 - Células Estaminais da Papila Apical

As SCAPs, tal como o nome indica, sdo isoladas a partir da papila dentaria. E um tecido
embrionario que origina-se durante a formacdo da coroa e esta localizado no apice da
raiz do dente em crescimento. O tecido da papila apical s6 estd presente durante o
desenvolvimento da raiz do dente, antes de romper na cavidade oral (\Volponi, Pang e
Sharpe, 2010; Demarco et al. 2011; Estrela et al. 2011).

As SCAPs formam odontoblastos e osteoblastos, expressam marcadores neurogénicos e
miogénicos e regeneram dentina, nomeadamente a nivel apical, promovendo a
apicogénese em dentes permanentes imaturos infetados por periodontite apical ou
abcesso. Este tecido pode ser beneficiado pela sua circulacdo colateral, o que lhe

permite sobreviver durante o processo de necrose pulpar. Apos a desinfecdo canalar por
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meios endodonticos, estas células ddo origem a odontoblastos primarios que tém a
capacidade de completar a formacédo de raiz (Demarco et al. 2011; Estrela et al. 2011).

Em 2011, Abe et al., publicaram uma artigo em que caraterizaram as propriedades
radioldgicas das SCAPs. Este estudo demonstrou, pela primeira vez, que as SCAPSs,
perante a radiagdo, exibem uma reducgéo significativa da capacidade de formacdo de
tecido duro, in vivo. Segundo os autores, esta reducdo significativa pode ser devido a
irradiacdo alterar a diferenciagdo e a mineralizagdo, promovendo a inibicdo da
diferenciagéo das CE e/ou a irradiagdo induzir a morte celular das SCAPs, resultando
numa reducdo da fungdo das células diferenciadas sem afetar o processo de
diferenciagéo.

Para manter e regular as CE o microambiente desempenha um papel fundamental in
vivo, no entanto, o nicho das SCAPs ainda ndo esta bem caraterizado e as interacdes ndo
séo conhecidas (Abe et al. 2011).

DPSCs versus SCAP

A distingéo entre polpa dentéaria e papila apical é que papila apical € o tecido precursor
da polpa radicular. Desta perspetiva, pode-se especular que as SCAPs sdo semelhantes
as CE que residem na papila dentaria que da origem aos odontoblastos produtores de
dentina coronaria. Uma vez que a papila apical se transforma em polpa, € pouco claro se
as SCAPs convertem-se em DPSCs ou as DPSCs sdo derivadas de um grupo diferente
de CE. No entanto, os estudos de Huang, Gronthos e Shi (2009) demostraram que
quando as SCAPs e as DPSCs sdo comparados in vitro exibem algumas diferencas. Em
geral, as SCAPs sdo derivados a partir de um tecido em desenvolvimento, que pode
representar uma populacdo das primeiras CE que podem ser uma fonte de células
superior para a regeneracdo do tecido. Além disso, estas células também realcam que o

desenvolvimento tecidular pode conter CE dos tecidos maduros.
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6.5 - Células Estaminais do Foliculo Dentario

O foliculo dentério € composto por células ectomesenquimais com disposi¢do laxa que
circunda o dente em desenvolvimento. Tem sido considerado um tecido multipotente,
devido a capacidade de formar cemento, 0sso e ligamento periodontal. O foliculo
dentéario tem CE que podem ser isoladas e cultivadas de forma a ser utilizadas em
regeneracdo periodontal e regeneracdo déssea (Volponi, Pang e Sharpe, 2010; Demarco
et al. 2011; Estrela et al. 2011).

As DFPCs sdo isoladas a partir de terceiros molares e sdo caracterizados pela sua rapida
fixacdo em cultura, expressdao de marcadores como Nestina e Notch-1, e capacidade
para formar nddulos de calcificacdo in vitro (Volponi, Pang e Sharpe, 2010).

7 - Aplicacdo de Células Estaminais em Medicina Dentéaria

O dente é um orgdo complexo, composto por estruturas altamente organizadas. O
esmalte dentario é incapaz de autorreparagdo enquanto que a dentina e 0 cemento tém
capacidade regenerativa (Telles et al. 2011). Embora a mucosa oral seja fortemente
protegida por um mecanismo de defesa imunitario, o dente € vulneravel a invasao
microbiana. Quando esta invasdo se manifesta como carie dentéria, a carie torna-se
numa porta de entrada para os tecidos internos atraves da desmineralizacdo promovida
pelos dos microrganismos. Assim o esmalte e a dentina estdo comumente sob o ataque
acido, permitindo, assim, o acesso a polpa. Quando a cérie é extensa provoca dor e
infecdo dos canais radiculares e, muitas vezes, esta infecdo propaga-se para 0 0SSO
alveolar. Devido a anatomia dos canais radiculares, quando estes sdo infetados, o

sistema imunitario ndo tem capacidade, por si s@, de erradicar a infe¢do (Huang, 2012).

