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RESUMO

A tematica relativa as células estaminais inicia-se na década de 60 com a descoberta da
primeira fonte viavel destas células: a medula 0ssea. Diversos estudos permitiram definir
a sua funcdo de renovacao tecidular e regeneracdo pds-dano, assim como a sua
caraterizacdo num grupo heterogéneo de células indiferenciadas, clonogénicas, definidas
pela capacidade de auto-renovacgdo e diferenciacdo em células maduras. Nos ultimos
anos, estas células ganharam popularidade face a alternativa terapéutica que representam
para muitas doencas, tais como: diabetes, anomalias congénitas, danos do tecido nervoso,
Parkinson, Alzheimer e outras alteragcOes degenerativas, exposi¢des pulpares, defeitos
periodontais e perda do 6rgdo dentario. Apesar do seu potencial terapéutico, apresentam
varios efeitos adversos, especialmente em relacdo ao seu envolvimento direto (via
transformacdo maligna das MSCs) e indireto (via efeito modulatério das MSCs) no

desenvolvimento do cancro.

Preconiza-se 0 seu uso no ambito da Engenharia Tecidular, introduzindo o processo de
regeneracdo tecidular através da utilizacdo combinada de biomateriais e mediadores

bioldgicos, a fim de proporcionar novas ferramentas para a medicina regenerativa.

Mais tarde, tornou-se possivel identificar cinco populacfes de células estaminais de
origem dentéria (DPSCs, SHEDs, DFPCs, SCAPs e PDLCs) que, para além da sua
multipoténcia e capacidade de diferenciacéo, constituem fontes acessiveis para recolha.
O isolamento destas células constitui ainda uma pratica relativamente recente, na qual se
torna preponderante isolar células com fenétipo pré-determinado e cultiva-las em meios
de cultura adequados. Estudos comprovam que o método de isolamento e as condi¢des
de cultura utilizados podem dar origem a diferentes linhas celulares. A conservagdo é uma
pratica baseada na convic¢do de que a medicina regenerativa € o0 caminho mais promissor

para o desenvolvimento da medicina personalizada.

Informacdo adicional relativa a terapia com células estaminais é ainda necessaria. Esta
utiliza principios de biomimética altamente desejaveis, pelo que os resultados obtidos tém
vindo a despoletar grandes expetativas e a sua implementacdo na Engenharia Tecidular

apresenta-se promissora.
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ABSTRACT

Investigation into stem cells started in the 1960s with the discovery of the first viable
source of these cells: the bone marrow. Several studies detailed its role in tissue renewal
and regeneration after damage, as well as its characterization, namely, as a heterogeneous
group of undifferentiated cells called ‘clonogenic' defined by their self-renewal capacity
and differentiation into mature cells. Nowadays, these cells have gained popularity as a
therapeutic alternative for many diseases such as diabetes, congenital abnormalities,
nervous tissue injuries, Parkinson's, pulpal exposure, periodontal defects, loss of teeth,
Alzheimer's and other degenerative disorders. However, despite their therapeutic
potential, there have been several adverse effects, particularly in relation to their direct
(via malignant transformation of the MSCs) and indirect involvement (via modulatory

effect of the MSCs) in cancer development.

Studies have also helped to identify five populations of stem cells of dental origin
(DPSCs, SHEDs, DFPCs, SCAPs and PDLCs). These stem cells offer the additional
benefit of multipotency, differentiation capacity and ease of collection. However,
isolation of these cells is still a relatively new practice, requiring the identification of pre-
determined phenotypes and the growth these cells in a suitable culture media. The
isolation method used and the culture conditions provided can give rise to different cell

lines.

Additional information and research into stem cell therapy is still required, however, the
use of these cells in the field of tissue engineering is considered obligatory as it has the
potential to provide new tools for regenerative medicine via the combined use of
biomaterials and biological agents. It offers highly desirable biomimetic principles and,

as stated by ‘conservation practitioners', "regenerative medicine is the most promising

way for the development of personalized medicine.

For these reasons the observed results from stem cell research has triggered much debate

and high expectations in the field of tissue engineering.
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SIGLAS E ABREVIATURAS

ABC: transportador molecular.

ALP: marcador de osteoblastos.
AS cells: células estaminais pds-natais
ou adultas.

ASDCs: células estaminais com origem
no tecido adiposo.

bEGF: marcador de fibroblastos.
BMMSCs/BM-MSCs:

estaminais com origem na medula 6ssea.

células

BMP: proteina morfogenética do 0sso.
BMP-2: proteina morfogenética do 0sso
2.
BSP:

osteoblastos.

sialoproteina, marcador de
Ca2+: ido célcio

CAF: fibroblastos associados ao cancro.
CD11b: integrina aM.

CD3: aglomerado  humano  de
diferenciacéo 3.
CD4: aglomerado  humano  de
diferenciacéo 4.
CD8: aglomerado  humano  de

diferenciacéo 8.

CD10: neprilisina.

CD13: aminopeptidase N.
CD14:
diferenciacéo 14.
CD18: beta-2 integrina.

aglomerado  humano de

CD19: antigénio de linfécito B.
CD20: antigénio de linfécito B.
CD24: transdutor de sinal.
CD29: integrina beta-1.

Xl

CD34: aglomerado humano de
diferenciagdo 34.
CD40: aglomerado humano de

diferenciacéo 40.

CD44.: “Indian Blood Group”.

CD45: antigénio comum de linfdcitos.
CDs3:
leucacitos.
CD59: protectina.
CD68:
diferenciacéo 68.

antigénio de superficie de

aglomerado  humano  de
CD71: recetor da transferrina.

CD73: ecto-5"-nucleotidase.

CD79: recetor de antigénio de célula B
associado a proteina de cadeia alfa.
CD80:

diferenciacéo 80.

aglomerado  humano de

CD86: aglomerado humano de
diferenciacéo 86.
CD90: aglomerado humano de

diferenciacédo 90.

CD105: endoglina.

CD106: molécula de adesdo celular
vascular-1.

CD146: molécula de adesdo de células

de melanoma.

CD150: molécula de ativacdo e
sinalizacdo linfocitica 1.

CD166: aglomerado humano de

diferenciacdo 166.
Células NK: células natural killer.

CEU: colonias formadas por unidade.
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CK: marcador de células epiteliais.
CNPase: anticorpo monoclonal.

Col I: marcador de osteoblastos.

Col II: marcador de condrdcitos.

Col IlI: marcador de fibroblastos.

CSF1: Fator estimulante de coldnias 1.
DFPCs: células estaminais originarias do
foliculo dentario.

DMP-1: marcador de odontoblastos.
DNA: acido desoxirribonucleico.
DPSCs: células estaminais originarias da
polpa dentaria.

DSPP: marcador de odontoblastos.

EMA: marcador de células epiteliais.

ES cells: células estaminais
embrionarias.
Fator VIII: marcador de células
endoteliais.

GFAP: proteina acida fibrilar glial.

HLA-A/B/C: antigenos leucocitarios
humanos A/B/C.

HLA-DR: antigenio de leucdcitos
humanos.

HNK-1: antigénio humano natural killer.
LIN28: proteina codificadora de gene.
MAPC: células progenitoras adultas
multi-potentes.

MDSCs: células estaminais com origem
no tecido muscular.

Mg2+: ido magnésio.

MHC I/ll: complexo principal de
histocompatibilidade I/11.

MIAMI: células estaminais isoladas da

medula 6ssea.

Xl

MSCs: células estaminais.

NANOG: proteina codificadora de gene.
Notch-1: drosofila.

OC:

osteoblastos.

osteocalcina,  marcador de
Oct14: octamero de ligacdo ao fator de
transcricdo 14.

OPN:

osteoblastos.

osteopontina, marcador de
PBSA: solucdo salina tampéo fosfato de
Dulbecco.

PDLSCs: células estaminais originarias
do ligamento periodontal.

pH: potencial de hidrogénio.

POUSF1: octamero de ligacdo ao factor
de transcricdo 4.

P73: recetor do neurénio responsavel
pelo fator de crescimento.

RANKL.: Ativador do Recetor do Fator
Nuclear k B.

RNA: acido ribonucleico.

RNAmM: &cido ribonucleico mensageiro.

de

relacionados com o Runt 2.

Runx-2: fator transcricao
SCAPs: células estaminais originarias da
papila apical.

SHEDs: células estaminais originarias
dos dentes deciduos esfoliados.

SOX2: regido determinante do sexo Y.
Stro-1: antigénio endotelial.

S-100: proteina de baixo peso molecular.
TAF: fibroblastos associados a tumores.

medula éssea adulta.
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TGF-B2: Fator transformador de TGFp-1:  fator de  crescimento
crescimento beta-2. transformante 1.

TGF-B3: Fator transformador de o-SMA: actina de musculo liso a,
crescimento beta-3. marcador do musculo liso.
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I. INTRODUCAO

A presente Tese de Mestrado foi desenvolvida no ambito da unidade curricular de Projeto
de Pds-Graduacdo/Dissertacdo, prevista no quinto ano do Mestrado Integrado em
Medicina Dentaria, e aborda a tematica “Aplicacdo de Células Estaminais Dentérias na
Medicina e na Medicina Dentéria”.

A pesquisa relativa as células estaminais iniciou-se ha cinquenta anos atras. Nos anos
sessenta, investigadores descobriram que a medula 6ssea constituia uma fonte viavel
destas células. Atualmente, e na sequéncia dos estudos efetuados, os resultados obtidos
tém vindo a despoletar grandes expetativas e a sua implementacdo na Engenharia
Tecidular apresenta-se promissora (Telles et al., 2011).

A Engenharia Tecidular ¢ um campo interdisciplinar que combina principios de
engenharia, materiais e ciéncias bioldgicas em direcdo ao desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que restaurem, mantenham, substituam ou melhorem as funcdes biologicas.
A promocao destes conhecimentos potencia o desenvolvimento de novas possibilidades
de tratamento, na maioria das areas biomédicas, incluindo na Medicina Dentéaria (Rosa et
al., 2011).

Desde a descoberta e caracterizacdo das células estaminais mesenquimais multipotentes
da medula 6ssea, populacdes semelhantes foram ja identificadas e caraterizadas a partir
de uma variedade de tecidos (Blau et al., 2001; Bluteau et al., 2008; Fuchs et al., 2000;
Mitsiadis, 2007). A presenca destas células no organismo permite a natural regeneracao
de tecidos devido a sua capacidade de auto-regeneracdo e diferenciacdo (Rodriguez-
Lozano et al., 2011).

As células estaminais apresentam a capacidade de se dividir, gerando uma célula idéntica
a si e capaz de gerar diferentes tipos de tecidos (Giordano et al., 2011). A natureza
pluripotente destas células é o conceito base das terapias regenerativas, uma vez que se
podem diferenciar em células constituintes de todos os tipos de tecidos do corpo (Zandstra
e Nagy, 2001). A grande esperanca é que as células estaminais produzidas em grandes
quantidades e, posteriormente aplicadas, produzam células novas para substituir tecidos
perdidos ou danificados. Esta capacidade de regeneracédo tecidular é o foco do campo

emergente da medicina personalizada.
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As principais desvantagens desta utilizacdo incluem dilemas éticos (dependendo da fonte
originaria das células), o potencial cancerigeno e o risco de rejeicdo imunoldgica (Wobus
e Boheler, 2005).