Recentes avangos na engenharia tecidular tém atraido cientistas para testar a
possibilidade de regeneracdo de um dente todo ou parte da estrutura do dente (Watt e
Hogan, 2000; Daltoé, Miguita e Mantesso, 2010; Huang et al. 2010; Choi et al, 2011;
Huang, 2012).
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Quando o dente ¢ danificado, mas ainda reversivel, a regeneracdo de partes da estrutura
do dente pode prevenir ou retardar a perda desse mesmo dente. A eliminacgdo parcial da
polpa infetada - pulpotomia, nem sempre tem os melhores resultados, uma vez que todo
0 tecido infetado nem sempre é removido, assim, esta abordagem ndo tem sido uma

prética popular clinica (Huang, 2012).

Quando a polpa é diagnosticada com pulpite irreversivel, todo o tecido pulpar é
removido - pulpectomia. Este protocolo de tratamento, comumente conhecido como

tratamento endodontico, tem sido uma prética clinica comum (Huang, 2012).

A regeneracdo da dentina depende da vitalidade da polpa, no entanto, a regeneragao do
tecido pulpar tem sido dificil, uma vez que ha pouca irrigacdo sanguinea. A regeneracao

de tecido pulpar tem sido uma longa jornada de varios cientistas.

A evidéncia das CE serem capazes de gerar dentina foi demonstrada por Gronthos et al.
(2000). Esta descoberta tem impulsionado varios investigadores a estudarem todo o
processo de regeneracdo dentaria para que seja possivel haver uma terceira denticao

natural.

7.1 - Regeneracéo Dentaria

Perder os dentes leva a multiplas consequéncias e embora ndo seja uma ameaca para a
vida, a perda de dentes leva a uma ma qualidade de vida. A Medicina Dentaria
contemporanea restaura 0s dentes perdidos com implantes dentarios, tornando-os na
reabilitacdo dentaria ideal e preferencial, uma vez, que preserva o 0sso. Segundo
Mitsiadis e Papagerakis (2011), nenhum implante dentario apresenta a solucdo ideal,
uma vez que apresentam varias limitagdes na funcionalidade e longevidade e ndo sdo
capazes de mimetizar nem a fisiologia nem a plasticidade dos dentes naturais. Como
esta modalidade de tratamento ndo é aplicavel a todos os pacientes podendo falhar, é
imprescindivel recorrer a outra técnica. A alternativa € a regeneracdo dentaria
recorrendo a CE (Kim et al. 2010).
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A regeneracdo do dente como um 0Orgao inteiro é certamente muito mais exigente do
que a de outros tecidos, tais como o0 nervo, musculo e 0sso. Por um lado, a morfogénese
do dente é caracterizada por interacfes sequenciais e reciprocas entre o epitélio dental e
0 mesénguima - para que haja regeneracdo dentéria todas as fases da formacao dentaria
devem ser mimetizadas e produzidas pelas CE. Por outro lado, a complexidade do dente
em termos da sua estrutura e localizacdo anatémica torna dificil a sua regeneragdo
(Harada e Ohshima, 2004).

O dente é uma estrutura continua do osso alveolar durante e apds a sua formacéo. Esta
continuidade é possivel através da polpa e do ligamento periodontal. Extrair o dente faz
com que esta continuidade seja rompida e que haja danos permanentes. O suprimento
sanguineo e nervoso da polpa esta completamente cortado apos a extracdo. A cura do
ligamento periodontal s6 é possivel com reimplantacdo do dente no alvéolo. Se a
reimplantacdo for imediatamente ap0s a sua extracdo, o ligamento periodontal tenta
recuperar. Contudo, se o dente € maduro e tem um pequeno foramen, o reimplante nédo é
permite restaurar a vascularizacdo ou inervacdo da polpa, consequentemente, a polpa ira
necrosar. Se 0 dente é imaturo, com um apice amplo tem varias extensbes de
revascularizacdo e reinervacdo. No entanto, a recuperacdo a longo prazo do tecido
pulpar € geralmente pobre, levando a calcificacdo. Devido a estas razdes, o
autotransplante de um dente (de um alvéolo para outro alvéolo) tem uma viabilidade
desfavoravel. Estas caracteristicas indicam a relacdo inseparavel entre os dentes e 0s

seus tecidos de suporte (Huang, 2012).

Portanto, para regenerar um dente completamente funcional, com relacdo anatdémica
com o 0sso alveolar, é necessario que a regeneracdo acompanhe todas as fases de

desenvolvimento dentério.

7.1.1 - Regeneracdo Ossea

Atualmente, para a reparacdo de defeitos 0sseos periodontais, trauma pos-cirargico ou
em cirurgia maxilo-facial, utilizam-se enxertos de 0sso autdgeno, Xenoenxerto
desproteinizado ou substitutos 6sseos aloplasticos (Sreenivas el al. 2011). Contudo,

nenhum material cumpre todas as carateristicas ideais para que haja regeneracdo 0ssea,
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assim, as CE tornam-se atrativas para serem usadas nesta area. Sendo a melhor
alternativa através de CE dentéria aut6logas formar um dente completo ou promover a

formacdo de tecidos periodontais no implante de titanio (Lin et al. 2011).

A producdo, in vitro, de tecido 6sseo a partir de CE pode representar um avango no
tratamento de patologias congénitas ou adquiridas e traumas que levam a um defeito
6sseo. Além disso as CE dentarias também podem ser usadas para otimizar a osteo-

integracao e eficiéncia do préprio implante.

Em 2010, Weir e Xu, publicaram um artigo em que encapsularam CE mesenquimais da
medula 6ssea em pérolas de hidrogel de alginato e incorporaram em cimento de fosfato
de calcio para que pudesse haver regeneracdo 0ssea. Estes autores concluiram que este
tipo de scaffold produz propriedades bastante resistentes, sendo uma 6tima opcdo em
aplicagdes ortopédicas e craniofaciais ou em cirurgias minimamente invasivas que
tenham o objetivo melhorar a regeneracdo 0ssea. Nesse mesmo ano, Xu, Zhao e Weir,
usaram o cimento fosfato de calcio como scaffold, de modo a conseguirem regeneracao
Ossea. Este estudo demonstrou pela primeira vez que as CE do corddao umbilical

encapsuladas num scaffold s@o mais potentes e sintetizam mais 0sso que as CE padrao.

Em 2010, Kim et al., apresentaram, pela primeira vez, a regeneracdo, in vivo, de
estruturas semelhantes a um dente atraves de CE, sem limitagdes. Segundo os autores, a
regeneracdo de um dente € biologicamente possivel devido as raizes, nomeadamente o
osso alveolar e o ligamento periodontal, uma vez que, posteriormente, a estas raizes
pode-se fixar uma coroa protética. As CE ganham, assim, uma maior importancia na

regeneracao dentaria.

Feitosa et al. (2010), pela primeira vez verificaram os efeitos das CE mesenquimais da
medula Ossea de ovinos e da polpa dentdria imatura humana em ovinos com
osteonecrose induzida da cabeca do fémur. O estudo demonstrou que as CE
mesenguimais injetadas na cabeca do fémur encontravam-se viaveis apds o transplante
no novo sitio e proliferaram em pouco tempo. Os dados histolégicos sugerem que a
regeneracao 0ssea nos animais transplantados com polpa dentaria imatura humana foi

mais rapida do que nos animais submetidos somente a descompressao central. Assim,
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pode-se concluir que o transplante de CE mesenquimais na osteonecrose da cabeca do
fémur induzida através da técnica de descompressao central € um procedimento seguro
e aparentemente favorece a regeneracdo Ossea de tecidos lesados. Estes autores
concluiram que estas CE dentéarias foram capazes de promover a regeneracdo 0ssea,
demonstrando que as DPSCs sdo Uteis no tratamento de ostenecrose.

As DPSCs tornam-se Uteis na regeneracdo Ossea, porque, além de serem de fécil
obtencdo e ndo apresentam custos adicionais para o paciente, uma vez que estas células
obtém-se de dentes extraidos por carie ou devido a tratamentos ortoddnticos. Estas
células tém a capacidade de proliferarem rapidamente e é possivel obter-se uma grande
quantidade, de modo a satisfazer as exigéncias da pratica. Portanto, usar DPSCs

marcam um novo caminho na regeneragéo 0ssea (Li et al. 2011).

7.1.2 - Regeneracao Periodontal

O periodonto é um conjunto de tecidos especializados que rodeiam e suportam os dentes
nos maxilares (Volponi, Pang e Sharpe, 2010). A doenga periodontal pode ser definida
como uma condicdo inflamatéria dos tecidos de suporte do dente, em resposta a um
acumulo e mineralizagdo do biofilme bacteriano (Joseph et al. 2010; Reis; Borges;
Carlo, 2011). Os microrganismos iniciam a dissolucdo dos componentes de proteina em
fragmentos, esta protedlise de macromoléculas da matriz gera fragmentos bioativos,
como fibronectina, que acentuam a doenca periodontal (Joseph et al. 2010). Manifesta-
se clinicamente com perda dos tecidos periodontais, nomeadamente o ligamento
periodontal, cimento e 0 0sso alveolar (Mudda e Bajaj, 2011). Estas lesdes progridem
para periodontite, levando ao colapso das estruturas de suporte do dente e,
consequentemente, mobilidade dentaria e perda desse mesmo dente (Struillou et al.
2011). Estas patologias, muitas vezes, estdo associada com doencas sistémicas, tais

como diabetes e doencas cardiovasculares (Ding et al. 2010).

O objetivo do tratamento periodontal deve ser a regeneracdo do tecido periodontal. A
regeneracdo periodontal pode ser definida como a restauracdo completa destes tecidos.
Como o0s meios convencionais de regeneracdo periodontal, tais como, regeneracdo

tecidular guiada, tém indicagdes limitadas e as quantidades de tecido regenerado é
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imprevisivel, através das CE pode-se contornar esta barreira. As CE sdo Uteis em
abordagens de regeneracdo periodontal e em terapia reconstrutiva (Mudda e Bajaj,
2011).