Estudos recentes revelam a presenca de células estaminais em tecidos dentéarios, com um
potencial de diferenciacdo expansivo em relacdo a linhagens mesodérmicas e
ectodérmicas (Gronthos et al., 2000; Miura et al., 2003; Seo et al., 2004). Estas células
podem ser recolhidas da polpa dentaria, do ligamento periodontal, da papila apical e das
células precursoras do foliculo dentario (Gronthos et al., 2000; Huang et al., 2009a;
Karaoz et al., 2010; Miuraetal., 2003; Morsczeck et al., 2005; Seo et al., 2004; Sonoyama
et al., 2006).

Os dados existentes apresentam ainda a possibilidade de estas células serem
crioconservadas e armazenadas, mantendo assim o seu potencial de utilizacdo por longos
periodos de tempo.

Todas estas emocionantes descobertas colocam a nossa profissdo na vanguarda de uma
potencial revolucdo nas op¢Oes terapéuticas. O médico dentista desempenha um papel
importante tanto na recuperacao e utilizacdo das células estaminais (obtidas a partir de
dentes deciduos e dentes permanentes) como na execucdo de terapias médicas
regenerativas dentarias. Para beneficiar da pratica de terapias capazes de salvar vidas
através de células estaminais, torna-se essencial conhecer todas as suas envolvéncias,
beneficios e limitagdes. E com base nos presentes objetivos que pretendo introduzir os

capitulos que seguem.
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Il. DESENVOLVIMENTO

I. Materiais e Métodos
Na realizacéo deste trabalho efetuou-se uma reviséo bibliografica relacionada com o tema
“Aplicacdo de Células Estaminais Dentarias na Medicina e na Medicina Dentéria”. A
pesquisa bibliografica foi realizada durante o periodo de Outubro de 2014 a Fevereiro de
2015. Na selecao dos artigos, foram considerados alguns sub-temas relativos as células
estaminais, tais como: caraterizacdo e classificacdo das células estaminais em geral e das
células estaminais dentarias em particular; conceitos de Engenharia Tecidular; técnicas

de recolha, isolamento e conservacao; aplicacGes médicas e dentérias.

Ao efetuar a pesquisa bibliografica utilizaram-se as seguintes palavras-chave: “Stem
Cells”, “Dental AND Stem Cells”, “Tissue Engineering”, “Stem Cells AND Tissue
Engineering” e “Stem Cells AND Isolation”. O critério de inclusdo escolhido resume-se
a: artigos posteriores a 2000. Em relagdo aos motores de busca, os selecionados para a
pesquisa apresentam diferentes tipos de organizagao. A pesquisa iniciou-se pelos motores
de busca mais abrangentes (sistemas), nomeadamente pelo SUMsearch e pelo Trip
Database. Posteriormente pesquisou-se em motores de busca definidos como sumarios,
como é o caso do B-on e do Up To Date. De seguida, recorreu-se as sinopses com a
utilizacdo do Scielo e do Pubmed. Nas revisdes utilizou-se o Evidence Based Dentistry.
Para finalizar, foram utilizados motores de busca mais restritos (artigos) como o F1000 e

0 Embase.

Tendo em conta a pertinéncia e a disponibilidade dos artigos a estudar, e ap6s leitura do
resumo/abstract dos mesmos, para a escolha efetiva apenas recorri aos selecionados no
Trip Database, no Scielo e no Pubmed. Dos setenta artigos selecionados: vinte surgem do
descritivo “Stem Cells”, trinta e trés de “Dental AND Stem Cells”, oito de “Tissue
Engineering”, trés de “Stem Cells AND Tissue Engineering” e seis de “Stem Cells AND
Isolation”. Dos mesmos e analisando o critério de inclusdo: um artigo é de 2000, um de
2002, dois de 2003, quatro de 2004; trés de 2005, cinco de 2006, cinco de 2007, onze de
2008, quinze de 2009, sete de 2010, treze de 2011 e trés de 2012.



Aplicacéo das Células Estaminais Dentarias na Medicina e na Medicina Dentaria

ii. Revisdo Bibliografica
1. CELULAS ESTAMINAIS — FONTE DE VIDA?

As células estaminais (MSCs) caracterizam-se como sendo um grupo heterogéneo de
células indiferenciadas, clonogénicas, definidas pela capacidade de auto-renovagdo e
diferenciacdo em células maduras. Apresentam origem mesodérmica primordial e podem
originar células do sangue, do tecido musculo-esquelético, do tecido conjuntivo e dos
sistemas vascular e urogenital. Podem ser isoladas a partir de muitos tecidos do corpo
humano, tais como: medula 6ssea, sangue periférico, espinal medula, vasos sanguineos,
tecido musculo-esquelético, cornea, retina, figado, pancreas, células do epitélio da pele,
sistema digestivo e até células de origem dentaria (Blau et al., 2001; Bluteau et al., 2008;
Fuchs et al., 2000; Mitsiadis, 2007).

A descoberta destas células credita-se maioritariamente ao trabalho desenvolvido por A.J.
Friedenstein durante a década de 1960, no qual concluiu que a medula 6ssea € a fonte de
células estaminais de onde se originam os tecidos mesenquimais da vida pds-natal
(Afanasyev, Elstner e Zander, 2009). Posteriormente, varios cientistas contribuiram para
a atual compreensdo das células estaminais. Alexander A. Maximow introduziu o
conceito de diferenciacdo no contexto da hematopoiese (Friedenstein, Piatetzky-Shapiro
e Petrakova, 1966; Friedenstein et al., 1974). Ernest R. McCulloch e James E.
demonstraram a natureza clonal de células da medula 6ssea (Becker, McCulloch e Till,
1963; Siminovitch, McCullock e Till, 1963). Apesar de todos estes precoces
desenvolvimentos tedricos, somente em 1998, a equipa do bidlogo James Thomson
conseguiu isolar células estaminais embrionérias humanas, publicando ainda durante esse
ano o primeiro relato sobre a plasticidade das células embrionarias pos-natais/adultas
(Thomson et al., 1998).

As células estaminais s@o responsaveis pela renovacao do tecido normal, bem como pela
cura e regeneracao apds lesdes (Weiss, 2000). Nos ultimos anos, estas células ganharam
popularidade devido a sua capacidade de auto-renovacéo e diferenciagdo em variados
tipos de celulas, em particular nas de origem mesodérmica (como osteoblastos,

condracitos e adipocitos), ectodérmica e endodermal.
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As células estaminais podem ser classificadas usando varios critérios. Analisando a sua
origem, surgem dois grupos (McKay, 2000; Leeb et al., 2010):

e Embrionéarias (ES cells): derivadas da massa celular principal pré-implantada no
embrido (blastocisto). Apresentam elevado potencial neoplastico, no entanto o seu uso é
controverso e estd envolvido em questdes éticas e legais.

e Pos-Natais ou Adultas (AS cells): migram para uma area danificada e diferenciam-se
em tipos celulares especificos para facilitar a reparagdo de tecidos danificados. S&o
apelativas devido ao seu potencial clinico. Podem ser isoladas de muitos tecidos e érgdos,
incluindo medula Ossea, pele, figado, intestino, pancreas, espermatogdnias, sistema
nervoso central, masculo esquelético cardiaco, células mesenquimais e dentarias (polpa
dentéria, dentes deciduos exfoliados, ligamento periodontal, foliculo dentario progenitor
e papila apical).

Outra classificacdo frequentemente adotada baseia-se no seu potencial de

desenvolvimento. Esta sé foi possivel devido a analise da morfologia, proliferacéo,

diferenciacdo, estados gendémicos e epigendmicos destas células (Amabile e Meissener,
2009). Quatro divisdes essenciais foram entdo estabelecidas (McKay, 2000; Wagers,
2004; Leeb et al., 2010):

e Células Estaminais Totipotentes: de origem embrionaria (Figura 1) com a capacidade
de promover o desenvolvimento de um organismo inteiro.

e Células Estaminais Pluripotentes: de origem embrionaria (Figura 1) que quando
cultivadas in vivo e expostas a determinadas condicdes, sdo capazes de se diferenciarem
em todos os tipos de tecidos, exceto os extra-embrionarios (como a placenta). N&o
conseguem originar um organismo inteiro.

e Células Estaminais Multipotentes: de origem poés-natal com capacidade de
diferenciacdo em linhagens celulares especificas.

e Células Unipotentes: de origem pds-natal que formam somente um tipo celular
maduro.

Os inumeros beneficios das MSCs desencadeiam um potencial terapéutico que tem sido
aplicado e estudado recentemente em algumas patologias. Apesar dos resultados nos

diversos estudos se apresentarem animadores, tém sido relatados alguns efeitos adversos.
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1.1. Critérios de Inclusdo

As células estaminais sdo identificadas através da conjugacdo de propriedades fisicas,
fenotipicas e funcionais. Relativamente & morfologia as células estaminais apresentam
grande heterogeneidade. Varios termos tém sido utilizados para descrever a sua
aparéncia: “fibroblastoid cells”, “giant fat cells and blanket cells”, “spindle shaped,
flattened cells” e “very small round cells”. A morfologia varia determinantemente com
as condicdes envolventes, sendo que a relacdo entre esta e as suas funcdes permanece
ainda obscura (Zipori et al., 2011). As MSCs expressam um determinado nimero de
marcadores fenotipicos, no entanto, nenhum deles é especifico (Wong, 2011).

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, existem quatro critérios
necessarios para classificar uma célula como sendo célula estaminal (Dominici et al.,
2006):

Ser aderente a pléstico;

Expressar os marcadores C105, CD73, CD90 e CD45;

Né&o expressar os marcadores CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19 ou HLA-DR;

Diferenciar-se em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos.

A confluéncia destes critérios ndo € obrigatoria, sendo que a expressdo de marcadores de
superficie celular pode ser influenciada por fatores extrinsecos. Outros marcadores que
sdo geralmente aceites incluem CD44, CD71, Stro-1 e moléculas de adesdo tais como
CD106, CD166 e CD29 (Chamberlain, 2007).

O ensaio clinico utilizado para identificar as MSCs ¢ a determinacao de coldnias formadas
por unidade (CFU). Este teste identifica células fusiformes aderentes que proliferam para
formar coldnias e podem ser induzidas a diferenciarem-se em adipdcitos, ostedcitos e
condracitos (Wong R., 2011).
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E atualmente possivel definir as relagdes existentes entre as MSCs e outras populacdes
de células estaminais semelhantes a estas, mas que tenham sido definidas com uma
nomenclatura diferente (Figura 1). Algumas destas sdo: as células estaminais estromais
da medula 6ssea, as celulas precursoras do estroma, as células estaminais de reciclagem,
as células estaminais isoladas da medula 6ssea adulta (MIAMI) e as células progenitoras
adultas multi-potentes (MAPC). As MIAMI e as MAPC apresentam um grau de
proliferacdo e diferenciacdo superior comparativamente ao das MSCs, 0 que sugere que

representem um subconjunto de células estaminais precursor das MSCs (Wong R., 2011).

MAPCs o MIAMI

Figura 1: Diagrama
representativo da hierarquia das
células estaminais [Adaptado de

Giordano, Galderisi e Marino,
2007].

1.2. Beneficios das Células Estaminais

O principal beneficio da utilizacdo de células estaminais consiste no seu potencial de
diferenciacdo em multiplas linhagens celulares, previamente determinadas. A utilizacéo
de células estaminais pode representar uma alternativa terapéutica para muitas doencas,
como diabetes, anomalias congenitas, injarias do tecido nervoso, Parkinson, Alzheimer e
outras alteracdes degenerativas, exposices pulpares, defeitos periodontais e perda do
o0rgdo dentario (Miura et al., 2003; Bishop, 2003).