O interesse por novas terapias de modo a restaurar a integridade estrutural do
periodonto, tem ganho novas perspetivas com 0s avancos da bioengenharia tecidual,
nomeadamente com a utilizagdo de CE (Costa, Miguel e Rosa, 2005; Alves, Lins e
Barboza, 2010).

O grande desafio desta area é formar um novo ligamento periodontal e 0sso,
assegurando que o ligamento tem a capacidade de exercer a sua funcdo, mantendo o
dente no alvéolo, mantendo a integridade e a fun¢do da mastigacdo, durante um longo

periodo de tempo (Volponi, Pang e Sharpe, 2010).

Em 2010, San Miguel et al., caraterizaram uma populacdo de células presentes no
periodonto que expressam aSMA-GFP (modelo transgénico de musculo liso a-actina
promotor com expressao da proteina verde fluorescente) e tém a capacidade de gerar
osteoblastos maduros. Concluindo que em combinacdo com marcadores de células
periodontais maduras, atraves de procedimentos em expansdo, isolamento e transplante

é possivel regenerar tecidos periodontais.

Em 2010, Joseph et al., publicaram um estudo em que tinha o objetivo determinar os
efeitos diretos da fibronectina 120 induzida pela metaloproteinases da matriz na
regulacdo do fenotipo osteoblastico das células do ligamento periodontal. Concluindo
que a fibronectina contribuem para a perda 6ssea e inibicdo da regeneracdo 0ssea em
doencas periodontais. Estes autores sugerem que existem fatores que regulam o

equilibrio entre formacéo e reabsorcdo ¢ssea.

Em 2010, Feng et al., analisaram a viabilidade e a seguranca da reconstru¢do dos
defeitos periodontais infra-0sseos com um implante autélogo de PDLSCs. Neste estudo,
0s autores, demonstraram de as PDLSCs sdo a nova aposta no tratamento de doencas

periodontais.
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Em 2010, Dangaria et al., com o objetivo de explorarem novas técnicas de regeneracao
periodontal, testaram o efeito dos sinais periodontais da matriz extracelular, do fator de
crescimento de fibroblastos 2 (FGF2), fator de crescimento do tecido conectivo (CTGF)
e a adesdo celular do péptido Arg-Gli-Asp (RGD) na diferenciacdo de dois tipos de
células progenitoras: PDLSCs e DFSCs. Estes autores concluiram que a expressao
morfologica dos genes e os dados imunohistoquimicos revelam que os fatores de
crescimento da matriz extracelular, tais como FGF2 e CTGF induzem as PDLSCs a se

diferenciarem, quando est&o perante um microambiente adequado, num novo ligamento.

Lin et al., em 2011, sugeriram que o ligamento periodontal derivado de DPSCs pode
modificar geneticamente os tecidos que envolvem o implante de titanio, promovendo a
formacdo de um novo ligamento periodontal. Estes autores mostraram que com
utilizacdo de Matrigel, matriz usada para estudar a diferenciacao celular (Lin et al.2011
citando Kleinman e Martin, 2005) e possivel regenerar o ligamento periodontal de ratos,
na interface de um implante-alvéolo-osso. Neste mesmo ano, Zhao et al., mostraram que
a proteina LMP1 num estagio inicial é capaz de regular a diferenciacdo do ligamento
periodontal na osteogénese, induzindo a formagéo Ossea. Estes autores concluiram que
para haver proliferacdo celular e diferenciacdo do ligamento periodontal é necessario a

presenca da proteina LMP1.

De acordo com a literatura consultada, o ligamento periodontal torna-se numa fonte
autogena, facil e eficiente de CE mesenquimais, com capacidade de expansdo e

diferenciacdo em cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos.

Espera-se que, num futuro préximo, a regeneracdo periodontal seja possivel, havendo
solucdes fiaveis para o tratamento de sequelas de doencas periodontais e que, com a
ajuda da bioengenharia tecidual, seja possivel usar CE que promovam uma completa

regeneracao do periodonto.

7.1.3 - Endodontia Regenerativa - Regeneracdo do Complexo Dentino-Pulpar

A vitalidade pulpar € extremamente importante para tornar um dente viavel, uma vez

que fornece a nutricdo e tem a capacidade de responder a estimulos nocivos. Devido a
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posicdo anatémica e a organizacdo pulpar, as infe¢des tornam-se irreversiveis, sendo
necessario fazer um tratamento endoddntico. O tratamento endoddntico baseia-se na
remocdo da polpa, de modo a remover-se todas as bactérias, e, posteriormente,
preencher os canais com uma material inorgénico, como 0s cimentos, conferindo
resisténcia ao dente (Zhang e Yelick, 2010; Volponi, Pang e Sharpe, 2010; Demarco et
al. 2011; Neha et al. 2011)).

Atualmente, o protocolo clinico do tratamento endoddntico sacrifica os tecidos, de
modo a que o canal fique desinfetado. Este tratamento impossibilita qualquer processo
regenerativo, uma vez que o canal é preenchido por materiais artificiais, fazendo com
que a viabilidade do dente esteja comprometido a longo prazo. A possivel regeneracao
do complexo dentino-pulpar torna-se numa técnica eletiva para que o dente aumente a
sua longevidade. Assim, a manutencdo e a regeneracdo da vitalidade pulpar €
fundamental para viabilizar o dente a longo prazo.