As MSCs sdo células privilegiadas que podem escapar a vigilancia imunitaria por um
longo periodo de tempo (O’Donoghue, 2004). O seu fendtipo imunitério é descrito como

histocompatibilidade MHC | positiva e MHC Il negativa e ndo possuem as moléculas co-
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estimuladoras CD40, CD80, e CD86. Isto significa que, embora expressem baixos niveis
antigénios de MHC | (o que permite a ativacdo de células T), a auséncia de moléculas co-
estimulatorias impede o desenvolvimento de sinais secundarios, deixando assim as
celulas T anérgicas (Javazon E.H., 2004). De referir também que, a expressdo de baixos

niveis de MHC | é importante na sua auto-defesa uma vez que inativa as células NK.

As MSCs sao relativamente faceis de isolar e armazenar relativamente a outros tipos de
células humanas. Podem ser recolhidas em diversos locais do corpo humano, tais como:
tecido adiposo, figado, tend6es, membrana sinovial, fluido amniético, placenta, corddo
umbilical e dentes. Tem sido demonstrado que sdo extensivamente expandidas in vitro,
até 15 duplicacdes da populacgdo. Isto significa que uma Unica recolha oriunda da medula
Ossea pode originar até 50 duplicagbes populacionais num periodo de 10 semanas
(Prockop, 1997; Bianco e Robey, 2000; Nardi e Meirelles, 2006; Sethe et al., 2006).

As MSCs apresentam efeitos troficos através da producdo de varios fatores de
crescimento e citocinas. Por este motivo tém sido usadas em substituicdo de células,
reparacao, regeneracdo e imunomodulacdo em inumeras patologias. Muitas investigacGes
sobre a viabilidade do uso clinico de MSCs cresceram rapidamente a partir da década de
1990 (Caplan e Dennis, 2006).

As células estaminais com origem no tecido muscular (MDSCs) receberam muita atencao
recentemente. Apesar das MSCs poderem ser recolhidas através da medula dssea, o
processo de biopsia € mais doloroso e invasivo em comparacdo com a biopsia do
musculo-esquelético (que pode ser realizado usando uma agulha de pequeno calibre sob
anestesia local). Assim sendo, as MDSCs tém preferéncia sobre BM-MSCs em
determinadas aplicacdes clinicas, tais como a utilizacdo em doengas musculares
esqueléticas e incontinéncia urinaria. A mesma popularidade surge com as células
estaminais com origem no tecido adiposo (ASDCs). Tal como as MSCs de outras origens,
foi demonstrado que as ASDCs se podem diferenciar em varios tipos de células
(adipogénicas, condrogénicas, osteogénicas, miogénicas e células que adotem um
fenotipo pancreéatico) (Hass, Kasper e Jacobs, 2011; Timper et al., 2006). A lista de

potenciais aplicacdes clinicas que utilizem ADSCs é exaustiva e inclui a reparacdo de
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patologias relacionadas com o disco intervertebral, lesdo da medula espinal, acidente

vascular cerebral, diabetes mellitus e artrite (Zuk, 2010).

1.3. Efeitos Adversos das Células Estaminais

Apesar do potencial terapéutico das MSCs, estas células apresentam vérios efeitos
adversos, especialmente em relacdo ao seu envolvimento direto (via transformacéo
maligna das MSCs) e indireto (via efeito modulatério das MSCs) no desenvolvimento do

cancro.

1.3.1. Efeito Modulatério das MSCs (Figura 2)

Células Mesenquimais
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Figura 2: Quadro-resumo relativo ao efeito modulatério das
MSCs [Adaptado de Wong, 2008].

Apesar de alguns estudos efetuados apoiarem a teoria de que as MSCs podem suprimir o
crescimento do tumor, devido ao seu efeito anti-proliferativo (Tian et al., 2010), outros
demonstram que as MSCs podem contribuir para a protecdo tumoral — devido a inibicdo
da apoptose e farmaco-resisténcia das células cancerigenas que leva consequentemente a
progressdo do tumor e ocorréncia de metastases (Vianello, 2010). Ao longo do tempo, 0s
estudos tém cada vez mais suportado a ideia de contribuicdo para a prote¢do tumoral
(Wong, 2011).

Para além de prevenir a apoptose e consequentemente aumentar o crescimento tumoral,
as MSCs também estédo relacionadas com a promogdo de metéstases. Evidéncias recentes
sugerem que as MSCs tendem a migrar para tumores primarios e metastaticos locais

segregando quimiocinas que promovem o aparecimento de metastases (Lazennec, 2008).
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As caracteristicas previamente descritas, € de acrescentar ainda a resisténcia
farmacologica que as MSCs promovem junto das células cancerigenas e a sua capacidade
de suprimir o sistema imunitario (Shinagawa, 2010). Apesar das propriedades
imunossupressoras das MSCs serem vantajosas para pacientes com doengas
imunoldgicas, em pacientes com o sistema imunitario suprimido, o crescimento do tumor

¢ incentivado.

1.3.2. Transformacdo maligna das MSCs (Figura 3)

Células Mesenquimais
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Figura 3: Quadro-resumo relativo a transformagédo maligna
das MSCs [Adaptado de Wong, 2011].

Para além da contribuicdo indireta previamente descrita, as MSCs também contribuem
para uma transformacdo maligna de forma direta. Este papel pode ocorrer sob trés
condicdes: durante a expanséo in vitro das MSCs, durante a transformacgéo maligna como
resultado da interacdo das MSCs com o estroma tumoral e durante a manipulacdo genética
das MSCs, transformando-as em células cancerigenas (Wong, 2008). A fim de produzir
MSCs suficientes para uso clinico, a macica expansao in vitro € muitas vezes necessaria,

0 que torna estas células suscetiveis a transformacéo maligna.

O efeito “homing” promove a migracdo das MSCs em direcdo as células tumorais. Esta
migracdo ndo sé permite que as MSCs interajam com o estroma tumoral e promovam o
crescimento tumoral (previamente mencionado), como tambeém leva a transformacédo
maligna de MSCs no local do tumor (Shinagawa, 2010). A exposi¢cdo de MSCs ao
estroma tumoral pode levar a diferenciacao destas células em fibroblastos associados ao
cancro (CAF) ou fibroblastos associados a tumores (TAF) (Michra, 2008). Esta

10
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transformacéo de MSCs em CAF ou TAF contribui para a expansao da rede fibrovascular

e progressdo do tumor (Spaeth, 2009).

Relativamente a manipulacdo genética, estudos indicam que uma Unica mutacao seria
suficiente para provocar a transformacao das MSCs (Rodriguez, 2009) e que este tipo de
manipula¢Ges aumenta o potencial oncogénico destas células e promove a instabilidade

cromossomica a longo prazo (Liu, 2006).

1.4. Implicagdes Clinicas e Diretrizes Futuras.

Analisando o vasto nimero de ensaios clinicos, a literatura relativa as caracteristicas das
MSCs permite concluir que a sua utilizacdo no tratamento das patologias referidas é
viavel e vantajosa comparativamente com as alternativas tradicionais em muitos dos
casos. No entanto, acompanhamentos regulares devem ser assegurados de forma a
prevenir a incidéncia de cancro nos pacientes em que foram instituidos tratamentos com
recurso as MSCs (Wong, 2011).

No caso de pacientes com cancro, uma melhor anélise da situacdo deve ser efetuada,
sendo que o tratamento com recurso a MSCs sO deve ser realizado quando for
determinado que o beneficio na realizagdo do mesmo supera o risco. Se 0 paciente em
quest&o estiver sob tratamento com quimioterapia, as interacdes medicamentosas devem

ser avaliadas (Wong, 2011).

Relativamente a possibilidade de utilizacdo de células estaminais adultas com finalidade
terapéutica, esta e preferivel a utilizacdo de células embrionarias na medida em que: evita
problemas éticos (frequentes aquando o uso de células embrionarias), evita problemas de
rejeicdo imunoldgica (pois sdo isoladas do proprio paciente) e reduz o risco de formagao
de tumor (Hau, 2006).

Relativamente a estudos futuros, deve-se salientar a necessidade de:

e Esclarecimento sobre as vias de sinalizacdo ou proteinas reguladoras envolvidas na
modulacdo das MSCs durante o desenvolvimento tumoral.

e Desenvolvimento de rigorosas medidas de controlo e seguranca a aplicar em terapias

que recorram a utilizagdo de MSCs (de forma a prevenir a malignizacdo das mesmas).

11



Aplicacéo das Células Estaminais Dentarias na Medicina e na Medicina Dentaria

2. ENGENHARIA TECIDULAR

O termo Engenharia Tecidular foi proposto pela primeira vez em 1993 nos Estados
Unidos por Langer e Vacanti visando combater a escassez de dadores de Orgdos para
transplante. Descreveram o conceito como sendo o processo pelo qual os tecidos e 6rgdos
sdo regenerados por transplante de células (Langer e Vacanti, 1993). Esta area ndo se
desenvolveu tanto quanto esperado e, quase 20 anos depois, 0 conceito de Engenharia
Tecidular mantem-se bastante semelhante ao de 1993 (Masaki et al., 2010). Atualmente
é descrito como um campo multidisciplinar focado no desenvolvimento de materiais e
estratégias com vista a substituicdo de tecidos danificados. Esta substituicdo é realizada,
preferencialmente, através de materiais bioldgicos com recurso a utilizacdo de principios,

métodos e conhecimentos de quimica, fisica, engenharia e biologia (Vinicius, 2012).

Células Estaminais \1amz

Dentanias
E, entdo, possivel afirmar que o objetivo da Engenharia % «‘ v, /
Tecidular é a regeneracdo de tecidos atraves da Y ~a
utilizacdo combinada de biomateriais e mediadores 14

B “ -

bioldgicos, a fim de proporcionar novas ferramentas a\‘h
para medicina regenerativa (Aquino, 2009). A obtencao —'\:‘
de resultados positivos e a melhoria do progndstico a Suprimento Smgm%
longo prazo esté altamente dependente da combinacao -’ { o

=g

Figura 4: Interligacao dos

de células, matrizes e sinalizagdo celular (Figura 4).

componentes necessarios na
engenharia tecidular [Adaptado
de Vinicius et al., 2012].
Na Medicina Dentaria, 0 interesse dos investigadores e institutos por esta area aumentou
rapidamente (Shayesteh et al., 2008; Yamamiya et al., 2008). Ainda assim, em termos de
pratica clinica, a maioria dos procedimentos estdo limitados & substituicdo de tecidos
danificados por materiais sintéticos biocompativeis que podem ndo apresentar
semelhancgas nas caracteristicas quimicas, biologicas e comportamentais relativamente

aos tecidos do hospedeiro (Nor, 2006).
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2.1. Células

As células utilizadas na Engenharia Tecidular determinam o sucesso desta tecnologia na
medida em que condicionam o grau de amplificacdo celular. Se a amplificacdo nédo for
suficiente, ndo vamos obter o nimero de células necessario para implantacdo, pondo

assim em risco a seguranca do enxerto (Machado, Fernandes e Gomes, 2011).

A maioria das estratégias para a realizacdo de Engenharia Tecidular baseiam-se na
utilizacdo de células cuja origem é distinta do local de aplicacdo. Podemos considerar que
a disponibilidade de células estaminais impulsionou desenvolvimentos nesta area, devido
as suas caracteristicas de auto-regeneracéo e plasticidade - que as torna particularmente
adequadas para aplicacdes regenerativas (Bianco e Robey, 2001; Fodor, 2003). Para além
disso, a reducao do tempo de internamento hospitalar, a baixa morbidade e incidéncia de

reacGes imunoldgicas sdo ainda caracteristicas vantajosas a referir (Yamada et al., 2011).