Atualmente, as CE fornecem a solugcdo mais promissora, nesta area, sendo o ideal, usar
DPSCs autologas, contudo nem sempre estdo disponiveis. Deste modo, as iPS podem

ser uma fonte de células alternativa usadas na regeneracao endoddntica (Huang, 2009).
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Figura 13 - Regeneracdo do complexo dentino-pulpar através de células estaminais da

polpa dentaria (fonte: Nakashima e Akamine, 2005).
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Embora a polpa seja muito pequena, é altamente organizada e complexa, e para ser
possivel a sua regeneracdo deve ser: vascularizada e inervada, conter densidade e
arquitetura semelhante a polpa natural, sendo capaz de originar novos odontoblastos,
produzindo nova dentina. Assim, quanto maior for a abertura do apice do dente mais
provavel e favoravel é a ocorréncia de angiogénese. Portanto, 0s dentes imaturos com
apices abertos sdo os melhores candidatos para a regeneracdo do tecido pulpar. A
utilizacdo de fatores indutores angiogénicos tais como VEGF e/ou derivado de PDGF
melhoram e aceleram a angiogénese (Zhang e Yelick, 2010).

Em 2009, Huang, publicou que as DPSCs, as SHEDs e as SCAPs sdo capazes de
regenerar tecido pulpar e as DPSC e as SCAP séo capazes de regenerar tecido

dentinario.

Em 2010, Huang et al., testaram a possibilidade de regenerar tecido vascularizado da
polpa dentaria através de CE. Estes autores isolaram SCAPs e num scaffold sintético de
PGLA, demonstraram pela primeira vez que as SCAPs sdo capazes de regenerar tecido
pulpar, promovendo a producdo de dentina nas paredes do canal. Neste mesmo ano,
Miura et al., avaliaram o efeito citotoxico de materiais endoddnticos como Hidroxido de
Célcio, Paramonoclorofenol Canforado, Otosporin e Formocresol nas DPSCs. Estes
investigadores concluiram que todos os materiais endoddnticos avaliados sao

citotoxicos para as DPSCs, o Hidroxido de Calcio é o que apresenta menor toxicidade.

Em 2011, Yamagishi et al., investigaram o efeito da Porphyromonas Gingivalis sobre a
expressao da sialoproteina e osteocalcina através da estimulacdo das DPSC. Este estudo
concluiu que, para que haja regeneracdo, € necessario tratar da infecdo canalar, caso

contrario ndo é possivel haver regeneracao.

Mais pesquisas sdo necessarias para que haja regeneracdo do complexo dentino-pulpar,

de modo a que a endodontia regenerativa seja possivel e concretizavel.
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7.1.4 - Regeneragdo do Esmalte

O maior desafio da regeneracdo dentaria foca-se na regeneracdo do esmalte. Uma vez
que o esmalte é produzido por ameloblastos e este morrem antes da erupcao dentéria,
ndo ha possibilidade de producgdo de esmalte secundario, de modo a recuperar de forma
fisiologica o tecido perdido. Tal como acontece com outras estruturas dentarias, zonas
com o esmalte desgastado sofrem remineralizacdo espontanea através da incorporacao
de iBes de célcio e de fosfato, quando presentes na cavidade oral. Este processo ocorre a
uma taxa muito lenta, eficaz em fases precoces de desmineraliza¢do, no entanto ndo é
suficiente para compensar as perdas significativas de esmalte, devido a constante
atividade bacteriana e acdo dos acidos. Os fluoretos aumentam a remineralizacdo do
esmalte "natural”, uma vez que reduzem a dissolucdo &cida, tornando o esmalte mais
resistente ao ataque acido, contudo, ndo promovem a regeneracdo deste tecido

(Koussoulakou, Margaritis e Koussoulakos, 2009).

Deste modo, para que haja regeneracdo do esmalte, as CE devem: reproduzir as fases de
formacdo de esmalte, transicdo, secrecdo e maturagao; promover o0 movimento celular
durante a aposicao de esmalte; vascularizacao e transporte de ides e producéo e secre¢do

adequada de proteinas (Mitsiadis e Papageraskis, 2011).

8 - Regeneracdo Neuronal com Células Estaminais Dentarias

Arthur et al., em 2009, publicaram a primeira evidéncia direta que as CE dentarias tém
neuroplasticidade. Estas células sdo capazes de se diferenciarem em neurdnios

funcionalmente ativos, quando implementados em ambientes adequados.