Existe atualmente um grande nimero de relatérios experimentais e investigacoes clinicas
preliminares que fundamentam o uso potencial das células estaminais (Daley e Scadden,
2008). A prova mais convincente é o processo fisioldgico natural de regeneracdo autdloga
apos lesdo tecidual. Este processo tem sido estudado e sustenta a base da investigacao que
guia o desenvolvimento de novas abordagens regenerativas biomiméticas (Daley e
Scadden, 2008; Muschler, Nakamoto e Griffith, 2004). A integracdo completa das células
na matriz, o fornecimento de nutrientes e o contacto direto com o sangue e oxigénio sdo

pontos criticos para o sucesso da terapia celular (Ferrari et al., 2007).

2.2. Matriz

A matriz é uma estrutura temporaria utilizada na Engenharia Tecidular com o objetivo de
proporcionar um microambiente tridimensional onde as células possam proliferar,
diferenciar-se e gerar o tecido desejado (Xu, Weir e Simon, 2008). A escolha da matriz
ideal para a formacdo do tecido pretendido é uma tarefa dificil. Esta deve permitir a
ligacdo e a migracdo celular, a libertagdo localizada e sustentada de fatores de crescimento
e o fluxo de oxigénio para manter as elevadas exigéncias metabdlicas das células

envolvidas na regeneracéo do tecido.
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A matriz pode ser feita de ceramica (Leong, Jiang e Lu, 2006), polimeros naturais ou
sintéticos (Duailibi et al., 2004) e/ou compdsitos (Saito et al., 2010). A escolha do
material depende das carateristicas fisicas, tais como: comportamento reoldgico,
propriedades mecanicas, rugosidade da superficie e porosidade; e caracteristicas
quimicas, tais como: velocidade e produtos de degradagdo originados. As propriedades
fisicas da matriz devem atender as necessidades do ambiente de destino: apresentar
resisténcia mecanica adequada para suportar as tensdes in vivo e ser mecanicamente
compativeis com os tecidos envolventes (Xu, Weir e Simon, 2008; Miranda et al., 2008;
Russias, 2007; Wiesmann, 2009). As propriedades mecénicas apresentam impacto direto
na diferenciacdo, afetando o fenotipo celular devido a ocorréncia de transducédo mecanica
(Xu, Weir e Simon, 2008). Os suportes elasticos lineares sdo os preferidos quando se
pretende gerar 0sso e 0s modelos elésticos ndo lineares ou viscoelasticos sdo mais
adequados para os tecidos moles (Russias et al., 2007; Xu et al., 2001). A porosidade é
fundamental na medida em que a quantidade e a extensédo dos poros interferem com
inimeras propriedades mecanicas (nomeadamente com a permeabilidade) apresentando
impacto na disperséo celular, na difusdo de nutrientes e no crescimento do tecido
(Miranda et al., 2008; Weismann, 2009; Salerno, 2008). Estudos indicam que um maior
nimero e extensdo dos poros potenciam maior dispersdo celular mas reduzem a
resisténcia da matriz (Ripamonti e Reddi, 1992; Bobyn, 1980). Tem sido proposto que a
interconexao dos poros € mais importante para sustentar o crescimento do 0sso do que

propriamente o tamanho do poro (Freed,1994).

A reabsorcdo da matriz a longo prazo é fundamental para alcangar o sucesso (Wiesmann,
2009) e esta deve ocorrer a uma velocidade compativel com a formacao do novo tecido
(Sung, 2004). Os produtos de degradacdo ndo podem ser toxicos e devem ser de facil
limpeza ou reabsorvidos para minimizar o risco de resposta inflamatéria (Xu, 2001;
Gongalves, 2007). Durante a degradagdo da matriz, o pH local ndo deve ser
significativamente menor do que o pH fisioldgico, caso contrario, a morte celular e a

degradacéo da proteina podem ocorrer (Xu, 2001).

2.3. Sinalizagéo Celular
A sinalizacdo celular é parte constituinte de um complexo sistema de comunicagédo que

coordena as atividades celulares e organiza as suas interagdes.
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Inicia-se com a ligacao do recetor de membrana que
ativa a expressao do gene (A), segue-se a sintese de
RNA a partir da transcricdo da cadeia original de
DNA (B), a montagem do coddo de iniciagéo da
molécula de RNAm (C), a formacdo da cadeia de

polipeptideo (D) e completando-se assim a sintese

ECM

Figura 5: Esquema representativo da

proteica (E) (Figura 5).

organizacdo relativa a sinalizagéo celular
[Adaptado de Vinicius et al., 2012].

Muitas moléculas da matriz extracelular tém sido descritas na literatura como
participantes na sinalizacdo intercelular. Esta provado que a diferenciacdo das células é
mais significativa pela acdo conjunta de algumas destas moléculas do que pela acdo de
apenas uma. Entre estas moléculas de sinalizacdo, o TGFp-1 (fator de crescimento
transformante 1) e a BMP (proteina morfogenética do 0sso), parecem ser as que tém um
papel mais relevante na diferenciacdo odontobléstica (Magloire, 2001). H& ainda
evidéncias que o TGF-p-1 é libertado a partir da dentina apos ocorréncia de lesdo (lohara,
2004) e que as BMPs (mais especificamente a BMP-2) tém a capacidade de inducéo da
dentina (Yang, 2009). No entanto, € importante relembrar que as proteinas referidas

induzem a progressdo cancerigena pré-estabelecida (Reya e Clevers, 2005).

A compreensao detalhada dos eventos intracelulares que sdo induzidos pelas proteinas da

matriz extracelular € determinante para a Engenharia Tecidular.

2.4. Aplicagdes Futuras da Engenharia Tecidular em Medicina Dentéria

Recentes avangos na area da Engenharia Tecidular sugerem a tendéncia para mudancas
significativas na “tradicional” pratica clinica (Vinicius et al., 2012). Tendo por base todos
0S progressos nesta area, a Engenharia Tecidular deixou de ser apenas uma ciéncia
biomaterial para ser uma area multidisciplinar que integra conceitos de biologia, medicina
e varias areas da engenharia (Aquino et al., 2009). Desenvolvimentos futuros dependem
de uma melhor compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
regeneracdo dos tecidos periodontais, do potencial de diferenciacdo das células e da

interacdo entre as células estaminais, a matriz e os tecidos do hospedeiro (Vinicius, 2012).
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Reconstrugdes Osseas pés-trauma, cancro ou regeneracdo Ossea para colocagdo de
implantes dentarios sdo apenas algumas das indicacdes da Engenharia Tecidular para
aplicaces craniofaciais (Leong, Jiang e Lu, 2006). E possivel entdo concluir que a
Engenharia Tecidular constitui uma abordagem inovadora para a reconstrugdo 0ssea de
uma forma mais eficaz e menos traumatica. Técnicas recentes, tais como a micro-
encapsulacdo - baseada em membranas finas sintéticas que impedem a entrada de
anticorpos ou em biorreatores de fibra oca para perfusdo extracorporal de sangue -

precisam de ser aprofundadas, melhoradas e aplicadas clinicamente (Ferrari et al., 2007).

As mais recentes solugdes originarias da Engenharia Tecidular tém por base novos
biomateriais que integram células estaminais. Estas células podem ser obtidas de varios
locais (tal como foi referido no capitulo 1), entre os quais origem dentaria. Por exemplo,
as células da polpa dentaria podem ser diferenciadas in vitro e em seguida transplantadas
para 0 hospedeiro com recurso a matrizes especializadas, ndo desencadeando rejeicao
imunoldgica (d'Aquino et al., 2007; Graziano et al., 2008). A area da Dentistica procura,
presentemente, técnicas e materiais que permitam a regeneracdo biomimética do
complexo dentina-polpa. Uma possivel resposta a esta procura podera surgir da
Engenharia Tecidular. Estudos indicam que as DPSCs e as SHEDs podem ser induzidas
a diferenciacdo em odontoblastos (Sakai et al., 2010; Casagrande, 2010). Para além disso,
tem sido demonstrado que as células podem diferenciar-se numa vertente de
odontoblastos que gerem dentina tubular in vivo (Sakai et al., 2010; Huang et al., 2009).
Concomitantemente, concluiu-se que as DPSCs sdo capazes de produzir tecidos de
celulose/dentina semelhantes aos de um canal radicular humano esvaziado em que se
verifica a deposicdo de uma camada de tecido mineralizado nas paredes do canal (Huang
et al., 2009). Estes resultados suportam o conceito de que a regeneracdo do complexo
dentina-polpa com células estaminais € clinicamente vidvel. No entanto, esta encontra-se
dificultada em casos de pequenas cdmaras pulpares e canais radiculares com &pice
fechado (Vinicius et al., 2012).

O futuro da Engenharia Tecidular em Medicina Dentaria é emocionante. A curto prazo,
0s conhecimentos tedricos relativos aos materiais, genética, biologia celular e molecular,
novas alternativas de regeneracao de 0sso e tecidos moles, gestdo da doenca periodontal

e procedimentos restauradores para regenerar esmalte, dentina e polpa serdo aplicados
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clinicamente (Nor, 2006; Sakai et al., 2010). De salientar que procedimentos futuros
passam pelo uso crescente de transplantes autélogos, em que o material a transplantar é

obtido a partir do mesmo individuo a quem ira ser reimplantado (Aquino, 2009).

3. TECIDO DENTARIO - UMA NOVA FONTE DE CELULAS TOTIPOTENTES

As células estaminais pds-natais podem apresentar diversas origens, inclusive dentaria
(Gronthos et al., 2002). A primeira célula estaminal dentaria descrita na literatura foi
isolada da polpa dentéria e designou-se de celula estaminal da polpa dentéaria (DPSC)
(Gronthos et al., 2000). Posteriormente, mais trés grupos de populacGes estaminais
dentérias foram isolados e caracterizados: as células estaminais de dentes deciduos
(SHEDs) (Miura et al., 2003), células estaminais do ligamento periodontal (PDLSCs)
(Seo et al., 2004) e células estaminais da papila apical (SCAPs) (Sonoyama et al., 2006;
Sonoyama et al., 2008). Mais recentemente, identificou-se um quinto grupo populacional,
as células do foliculo dentario percursor (DFPCs) (Morsczeck et al., 2005).

Estudos publicados revelam que as DPSCs, SHEDs, DFPCs e PDLCs cumprem todos 0s
requisitos para ser consideradas células estaminais: aderem a plastico; expressam 0s
marcadores celulares CD73, CD90 e CD105; e tém a capacidade de se diferenciar em
osteoblastos, adipdcitos e condrocitos in vitro e in vivo. No caso das SCAPs, embora
tenham presentes os marcadores mesenquimais, a diferenciagdo condrogénica ainda ndo
foi demonstrada (Huang et al., 2009). As células estaminais de origem dentaria sdo
multipotentes, constituem fontes acessiveis para recolha e tém a capacidade de se
diferenciar em diferentes linhagens celulares (Yen e Sharpe, 2008; Rodriguez-Lozano et
al., 2011). As células estaminais dentarias podem ser enquadradas em dois grupos
diferentes no que diz respeito ao seu potencial de diferenciacdo. O primeiro grupo esta
associado com a polpa dentaria e é constituido pelas DPSCs, SHEDs e SCAPs. O segundo
grupo esta associado ao periodonto e é constituido pelas PDLCs (Morsczeck, Reichert e
Galler, 2008). E dificil agrupar estas células através dos seus marcadores de proteina de
superficie pois estes variam consoante o grupo celular. No entanto, algumas proteinas de
superficie, como Stro-1 e CD73, sdo expressas por todas as células. O conhecimento mais
profundo dos marcadores dos diferentes grupos celulares é determinante para o estudo da

sua diferenciacdo celular e plasticidade (Morsczeck, Reichert e Galler, 2008).
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Atualmente, a utilizacdo de células estaminais dentérias na pratica clinica é ainda
problematica. Um dos motivos € que, contrariamente as células da medula 6ssea que estao
disponiveis para recolha a qualquer momento, a disponibilidade destas células é restrita
a periodos temporais especificos (Morsczeck, Reichert e Galler, 2008). As DFPCs e as
SCAPs encontram-se disponiveis a partir da erupcéo do dente do siso (geralmente entre
0s 15 e os 28 anos de idade). Infelizmente, durante a adolescéncia, a necessidade de
tratamentos sofisticados que envolvam a utilizacdo de células estaminais dentarias € um
evento bastante raro. Instalacdes de armazenamento especiais para as células estaminais
podem constituir uma solucdo para este problema, tornando estas células disponiveis
sempre que necessario. As DPSCs e as PDLCs apresentam menor condicionamento
temporal na recolha uma vez que podem ser recolhidas através de dentes deciduos
esfoliados, de dentes do siso e de dentes extraidos durante o tratamento ortodéntico. No
entanto, a qualidade destas células no que refere a taxa de proliferacdo e potencial de
diferenciacdo é menor comparativamente com as DFPCs e as SCAPs (Sonoyama et al.,
2006; Morsczeck, Reichert e Galler, 2008).

Esta nova fonte de células estaminais pode ser benéfica para a terapia celular, para o
eventual desenvolvimento de técnicas regenerativas e cura para doencas degenerativas
(Rodriguez-Lozano et al., 2011).

3.1. Células Estaminais da Polpa Dentaria (DPSCs)

A presenca de células estaminais na polpa dentaria foi proposta pela primeira vez em
1990 por Fitzgerald et al. Esta equipa observou que apds a ocorréncia de lesdo/trauma em
que se verifigue a morte de odontoblastos maduros, surgem células semelhantes a
fibroblastos capazes de se diferenciar em odontoblastos (Fitzgerald et al., 1990). Apesar
destes desenvolvimentos precoces, apenas em 2000 foi possivel identificar e isolar

DPSCs oriundas da polpa dentaria de um individuo adulto (Gronthos et al., 2000).

As DPSCs sdo celulas de origem mesenquimal e caraterizam-se como sendo
clonogeénicas, multipotentes, com elevada capacidade proliferativa (até 25 passagens),
representam menos de 1% da populacéo total de células presentes na polpa dentaria e

prevé-se gque residam nas diferentes regides da mesma (Sloan e Waddington, 2009).
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No tecido dentario adulto, as células estaminais encontram-se geralmente inativas e
apenas se tornam ativas apos lesdo (Waddington et al., 2009). A sinalizacdo celular é
determinante na ativacéo, diferenciacéo e proliferacdo das DPSCs (He et al, 2009; Zhang
etal, 2008). A proliferacéo e diferenciagdo das DPSCs ocorre normalmente apds a infe¢do
da polpa dentéria. Estudos demonstraram que a inflamagdo da polpa dentéaria local,
interferiu com a diferenciacdo de odontoblastos e com a reparacdo de dentina. Estes
resultados sugerem que as DPSCs tém um papel significativo na inibi¢cdo da inflamacao
oral e dentéria (Chang et al., 2005).

Tentativas para isolar e caracterizar as linhas celulares da polpa dentaria relataram a
presenca de células STRO-1-positivo, com elevada eficiéncia de formacao de colonias.
Recentemente foi possivel isolar um conjunto de células estaminais a partir de polpa
dentaria com a capacidade de diferenciacdo para linhagens estromais, especialmente
osteoblastos (Laino et al., 2006; Laino et al., 2005). Estudos baseados no potencial
odontogenico e proliferativo das DPSCs relataram resultados diferentes apds a
implantacdo de coldnias de uma Unica célula de DPSC isolada a partir da polpa dentaria
de um individuo adulto, o que sugere que haja mais do que uma populacdo de células
estaminais na polpa dentaria (Gronthos et al., 2002; Téclés et al., 2005). Até agora, foram
identificadas pelo menos duas populag6es de células estaminais diferentes, uma originaria
da crista neural (o derivado de ectomesénquima) e outra de origem mesenquimal
(Waddington, Youde e Sloan, 2009). Estas células expressam marcadores tais como
CD13, CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD105, CD146 e STRO -1, mas ndo
expressam CD14, CD24, CD34, CD45, CD19 e HLA-DR (Lindroos et al., 2008; Huang
et al., 2009; Karaoz et al., 2010).

A plasticidade das DPSCs foi verificada in vitro e in vivo. Tém a capacidade de se
diferenciar em odontoblastos, osteoblastos, adipdcitos, células neurais, cardiomidcitos,
midcitos e condrécitos. Podem formar nddulos mineralizados com estrutura semelhante
a dentina in vitro e sdo osteoindutores de dentina reparadora sobre a superficie de dentina
humana in vivo. S&o ainda capazes de produzir células semelhantes as da dentina rodeadas
por tecido intersticial semelhante ao da polpa in vivo (Gronthos et al., 2000; Stevens et
al., 2008; Ye et al., 2005; About et al., 2000; Nosrat et al., 2001). Um estudo clinico

desenvolvido por d'Aquino et al. deu evidéncia clinica e radiografica de regeneragdo
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6ssea apos transplante de DPSCs numa zona onde ocorreu a exodontia prévia de terceiros

molares inferiores (d’ Aquino et al., 2009).

O protocolo de isolamento e caraterizagdo das DPSCs é semelhante ao utilizado para as
BM-MSCs e ocorre por digestdo enzimatica do tecido pulpar depois de se separar a coroa
das raizes (Gronthos et al., 2000). DPSCs isoladas apés digestdo enzimatica do tecido
pulpar organizam-se segundo unidades formadoras de colénias humanas (CFUs) que
apresentam diferentes densidades, tamanhos e morfologia. Isto sugere que cada célula
pode ter um potencial de proliferacdo/diferenciacdo distinto, o que também ¢é relatado
para as BMMSCs (Gronthos et al., 2000; Huang et al., 2006). Além disso, ndo se verifica
uniformidade na presenca de marcadores celulares no mesmo grupo celular, o que
comprova que esta populacdo é heterogénea (Gronthos et al., 2000; Huang et al., 2006).
O isolamento de diferentes populac@es de células estaminais na polpa dentaria apresenta-
se ainda nos estagios iniciais. A dificuldade reside na falta de marcadores especificos da
superficie celular (Petrovic e Stefanovic, 2009). Estudos concluiram que as DPSCs
podem ser criopreservadas, conservando a sua capacidade de diferenciacdo

multipotencial (Pappacio et al., 2006).

As DPSCs apresentacdo maior capacidade de producdo de CFUs do que as BMMSCs e
demonstram maior capacidade de sobrevivéncia durante um periodo de tempo mais
longo, sendo replicadas com uma elevada taxa de proliferacdo sem sinais de senescéncia
(Gronthos et al., 2000). O seu potencial de diferenciacdo parece ser diferente do
apresentado pelas BMMSCs, dada a sua maior tendéncia para se diferenciarem em
linhagens odontogénicas/osteogénicas (Huang, Gronthos e Shi, 2009). As DPSCs,
quando expostas as condicOes ideais, apresentam melhor capacidade imunorreguladora
(por inibicdo das células T) que as BMMSCs. No entanto, as DPSCs podem nao provocar
respostas imunitarias humorais, sendo assim imunoprivilegiadas (Caplan e Bruder, 2001;

Pierdomenico et al., 2005).

Futuras investigacGes relativas as DPSCs devem ser focadas na procura dos biomateriais
gue maximizem a migracdo dessas células para o local da lesdo (Rodriguez- Lozano et
al., 2001).
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3.2. Células Estaminais de Dentes Deciduos (SHEDs)

As SHEDs sdo células estaminais isoladas a partir da polpa dentaria de dentes deciduos e
encontram-se nos restos de celulose destes dentes (Mira et al., 2003). Miura et al. em
2003 relataram pela primeira vez o potencial de obtencdo de células estaminais a partir
de dentes deciduos humanos (Miura et al., 2003). O local da sua recolha apresenta uma
grande vantagem, uma vez que sdo dos poucos tecidos humanos pos-natais descartaveis.
Como os dentes primarios sdo uma fonte viavel de celulas estaminais pds-natal, o
interesse para a diferenciacdo destas células aumentou (Sakai et al., 2010; Sakai et al.,
2009; Casagrande et al., 2010).

Tal como as DPSCs, as SHEDs sdo uma populacédo heterogénea de células multipotentes
e tém propriedades imunossupressoras (Miura et al., 2003). A sua morfologia €
semelhante a das DPSCs, SCAPs e DPSCs e, também expressam as moléculas da
superficie celular STRO-1 e CD146. A presenca destas moléculas junto aos vasos
sanguineos da polpa significa que sdo provavelmente originarias de um microambiente
perivascular. Para além dos anteriores, expressam ainda Octl4, CD13, CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105, CD146 e CD166, mas ndo expressam CD14, CD34, ou CD45
(Vinicius et al., 2012). Estas células SHED tém a capacidade de se diferenciar em
odontoblastos, células neuronais (como as células gliais), adipdcitos, condrdcitos,
midcitos e sdo capazes de induzir a diferenciacdo em células formadoras de 0sso (Seo et
al., 2004; Koyama et al., 2009).

As SHEDs representam uma populacéo de células estaminais multipotentes mais imaturas
do que as DPSCs e a sua capacidade para ultrapassar as fronteiras entre diferentes
linhagens celulares expande o potencial uso para terapias que envolvam um grande
numero de tecidos (Sakai et al., 2010; Sakai et al., 2009; Casagrande et al., 2010). Embora
tanto as DPSCs como as SHEDs tenham origem na polpa dentaria, apresentam diferencas
relativamente a diferenciacdo odontogénica e inducdo osteogénica. Por exemplo, 0s
niveis de atividade de fosfatase alcalina e de osteocalcina durante a diferenciacdo
osteogénica sdo mais elevados nas SHEDs do que nas DPSCs (Koyama et al., 2009), o
que significa que as SHEDs apresentam uma capacidade osteoindutora que nao se observa
nas DPSCs (Miura et al., 2003). Quanto a capacidade de regenerar um complexo dentina-

polpa, esta é semelhante nos dois tipos celulares (Gronthos et al., 2000; Miura et al.,
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2003). Para além disso, as SHEDs apresentam maior taxa de proliferacdo e duplicacéo
populacional celular comparativamente com as DPSCs e com as BM-MSCs (Seo et al.,
2004).

3.3. Células Estaminais do Ligamento Periodontal (PDLSCs)

O ligamento periodontal é um tecido conjuntivo especializado, derivado do foliculo
dentario e originado a partir de células da crista neural. Este componente liga o cemento
ao 0sso alveolar e tem a funcéo de envolver o dente no alvéolo (Coura et al., 2008; Mao
etal., 2006). Um estudo de 2002 identificou a presenca de células estaminais no ligamento
periodontal humano (Gronthos et al., 2002) e, em 2004, Seo e colaboradores sugeriram
que estas células estaminais sdo multipotentes pos-natais e que podem ser isoladas
utilizando culturas de explantes ou digestdo enzimatica, e expandidas in vitro (Seo et al.,
2004). Estas células estdo presentes tanto em dentes saudaveis como em dentes com
periodontite (Chen et al., 2006).