Em 2010, Yamaza et al., pesquisaram sobre as propriedades imunomoduladoras das
SHEDs. Concluindo que estas CE sdo capazes de se diferenciarem em células
odontogénicas e adipogénicas, uma vez que, expressam marcadores especificos das
células mesenquimais. Neste estudo, também pesquisou-se o efeitos das SHEDs em
pacientes com LUpus Eritematoso Sistémico e concluiu-se as SHEDs sdo uma fonte

viavel e de facil acesso no tratamento de doencas imunoldgicas.
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Wang J. et al. (2010) estudaram a capacidade das SHEDs se diferenciarem em células
neuronais do tipo dopaminérgico, de modo a ser possivel atenuar os sintomas da doenga
de Parkinson. Neste estudo, sugeriram que estas CE sdo capazes de se diferenciarem em
neurdnios, oferecendo uma fonte promissora no tratamento de doengas neuro-

degenerativas, tais como, doenca de Parkinson.

Segundo Souza et al. (2003) a possibilidade de restaurar a funcdo das células e dos
tecidos, sem utilizar drogas imunossupressoras € sem o risco de haver rejeicao, torna as
CE uma fonte promissora no tratamento de doencas degenerativas, tais como Parkinson
e Esclerose Multipla.

Em 2010, Galan et al., concluiram que as CE através da capacidade de recuperacao de
neuronios afetados, poderd ser uma terapéutica para a doenca neurodegenerativa
Esclerose Lateral Amiotréfica. As vantagens da utilizacdo destas células sdo porque as
CE libertam fatores neurotroficos, sdo capazes de modular a inflamacéo e impedem a
degeneracdo dos neuronios motores, melhorando a fungdo motora muscular e levando a
neuroproteccdo. Contudo sdo necessarios mais estudos para que se possa usar com

fiabilidade as CE como terapia desta doenca.

Li, Ping e Liao (2010), concluiram que as PDLSCs tém capacidade de se diferenciarem
em células neurais, in vitro. Estes resultados demonstraram que a diferenciacdo destas
células pode ser usada em terapias regenerativas do tecido nervoso ao redor do implante

melhorando a os sinais de perce¢do sensitiva.

Em 2011, Nourbakhsh et al., demonstraram que as SHEDs séo capazes de produzir
tecido neuronal, perante um ambiente apropriado. Deste modo, as SHEDs Uteis no
tratamento de doencas neurodegenerativas. Neste mesmo ano, Snyder et al. concluiram
que, mesmo em desordens genéticas, tal como na doenca de Huntigton, as CE dentarias

mantém as suas carateristicas de CE e podem ser usadas com fim terapéutico.

Em 2012, Sakai et al. publicaram um estudo que avalia a atividade neuro-regenerativa
das DPSCs e das SHEDs, ap6s uma leséo a nivel da medula espinal. Neste estudo as CE

dentérias exibiram trés principais atividades neuro-regenerativas: inibicdo da apoptose
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induzida pela lesdo dos neurdnios, astrocitos e oligodendrocito, melhorando e

preservando os filamentos neuronais e as bainhas de mielina; promoveram a

regeneracdo dos axdnios seccionados e substituiram as células perdidas. Estes dados

demonstram que as CE dentarias podem proporcionar beneficios terapéuticos para o

tratamento de lesdes da medula espinal.

) Tipode  Tipo
Ano Artigo Resultados
estudo deCE
In vitro e Isolaram pela 12 vez DPSC de terceiros
2000 | Gronthosetal. DPSC
in vivo molares permanentes
Miura In vitro e Isolaram pela 12 vez SHED, sendo
2003 o SHED _
et al. in vivo diferentes da DPSC
Invitro e Pressdo hidrostatica influencia as DPSC
2009 | Yu et al. - DPSC ) :
in vivo na regeneracdo de tecido duro
2009 | Woods et al. Invitro DPSC  Viaveis até 5 dias ap0s extracdo dentaria
Invitroe DPSC  Reconstrucdo dentaria 6ssea - tratamentos
2009 | Kadar et al. - :
in vivo PDLSC neurodegenerativos
In vitro e Diferenciacdo: osteoblastica,
2009 | Koyama et al. o SHED o .
in vivo condrogenica e adipogénica
: : : A polpa dentéria dos incisivos inclusos
2010 | Balic e Mina Invitro  DPSC _ : L
tém propriedades de CE mesenquimais.
] Presenca de DPSC em dentes com pulpite
2010 | Wang et al. In vivo DPSC ]
irreversivel
- : Diferenciagdo: osteoblastica - Gteis em
2010 | Riccio et al. Invitro  DPSC o
defeitos 6sseos
In vitro e Diferenciacdo: osteogénica, condrogénica
2010 | Alge et al. o DPSC o
in vivo e adipogénica
In vitro e Diferenciacdo: odontoblastica,
2010 | Yu et al. - DPSC : :
in vivo osteoblastica e condrogénica
In vitro e Diminuem com a idade e ha uma
2010 | Kenmotsu etal. DPSC )
in vivo aumento da senescéncia celular.
: Sialoproteina induz as DPSC promovendo
2010 | Yuan et al. In vivo DPSC
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2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

2010

Paino et al.
Gomes et al.

Alipour et al.

Eslaminejad et
al.

Ding et al.

Okubo et al.

Kim et al.

Weir e Xu

Kim et al.

Feitosa et al.

Egusa et al.

San Miguel et

al.
Joseph et al.