As PDLSCs apresentam capacidade de diferenciacdo em adipdcitos, odontoblastos,
condracitos, osteoblastos, cementoblastos, miotibulos, células neuronais NFM-positivos,
astrocitos GFAP-positivos e oligodendrocitos CNPase-positivos (Seo et al., 2004; Shi et
al., 2002; Techawattanawisal et al., 2007). Além disso, também formam fibras de
colagénio semelhantes as fibras de Sharpey (Seo et al., 2004; Huang et al., 2008). As
PDLSCs desempenham ainda um papel na reparacao do tecido periodontal (Rodriguez-

Lozano et al., 2011) e na regeneracao 6ssea (Seo et al., 2004).

As PDLSCs apresentam caracteristicas semelhantes as DPSCs e as BMMSCs. Todas
estas células sdo positivas para os marcadores CD44, CD90, CD105 e CD166; mas
negativas para CD40, CD80, e CD86 (Wada et al., 2009). As PDLSCs e as DPSCs
expressam HLA-ABC (antigénio do MHC de classe I) semelhante as BMDSCs, enquanto
a HLA-DR (antigénio de MHC de classe Il) ndo foi detetada nestas populac6es de células
(Wada et al., 2009). Tanto as PDLSCs como as DPCSs possuem propriedades
imunossupressoras. As PDLSCs apresentam altos niveis de telomerase, uma molécula-
chave na mediacdo da proliferacdo de células, o que promove um maior ritmo de
proliferacdo celular comparativamente com as BMMSCs (Shi et al., 2002; Gay, Chen e
MacDougall, 2007).
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A possibilidade de obtencgdo e criopreservagdo destas células demonstra que a criacdo de
bancos de tecidos para aplicacdes futuras é uma alternativa viavel e a considerar (Seo,

Miura e Sonoyama, 2005).

3.4. Células Estaminais da Papila Apical (SCAPS)

As SCAPs apresentam-se como uma categoria de células estaminais derivadas das DPSCs
e encontram-se na papila apical de dentes permanentes humanos imaturos (Sonoyama et
al., 2006; Sonoyama et al., 2008). A distin¢do entre a polpa dentaria e a papila apical é
que a papila apical representa um precursor para o tecido pulpar (Rodriguez-Lozano et
al., 2011). A papila dentéria é um tecido embrionario que se mantém apds o nascimento
para auxiliar a maturacéo e formacao da coroa dentaria, dai que as SCAPS apenas possam

ser isoladas durante um periodo de tempo restrito (Morsczeck, Reichert e Gallet, 2008).

Nos dentes em desenvolvimento, a formacédo de raizes comeca com a proliferacéo apical
de células epiteliais que influenciam a diferenciacdo de odontoblastos (a partir de
mesénquima indiferenciado) e cementoblastos (a partir do foliculo mesenquimal). Sabe-
se que a papila dentaria, para além de contribuir para a formacao do dente, se converte
eventualmente em tecido pulpar (D’Souza, 2002; Linde e Goldberg, 1993; Ruch, Lesot e
Begue-Kirn, 1995). A medida que a raiz se continua a desenvolver apds a fase de sino, a
papila dentéria tende a localizar-se apicalmente ao tecido pulpar. A descoberta das SCAPs
explica a apexogenesis, que ocorre em dentes permanentes imaturos infetados com
periodontite perirradicular ou abcesso (Chueh e Huang, 2006). Isto ocorre pois, apos a
realizacdo de tratamento endodontico, as células estaminais residentes na papila apical
que sobreviveram & infecdo ddo origem a odontoblastos priméarios para completar a

formacao de raizes (Sonoyama et al., 2008; Huang et al., 2008).

As SCAPs apresentam maior taxa de proliferacdo que as DPSCs, apresentam niveis de
osteo/dentinogénese semelhantes aos das DPSCs e realizam adipogénese (Sonoyama et
al., 2008). Exibem heterogeneidade quanto aos seus marcadores celulares, apresentando
co-expressao de STRO-1 com uma variedade de marcadores osteo/dentinogénicos. Além
disso, manifestam varios marcadores neurais, 0 que leva a crer que sdo derivadas de
células da crista neural, ou, pelo menos, associadas com as células da crista neural

(Sonoyama et al., 2008; Huang et al., 2008). As SCAPs apresentam maior capacidade de
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regeneracdo da dentina do que as DPSCs. Pensa-se que as SCAPs possam ser
responsaveis pela formacdo da dentina da raiz, enquanto as DPSCs sdo a fonte de
odontoblastos de substituicdo (responsaveis pela producdo de dentina reparadora)
(Huang, Grothos e Shi, 2009; Huang et al., 2008).

Estas células expressam marcadores mesenquimais como o CD13, CD24, CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105, CD106 e CD146 e ndo expressam CD18, CD34, CD45 ou CD150.
Apresentam capacidade de diferenciacdo em células osteogenicas, odontogénicas,
adipogénicas e neurogénicas (Sonoyama et al., 2008; Abe, Yamaguchi e Amagasa, 2007;
Kikuchi et al., 2004). Quanto ao potencial de diferenciacdo miogénica e condrogénica,
este ndo foi determinado. Estudos relatam a capacidade de diferenciacdo das SCAPs num
complexo dentino-pulpar desde que se verifique um substrato de suporte adequado
(Sonoyama et al., 2008; Huang et al., 2008).

3.5. Células Estaminais do Foliculo Dentario Progenitor (DFPCs)

As DFPCs localizam-se ao nivel do foliculo dentario, um tecido mesenquimal que
envolve o germe do dente em desenvolvimento (Morsczeck et al., 2005; Morsczeck et al.,
2009). O foliculo dentario desempenha um papel crucial no desenvolvimento dos dentes
e contém precursores do periodonto. As DFPCs encontram-se separadas da dentina em
desenvolvimento pelas camadas de células epiteliais (Bainha de Hertwig) durante a
primeira fase do desenvolvimento periodontal (McNeil e Thomas, 1993; Spouge, 1980).
Estas células tém sido isoladas a partir dos foliculos dentarios humanos de terceiros
molares retidos, utilizando culturas de explantes ou digestdo enzimatica (Morsczeck et
al., 2009).

Semelhantes a outras células estaminais dentéarias, estas formam pequenas quantidades de
coldnias clonogénicas aderentes quando originarias da digestdo enzimatica e podem ser
mantidas em cultura durante pelo menos 15 passagens (Morsczeck et al., 2005). As
DFPCs expressam os marcadores das células estaminais, incluindo o STRO-1, nestina,
Notch-1, colagénio tipo I, Runx-2 e osteocalcina (Moszeck et al., 2005; Moszeck et al.,
2006; Moszeck et al.,2005). Apresentam ainda outros marcadores como o CD10, CD13,
CD29, CD44, CD53, CD59, CD73, CD90 e CD105, e ndo expressam CD34, CD45 ou
HLA-DR (Lindroos et al., 2008; Huang et al., 2009; Yagyuu et al., 2010). As DFPCs
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humanas tém a capacidade de se diferenciar em osteoblastos, fibroblastos, condrdcitos,
cementoblastos, adipocitos, e células neuronais (Morsczeck et al., 2005; Morsczeck et al.,
2009; Morsczeck et al., 2008; Yao et al., 2008). Estudos verificaram uma elevada
heterogeneidade na diferenciacdo populacional, o que pode refletir as diversas vias de

desenvolvimento individuais na formagéo do tegumento dentario (Luan et al., 2006).

Resultados de estudos in vitro sugerem que DPSC tém potencial de formacéo de tecido
duro maior do que DFPSCs. Isto pode ser explicado pela fase de desenvolvimento dos
germes dentarios a partir dos quais estas células sdo derivadas. Na fase de formacgéo de
coroa, a mineralizacdo (dentinogénese) pode ser detetada em certas zonas da papila
dentaria, mas nao no foliculo dental (cementogénese) (Yagyuu et al., 2010). Estas células
sdo capazes de recriar um novo ligamento periodontal apds o implante in vivo (Yokoi et
al., 2007).

Tabela 1: Tabela-Resumo dos Marcadores Celulares das células estaminais dentarias [Adaptado de

Rodriguez-Lozano et al., 2011].

BMMSCs= | DPSCs SHEDs= SCAPs DFPC= PLSCs=
Marcadores CD10 CD10
Presentes CD13 CD13 CD13 CD13 CD13 CD13
CD24
CD29 CD29 CD29 CD29 CD29
CDd4 CDd4 CDd4 CD44 CD44 CD44
CD33
CD39 CD39 CD39
CDy73 CDy73 CDy73 CD73 CD73 CD73
CDa0 CDa0 CDa0 CDa0 CDa0 CDa0
CD105 CD105 CD105 CD105 CD105 CD105
CD108 CD10s
CD148 CD148 CD148
CD168
HLA-A
HILA-B
HL A C
Marcadores CD14 CD14 CD14 CD14
Ausentes CD1E
CD19
CD24
CD34 CD34 CD34 CD34 CD34 CD34
CD45 CD4s CD45 CD43s CD43s CD43s
CD1350
HLA DF. | HLA-DE HIL A DE | HLA-DE
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Tabela 2: Tabela-Resumo do Potencial de Diferenciagdo das Células Estaminais Dentarias [Adaptado de
Mohamed et al., 2011].

DPSCs SHEDs PDLSCs DFPCs SCAPs
Adipogénica + + + + +
Condrogénica + + + + Néo

Determinado

Miogénica + + Né&o + Néo
Determinado Determinado
Neurogénica + + + + +
Odontogénica + + + + +
Osteogénica + + + + +

4. CAPACIDADE ODONTOGENICA COMPARATIVA ENTRE AS CELULAS
ESTAMINAIS DA MEDULA OSSEA E DA POLPA DENTARIA.

Desde a altura em que foram descobertas, as células estaminais sempre despoletaram
interesse para a realizacdo de terapias celulares. Promovidos estudos neste sentido, surgiu
0 conhecimento de uma variedade significativa destas células, encontrando-se as células
estaminais mesenquimais derivadas da medula 6ssea nos primérdios destas descobertas
(Morsczeck et al., 2008).

As BMMSCs encontram-se em estreita vizinhanca com as células estaminais
hematopoiéticas e foram inicialmente designadas "células estromais da medula 6ssea”
(Friedenstein e Kuralesova, 1971). A sua capacidade para formar col6nias clonogénicas
é semelhante a das células estaminais hematopoiéticas, e define a sua capacidade para
sofrer auto-renovacdo. No entanto, as BMMSCs estdo limitadas a um potencial de
crescimento de aproximadamente 30 a 50 duplicacGes da populacdo (Bruder et al., 1997;
Bianco et al., 2001). Podem ser isoladas a partir de suspensdes originadas da aspiracédo da
medula dssea (Pittenger et al., 1999) e apresentam capacidade de migracdo (Huttmann,
Li e Duhrsen, 2003; Mezey et al., 2003). Morfologicamente sdo uma populagdo que
apresenta uma heterogeneidade consideravel em termos de tamanho, morfologia,
histoquimica, proliferacdo, maturidade celular e potencial de desenvolvimento
(Friedenstein et al., 1987; Kuznetsov et al., 1997; Owen e Friedenstein, 1988; Gronthos
et al., 1999; Stewart et al., 1999). Sdo capazes de se diferenciar em osteoblastos,

condrécitos ou células da retina, o que significa que apresentam uma capacidade de
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diferenciacdo em células de pelo menos duas camadas germinativas diferentes (Mezey et
al., 2000; Pittenger et al., 1999; Tomita et al., 2006; Woodburry et al., 2000). Alguns
estudos tém relatado a possibilidade de diferenciagdo miogénica (Ferrari et al., 1998;
Orlic et al., 2001; Barbash et al., 2003; Gojo et al., 2003).

Devido a certas lacunas na obtencdo das BMMSCs (incluindo dor, morbidade e baixo
numero de células em cada colheita), fontes alternativas de células estaminais tém sido
procuradas (Huang, Gronthos e Shi, 2009). Nos ultimos tempos, terapias com células
dentérias tém sido discutidas através da combinagao de células estaminais mesenquimais
ndo-dentarias e células estaminais dentarias (Maria et al., 2007; Murra, Garcia-Godoy e
Hargreaves, 2007; Ohazama et al., 2004; Sloan e Smith, 2007). No seguimento da
realizacdo de inimeros estudos neste ambito, concluiu-se que as BMMSCs podem ser
reprogramadas de modo a constituirem uma possibilidade valida para o desenvolvimento
de engenharia tecidular dentaria (Hu et al., 2006). Estes dados sdo promissores, mas a
utilizacdo de células estaminais dentarias - como as DPSCs - parece mais viavel uma vez
que estas células se encontram intimamente relacionadas com os tecidos dentarios

maduros (Morsczeck et al., 2008).

As DPSCs e BMMSCs, devido a sua capacidade de diferenciacdo em multiplas linhagens
celulares mesenquimais, sdo 6timas candidatas para realizacdo de engenharia tecidular
com o objetivo de reconstrucdo de todo o elemento dentario e de tecido 0sseo
respetivamente (Gronthos et al., 2000, 2002, 2006; Bianco et al., 2001; Batouli et al.,
2003; Yeon Lim et al., 2006). Estudos previamente realizados demonstraram que a
dentinogénese e a osteogénese mediada pelas DPSCs e BMMSCs ocorrem através de
mecanismos distintos, promovendo a organizacdo diferenciada dos diferentes elementos
dentarios e osso (Batouli et al., 2003). Estudos parecem demonstrar que tanto as DPSCs
como as BMMSCs podem ser utilizadas para gerar estruturas dentarias sob condicdes
adequadas (Gronthos et al., 2000, 2002; Batouli et al., 2003; lohara et al., 2004; Ohazama
et al., 2004; Hu et al., 2006; Yu et al, 2006). O conhecimento é limitado na medida em
que pouco se sabe sobre as diferencas existentes na odontogénese quando mediadas pelos
diferentes grupos celulares, ainda que as DPSCs parecam ser mais competentes que as
BMMSCs nesta funcdo (Yu et al., 2007).
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4.1. Comparacao do Imunofendtipo relativo as DPSCs e BMMSCs
Para identificar possiveis diferencas entre as DPSCs e as BMMSCs, os seus fenotipos

celulares foram determinados com recurso a técnicas de imunocitoquimica.

Tabela 3: Tabela-Resumo do Imunofenétipo das DPSCs e BMSSCs [Adaptado de Yu et al., 2007].

Anticorpo DPSCs BMMSCs
ALP + +
bFGF + +

Col Il + +
Fator VIII + +
STRO-1 + +
Vimentina + +
CD-14 - -
CD-45 - -
CK - -
Col 1l - -
DMP-1 - -
DSPP - -
EMA - -
GFAP + -
HNK-1 + -
P75 + -
S-100 + -
Nestina + -
BSP - +
Col1 - +
ocC - +
OPN - +
a-SMA - +

Ambas as populacdes apresentam as proteinas ALP (marcador de osteoblastos), bFGF
(marcador de fibroblastos), Col Il (marcador de fibroblastos), fator VIII (marcador de
celulas endoteliais), STRO-1 (marcador das células mesenquimais), vimentina (marcador
de células mesenquimais), CD-14 (marcador de macrofagos/mondcitos), CD-45
(marcador de leucdcitos), CK (marcador celular epitelial), Col 1l (marcador de
condracitos), DMP-1 (marcador de odontoblastos), DSPP (marcador de odontoblastos) e
EMA (marcador de células epiteliais) (Yu, et al., 2007).
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A expresséo proteica foi positiva para as DPSCs e negativa para as BMMSCs no que diz
respeito aos marcadores de células estaminais derivadas da crista neural tais como GFAP
(proteina glial), HNK-1 (antigénio humano “natural killer”), baixa afinidade com o
recetor do neurénio responsavel pelo fator de crescimento (P75), S-100 e nestina.
Contrariamente, a expressao foi positiva para as BMMSCs e negativa para as DPSCs nas:
BSP (sialoproteina 6ssea, marcador de osteoblastos), Col | (marcador de osteoblastos),
OC (osteocalcina, marcador de osteoblastos), OPN (osteopontina, marcador de
osteoblastos) e a-SMA (actina de musculo liso-a, marcador celular do musculo liso) (Yu,
et al., 2007).

Podemos concluir que, face as carateristicas anteriormente apresentadas, as DPSCs e
BMMSCs constituem dois tipos de células de diferentes origens embora ambas as
populacOes expressem alguns marcadores semelhantes aos do mesénquima (Yu, et al.,
2007).

4.2. Diferenciacdo Odontogénica Comparativa das DPSCs e BMMSCs

Embora que fisiologicamente semelhantes, as DPSCs e as BMMSCs sao originarias de
duas populacBes de células estaminais mesenquimais diferentes, o que faz com que
apresentem variagdes quanto a sua diferenciacdo odontogénica (Gronthos et al., 2000; Shi
etal., 2001).

A avaliacdo da atividade de proliferagdo comparativa das DPSCs e BMMSCs é feita
através da andlise da razéo de células em fase S+G2M do ciclo celular. Esta analise
demonstrou que a atividade proliferativa é significativamente diferente entre as duas
populacOes celulares. Estudos demonstram que, quando transplantadas, a velocidade de
mineralizacdo das DPSCs excede a das BMMSCs (Krebsbach e Robey, 2002).

Ao combinar DPSCs com ABC verifica-se a inducdo da amelogénese e dentinogénese
tipicas, o que sugere que as DPSCs preservam a sua informacao morfogenética ao longo
do tempo (herdada a partir de células da papila dentéria). Contrariamente, ao combinar
BMSSCs com ABC verifica-se que este conjunto ndo é capaz de realizar amelogénese,

ainda que realize uma dentinogénese atipica (Yu et al., 2007).
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O potencial condrogénico e adipogénico das DPSCs parece fragil comparativamente com
0 das BMMSCs (Zhang et al., 2006; Sonoyama et al., 2008). Por outro lado, o potencial
neurogénico € mais potente nas DPSCs do que nas BMMSCs, o que pode ser justificado
pela origem das DPSCs na crista neural (Huang, Gronthos e Shi, 2009).

Estes dados permitem concluir que as DPSCs apresentam maior competéncia
odontogeénica, sendo desta forma, o substituto ideal na realizacdo de engenharia tecidular
dentaria. Para que esta morfogénese dentaria seja 0 mais adequada possivel deve ser

mediada com recurso a combinagdo com ABC (Yu et al., 2007).

5. COMPARACAO DA VIABILIDADE DE UTILIZACAO ENTRE CELULAS
ESTAMINAIS PROVENIENTES DE DENTES DECIDUOS E PERMANENTES

As pesquisas sobre a possibilidade de utilizagdo de células estaminais com finalidade
terapéutica tém-se mostrado promissoras, porém encontram-se limitadas por barreiras
legais e éticas, uma vez que pressupdem a utilizagdo de embrides humanos. Dessa forma,
alternativas que utilizem células-tronco de tecidos adultos tém sido procuradas (Hau et
al., 2006). Entre estas alternativas destacam-se as células estaminais provenientes de
tecidos dentarios, sendo os principais alvos de recolha os dentes deciduos, os dentes
permanentes (nomeadamente o terceiro molar) e 0s dentes supranumerarios (Karaoz et
al., 2009).

A aplicacdo clinica das células estaminais dentérias surge do conhecimento de que o
tecido da polpa dentaria é derivado de células da crista neural que migram durante o
desenvolvimento embrionario (Chai et al., 2000) e da existéncia de varias populacdes de
células estaminais ou progenitoras multipotentes constituintes — DPSCs, SHEDs,
PDLSCs, DFPCs e SCAPs (Miura et al., 2003; Nosrat et al., 2001; Gronthos et al., 2002).
O mesmo nédo acontece com as BMMSCs cuja origem remete para a mesoderme, ainda
que sejam frequentemente utilizadas no tratamento de doencas neurodegenerativas
(Wang et al., 2009).

Diferentes fontes de recolha de células estaminais produzem diferentes citoquinas e

fatores de crescimento, pelo que podem ser mais adequados para aplicacbes clinicas
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especificas. Da mesma forma, a hipotese de que a expressdo genética varia entre 0s
diversos grupos celulares, determina o potencial de desenvolvimento e diferenciacdo

destas celulas (Govindasamy et al., 2010).

O primeiro relato relativo a recolha de células estaminais dentérias surge com o estudo
de células isoladas a partir da polpa dentaria de terceiros molares, no qual se concluiu que
estas apresentam a capacidade de formar estruturas semelhantes as dentino-pulpares in
vivo e in vitro (Gronthos et al., 2000). Posteriormente, determinou-se a possibilidade de
originar células ectomesenquimais a partir de células estaminais recolhidas de dentes
deciduos exfoliados (Miura et al., 2003). Atualmente, sabemos que independentemente
das células estaminais serem recolhidas de dentes deciduos ou permanentes, estas
apresentam capacidade de diferenciacdo em diferentes tipos celulares, nomeadamente
odontoblastos, osteoblastos, adipécitos, células nervosas, células do musculo esquelético
e/ou liso, células endoteliais e células cartilagineas (Arthur et al., 2008; d’ Aquino et al.,
2007; Gandia et al., 2008; Gronthos et al., 2000; Huang et al., 2008; lohara et al., 2004;
Jo et al., 2007; Kerkis et al., 2006; Laino et al., 2005; Miura et al., 2003; Nosrat et al.,
2001; Otaki et al., 2007; Papaccio et al., 2006; Yu et al., 2007; Zhang et al., 2006). Estudos
indicam que, no que diz respeito a diferenciacdo osteogénica, adipogénica e neuronal, as
SHEDs apresentam melhor capacidade de diferenciacdo do que DPSCs (Wang et al.,
2009; Chai et al., 2000). Por outro lado, as DPSCs foram consideradas mais apropriadas
para a regeneracao do tecido odontologico e doencas neurodegenerativas (Batouli et al.,
2003; Sasaki et al., 2008). De salientar ainda que, enquanto as SHEDs mantém a sua
plasticidade durante o processo de diferenciacdo celular, 0 mesmo nédo se verifica nas
DPSCs (Govindasamy et al., 2010).

Como referido em capitulos anteriores, a polpa dos dentes deciduos e permanentes
contém uma populacdo de células estaminais pluripotentes. Ainda assim, as SHEDs
apresentam uma quantidade muito superior de marcadores pluripotentes em comparacgao
com as DPSCs (Nekanti et al., 2010; Govindasami et al., 2010). Podemos entdo assumir
que as SHEDs sdo semelhantes em muitos aspetos as células do corddo umbilical,
representando uma populacdo mais primitiva de células estaminais (Hau et al., 2006). A
sobre-expressdo de fatores de transcricdo como POUS5SF1 (também conhecidos como

OCT3/4), SOX2, NANOG e LIN28 - responsaveis pela manutencédo da pluri-poténcia em
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embriGes precoces e células estaminais embrionarias — vem corroborar o facto

previamente apresentado (Niwa, 2007; Pesce, Anastassiadis e Scholer, 1999).