Feng et al.

Dangaria et al.

Huang et al.

Miura el al.

Invitro e
in vivo
In vivo
Invitro e

in vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vitro

In vitro e

in vivo

In vivo

In vivo

In vitro e

in vivo

In vitro

In vitro e
in vivo

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

DPSC

SHED

SHED

SHED

PDLSC

PDLSC

PDLSC

iIPS

PDLSC
DFSC

PDLSC

PDLSC

PDLSC

SCAP

DPSC

Diferenciagdo: linhagem melanocitica

Reconstrucao do epitélio da cornea
Comparagdo com tecido adiposo - ambos
CE mesenquimais

Menor capacidade de proliferacéo e
expansdo comparativamente com as
DPSC

Tratamentos de doengas periodontais -
defeitos 6sseos

Fibroblastos do ligamento periodontal -
regeneracao tecido vascular e periodontal
Efeito imunomodulador

Scaffold de pedras de hidrogel de alginato
com cimento fosfato de célcio bom para
regeneracdo Ossea

12 estudo com regeneracdo de dum dente
com CE

CE dentarias - regeneracdo 0ssea em

casos de osteonecrose
Gengiva - fonte promissora de iPS

Expressam aSMA-GTP - capacidade de
gerar osteoblastos maduros

O equilibrio entre a formacdo dssea e a
reabsorcéo é regulada por fatores das CE.
Tratamento de doencas periodontais
Fatores de crescimento (FGF2 e CTGF)
induzem a diferenciacdo de um novo
ligamento periodontal

Regeneracdo complexo dentino-pulpar
Materiais endodénticos tém efeitos

citotoxicos nas DPSC
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2011

2011

2011

2011

2011
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2011

2011

2011
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Yamaza et al.

Wang et al.

Li, Ping e Liao

Zhao et al.

Kim et al.

Mangano et al.

Janebodin et al.

Nourbakhsh et

al.

Choi et al.

Abe et al.

Li et al.

Liu et al.

Lin et al.

Yamagishi et al.

Snyder et al.

In vitro e
- SHED
in vivo
In vitro e
o SHED
in vivo
In vitro PDLSC
In vitro PDLSC
: DPSC
In vitro
PDLSC
In vitro DPSC
In vivo DPSC
In vitro SHED
In vitro PDLSC
In vitro e
o SCAP
in vivo
In vitro e
- DPSC
in vivo
In vitro DPSC
In vivo DPSC
In vitro DPSC
In vivo DPSC
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Tém propriedades imunomoduladoras -
benéficas no tratamento de doencas
imunoldgicas.

Diferenciacdo: odontogénica e
adipogénica

Diferenciacdo: células neurais -
tratamento de doencas
neurodegenerativas

Diferenciacédo: células neurais
Proteina LMP1 regula a proliferacao
celular e a diferenciagdo do ligamento
periodontal

Tém carateristicas das CE mesenquimais

Scaffold Biocoral (Hidroxiapatite porosa
natural) permite diferenciagdo e
promovem mineralizacdo dos osteoblatos
Tém propriedades da CE da crista neural
Producdo de tecido neuronal - tratamento
de doengas neurodegenerativas
Diferenciagdo: osteoblastica e
cementoblastica

Apos radiacdo menor formacao de tecido
duro

Apresentam marcadores osteogénicos e
diferenciacdo: osteoblastica

Eficaz scaffold com fluoropatite
Ligamento periodontal derivado das
DPSC promovem a formacao de um novo
ligamento

Para que haja regeneracédo tem-se que
tratar da infecdo do canal

Em doencas de desordens genéticas as CE
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dentarias mantém as suas carateristicas

o ) Precursores de tumor odontogénico -
2012 | Miyagi et al. In vitro DPSC )
mixoma

: : Benéficas no tratamento de lesdo na
2012 | Sakai et al. Invitro  DPSC :
medula espinal.

Tabela 9 - Resumo de artigos experimentais (expostos cronologicamente)

9 - Perspetivas Futuras

Ha& varios problemas que devem ser ultrapassados antes de ser possivel a formacgdo de
um dente, através da bioengenharia tecidular. A parte mais desafiadora da regeneracdo

tecidular é a regeneracédo funcional.

Segundo Thesleff e Tummers (2009), em primeiro lugar, € necessario encontrar uma
fonte adequada de CE dentarias. Em adultos, as restos de Malassez revestem as raizes e
sdo as Unicas celulas epiteliais remanescentes dentarias, mas a capacidade de auro-
renovacdo ainda é desconhecida e sdo de dificil acesso. As CE mesenquimais estdo
presentes na polpa dentaria e no foliculo, sendo capazes de produzir tecidos duros
dentarios, mas ndo ha nenhuma evidéncia de competéncia para dirigir a morfogénese

dentaria.

Huang (2009) e Suchének et al. (2010) defendem que o estabelecimento de bancos de
CE dentarias pode ser um passo necessario no avanco de iPS, para aplicacdo na

regeneracao dentaria.

Atualmente, a utilizacdo de CE dentarias ainda é limitada, uma vez que, exige a
extracdo de um dente. Assim, torna-se Util a utilizacdo de células reprogramadas, tais
como as iPS. Deste modo, o desenvolvimento da tecnologia com a reprogramacao de
células adultas, abre possibilidades de usar as proprias células do paciente para fins de
bioengenharia tecidular, tornando a reprogramacdo dentaria uma possibilidade realista
(Thesleff e Tummers, 2009).
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10 - Aspetos Eticos

Com o desenvolvimento de todas as investigacdes de CE 0 governo portugués viu-se

obrigado a formar leis que limitam e regulam todas estas pesquisas.

A Lei n.° 12/2009 de 26 de Marco estabelece o regime juridico da qualidade e seguranca
relativa a dadiva, colheita, analise, processamento, preservacdo, armazenamento,

distribuicdo e aplicacdo de tecidos e células de origem humana, nomeadamente as CE.
Esta lei tem como principais objetivos:

e Estimular a investigagéo cientifica e o conhecimento sobre CE e sobre as suas
aplicacdes;
e Definir o regime de obtencéo e utilizacdo de CE embrionarias;
e Incrementar a atividade econdmica e empresarial relacionada com CE e terapias
celulares.
(Diério da Republica, 1.2 série - N.° 60 - 26 de Marco de 2009)

O Ministério da Saude no despacho n.° 14879/2009 declara que "a existéncia de um
banco publico de células do corddo umbilical permite colocar a disposicdo de todos os
cidaddos células progenitoras hematopoiéticas, necessarias para a terapéutica de
transplantacdo em determinadas doencas hematoldgicas, imunoldgicas ou outras. O
Banco Publico aceitara apenas dadivas altruistas, que serdo colocadas a disposicdo de
todos 0s potenciais recetores, cumprindo, em matéria de principios, de organizacao e de
rigor técnico, todas as exigéncias da Lei n.° 12/2009, de 26 de Mar¢o" (Diario da
Republica, 2.2 série - N.° 126 - 2 de Julho de 2009)

A Lei n° 32/2006 de 26 de Julho regula a utilizacdo de técnicas de procriacdo
medicamente assistida. Estas técnicas devem respeitar a dignidade humana, sendo
proibida a discriminacdo com base no patriménio genético ou no fato de se ter nascido
em resultado da utilizacdo destas técnicas. No entanto, € permitida a investigacao

cientifica com o objetivo de prevencdo, diagndstico ou terapia, levando ao
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aperfeicoamento das técnicas de procriagdo medicamentosa assistida. Para efeitos de

investigacdo cientifica podem ser utilizados:

e Embrides criopreservados, excedentarios, em relagdo aos quais ndo exista
nenhum projeto parental;

e Embrides cujo estado ndo permita a transferéncia ou a criopreservagao com
fins de procriacao;

e Embrides que sejam portadores de anomalia genética grave, no quadro do
diagndstico genético pré-implantacéo;

e Embrides obtidos sem recurso a fecundacao por espermatozoide.

(Diério da Republica, 1.a série - N.° 143 - 26 de Julho de 2006)
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IVV- Conclusao

Esta revisdo bibliografica demonstrou-se que a medicina regenerativa tem grande
probabilidade de causar um impacto significativo na pratica clinica da Medicina
Dentéria. No entanto, antes de usar qualquer terapia regenerativa é essencial focar-se na
prevencdo das patologias, uma vez que a vitalidade pulpar é fundamental para a vida

funcional de um dente e é uma prioridade em qualquer tratamento dentario.

Os progressos feitos na investigacdo na area da bioengenharia, tornaram possivel a
criacdo in vitro de tecidos orais. Contudo, embora 0 processo de odontogénese seja
conhecido e apesar dos avancos obtidos, existem obstaculos a superar para se conseguir

substituir um dente perdido.

Atualmente, a literatura é dividida entre os clinicos que testam métodos para formar
tecidos simples (0sso, dentina, polpa, entre outros) e 0s bioquimicos que investigam
mecanismos para levar a diferenciacdo celular. Futuramente espera-se conseguir a
regeneracdo do Orgdo dentario completo para a utilizacdo na reposicdo de dentes

perdidos.

As possibilidades de uso e potencial regenerativo das CE sdo imensas, tornando-se
numa area promissora tanto para a resolucdo de problemas dentarios como outras
patologias. Assim, € importante que o0s médicos dentistas atualizem 0s seus
conhecimentos e acompanhem os avancos cientificos, aplicacfes e limitacdes das CE.

As CE utilizadas de maneira correta promovem esperanca e qualidade de vida.

Ainda a poucos anos quem iria imaginar que era possivel através de um pino metéalico
com coroas ceramicas substituir um dente perdido? Quem iria imaginar que se consegue
extrair CE de um dente? Tudo isto tem sido conseguido através de investigacdes e da
vontade ardua de descoberta. SO assim, com estas perspetivas futuristas, tém-se feito
descobertas e novos avancgos cientificos, porque "Deus quer, 0 homem sonha e a obra

nasce" (Fernando Pessoa, 1934).
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