Com base na literatura corrente, pode-se concluir que as células estaminais de origem
dentéria constituem uma alternativa viavel para a regeneracao tecidual (Hau et al., 2006).
Tanto as DPSCs como as SHEDs sdo vantajosas comparativamente as BMMSCs no que
refere a facilidade de isolamento, recolha ndo invasiva e questdes éticas limitadas
(Nakamura et al., 2009). Pela facilidade de obtencéo, as SHEDs destacam-se ainda mais
(uma vez que sdo oriundas de dentes deciduos rotineiramente extraidos na infancia e
geralmente descartados como lixo hospitalar), constituindo uma fonte ideal para reparar
estruturas dentarias comprometidas, induzir regeneracdo 0ssea e possivelmente, tratar

danos no tecido nervoso ou doencas degenerativas (Hau et al., 2006).

A taxa de proliferacdo de células provenientes de dentes deciduos ou permanentes é
variavel. O estudo de Gronthos et al. sugere uma hierarquia de células progenitoras na
polpa dentéria adulta, que inclui uma populacdo menor de células estaminais auto-
renovadoras (altamente proliferativas e multi-potentes) dentro de um compartimento
maior de células progenitoras mais comprometidas (Gronthos et al., 2002). O conceito de
uma hierarquia na diferenciacdo celular foi previamente descrito para outras populacoes
de células estaminais, como as da medula éssea (Kusnetsov, 1997). Miura et al., em 2003,
vieram comprovar que células isoladas de um remanescente pulpar de dentes deciduos
esfoliados apresentam maior ndmero de divisdes celulares, formacdo de coldnias,
capacidade de osteoinducéo in vivo e ndo formagéo de tecido semelhante ao complexo
dentina-polpa. Face a estes resultados, 0s autores sugerem que as células-tronco de dentes
deciduos representam uma populacgdo de células multipotentes que seriam mais imaturas
do que as populacbes de células estaminais mesenquimais pds-natais previamente
examinadas (Miura et al., 2003). As SHEDs apresentam maior taxa de proliferacdo que
as DPSCs e BMMSCs (Miura et al., 2003). Tal facto pode ser comprovado pela elevada
expressdo de TGF-B2 e TGF-B3 nas SHEDs, sendo que o conjunto das TGF-Bs apresenta
um papel crucial na regulacdo da proliferacdo, formacdo da matriz extracelular,

diferenciacéo, migracéo e apoptose celular (Lee et al., 2006; Chan et al., 2005).
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Podemos entdo concluir que as células estaminais de dentes deciduos representam uma
populacdo de células estaminais pds-natais capazes de proliferacdo extensiva e
diferenciagdo multipotencial. Portanto, os autores sugerem que os dentes deciduos
esfoliados, pela facilidade de obtencao, podem ser uma fonte ideal de células-tronco para
reparar estruturas dentarias comprometidas, induzir regeneracdo 0ssea e possivelmente,

tratar alteracdes do tecido nervoso ou doengas neurodegenerativas (Miura et al., 2003).

Tabela 4: Tabela-Resumo do Fendtipo, Capacidade Formadora de Colénias, Contetido de DNA e Potencial de

Diferenciagdo entre as SHEDs e as DPSCs [Adaptado de Govindasamy et al., 2010].

Parametros SHEDs DPSCs
CD34 0 0
CD44 94.21+29 95.83+1.8
CD45 0 0
CD73 99.88+3.1 99.45+ 4.1
CD90 93.71+0.9 99.49+0.8
CD166 98.11+0.8 79.85+6.8
HLA-DR 0 0
Coldbnias Formadas 151.67 + 10.5 133+ 17.62
% Células na fase G1/GO0 87.6£1.48 89.6 £1.18
% Células na fase S/G2 12.4+1.48 10.4+1.18
Diferenciacdo Adipogénica 58+ 8 45+ 6
Diferenciacdo Osteogénica 59+5 64+8

6. ISOLAMENTO E CONSERVACAO DAS CELULAS ESTAMINAIS
DENTARIAS

A regeneracdo de tecido dentario, apesar de bastante promissora, € ainda origem de
inimeras davidas e incertezas. Estudos ao nivel da engenharia tecidular in vitro e in vivo
tém surgido com o objetivo de criar um protocolo que promova a correta regeneracédo de
tecido dentario a ser usado com objetivos terapéuticos clinicos (Bohl et al., 1998; Mooney
et al., 1996).

6.1. Isolamento das Células Estaminais Dentarias
O isolamento de células estaminais dentarias constitui uma pratica relativamente recente.
Os primeiros relatos neste ambito surgem no ano 2000 com Gronthos et al. ao isolar

ceélulas estaminais da polpa dentaria humana de terceiros molares (Gronthos et al., 2000).
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Posteriormente, no ano de 2003, Miura et al. isolaram células estaminais originarias de

dentes deciduos humanos (Miura et al., 2003).

Para manipular tecidos, torna-se preponderante isolar células com fendtipo pré-
determinado e cultiva-las em meios de cultura adequados. Antes de estabelecer um
protocolo para engenharia de tecidos de células estaminais de origem dentaria, é crucial
investigar o comportamento das células em varias condicdes ambientais. Estudos
demonstram que o método de isolamento e as condigdes de cultura utilizados podem dar

origem a diferentes linhas celulares (Huang et al., 2006).

6.1.1. Métodos de Isolamento: Método do Desdobramento e Método da Digestdo

Enzimatica

Existem dois métodos fundamentais para o isolamento das células: o método de
desdobramento (No et al., 2000; Couble et al., 2000; Nakao et al., 2004; Saito et al., 2004;
Tsukamoto et al., 1992) e o método da digestdo enziméatica (Gronthos et al., 2000;
Nakashima, 1991; Onishi et al., 1999). Diferentes métodos de isolamento e diferentes
meios de cultura originam populacdes com diferentes caracteristicas morfoldgicas,

imunofenotipicas e de diferenciacdo (Bakopoulou et al., 2010).

Para a recolha das células, € possivel utilizar diversos instrumentos como a Pinga de Luer,
Agulha de Estirpacdo e Amolador de Diamante. Entre estes, 0 amolador de diamante
apresenta-se como sendo a pior alternativa, uma vez que promove 0 aumento de
temperatura e consequente stress mecanico, levando ao insucesso do isolamento
(Suchének et al., 2007).

6.1.1.1. Metodo do Desdobramento

Entre os dois métodos, o do desdobramento tem sido o mais estudado ao longo do tempo
para avaliar varios aspetos da fisiologia e diferenciacao das células dentarias (Chenetal,
2005; Hosoya et al., 1996; Nakao et al., 2004; Patel et al., 2003; Couble et al., 2000; Saito
et al., 2004; Tsukamoto et al., 1992). Estes estudos demonstraram que as culturas de
células estaminais dentarias isoladas pelo método do desdobramento, podem ser
induzidas a se diferenciarem in vitro em odontoblastos, caracterizados como sendo

células polarizadas com acumulacdo de ndédulos mineralizados (Tsukamoto et al., 1992;
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Couble et al., 2000). Este método permite uma migragdo mais uniforme das células
(frequentemente fibroblastos), enquanto as restantes células se desintegram dentro dos
explantes de tecido (Huang et al., 2006). Portanto, é altamente provavel que as culturas
sujeitas a este método de isolamento, estejam unicamente representadas por um tipo
celular (Bakopoulou et al., 2010). Quando as culturas sdo expostas a este processo, a
migracdo celular ocorre principalmente da periferia para o centro da placa de cultura,
levando a manutencdo de uma estrutura alongada e tridimensional (Bakapoulou et al.,
2010). Segundo este metodo, a taxa de mineralizacdo é inferior (50% a 60% em 3
semanas) comparativamente com o método da digestdo enzimatica (100% em 3 semanas).
Isto pode ser explicado pela quantidade de células estaminais libertadas e pela menor
concentracdo de FBS (10% no método do desdobramento e 15% no método da digestdo
enzimatica) — que desempenha um papel essencial na proliferacdo e diferenciagdo
(Garcia-Pacheco et al., 2001; Brink, Satlling e Nicoll, 2005).

A vantagem de isolar células da polpa através do método do desdobramento é a sua
conveniéncia, embora seja um processo mais demorado (cerca de 2 semanas) (Gronthos
et al., 2002).

6.1.1.2. Método da Digestao Enzimatica

Apesar dos estudos relativos a digestdo enzimatica terem sido desenvolvidos por um
grupo mais restrito de investigadores, atualmente este é o método de eleicdo para o
isolamento de células estaminais dentarias (Gronthos et al., 2000; Batouli et al., 2003;
Miura et al., 2003; Seo et al., 2004; Sonoyama et al., 2006). Este método promove a
diferenciacdo in vitro em células de linhagens osteoblastica e odontoblastica e a produgéo

de complexos dentino-pulpares in vivo (Gronthos et al., 2000).

Do ponto de vista morfologico, as culturas expostas a este método exibem uma
significativa heterogeneidade quanto ao tamanho e morfologia celular. Este facto pode
ser explicado pela libertagdo de diferentes tipos de células durante a dissociacdo de
tecidos (Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002). Assim sendo, fibroblastos, células
estaminais imaturas, células endoteliais e pericitos (libertados a partir do nicho
perivascular) fixam-se no disco de cultura; enquanto as células sanguineas e os detritos

séo descartados (Ellerstrom, Hyllner e Strehl, 2010).
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A existéncia de diferentes populagdes de células constitui uma possivel explicacdo para
as evidéncias imunofenotipicas. Quando as culturas se encontram expostas a um método
de digestdo enzimatica, apresentam maior expressdo de STRO-1 e CD34 em comparagao
com as culturas expostas ao método do desdobramento, o que reflete as diferentes
quantidades de células estaminais libertadas por cada um dos métodos (Bakopoulou et
al., 2010). Num estudo realizado por Miura et al., cerca de 9% da populacéo total de
células presentes em cultura exposta ao método da digestdo enzimatica foi positiva para
STRO-1 (Miura et al., 2003). A diversidade encontrada na expressao de recetores de
superficie pode ser atribuida a varios fatores: nimero de duplica¢Ges populacionais,
estado de confluéncia, procedimentos experimentais utilizados, variacdes entre doadores,
carateristicas dos dentes utilizados e composicdo dos meios de comunicacdo e ambientes
de incubagdo (Karp e Leng, 2009; Javazon, Begs e Flake, 2004). Em termos de
organizacgéo celular, as culturas expostas a esta metodologia apresentam-se dispostas de

uma forma mais aleatéria em estruturas tridimensionais arredondadas.

Concluindo, o método da digestdo enzimatica, apesar de parecer dar origem a populacées
celulares com maior potencial de proliferacdo, é tecnicamente mais dificil e causa

inevitaveis danos celulares (Gronthos et al., 2002).

6.1.2. Escolha da Matriz Ideal

Normalmente, as células estaminais dentarias previamente isoladas sdo cultivadas sobre

uma matriz bidimensional antes de serem transferidas para uma matriz tridimensional
(Lee e Mooney, 2001; Vacanti et al., 1991; Vacanti, 2003). Matrizes fabricadas a partir
de materiais de origem natural (por exemplo, colagénio) ou sintéticas (por exemplo, acido
poliglicolico) sdo frequentemente utilizadas como um veiculo de entrega que orienta o
processo de formacao de tecido (Alsberg et al., 2001; Drury e Mooney, 2003; Lee e
Mooney, 2001).

Embora o colagénio seja uma matriz tridimensional frequentemente utilizada, varios tipos
de células (principalmente fibroblastos) sdo conhecidos por causar a contracdo do
colagénio (Carlson e Longaker 2004; Grinnell, 2000; Vernon e Sage, 1996). Torna-se
importante revelar se a contracdo causada é consideravel o suficiente para afetar o

resultado da regeneracéo tecidular. Presentemente existem estudos que descrevem o papel
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das células dentarias na contracdo do colagénio, com uma reducdo de até 30% (Chan et
al., 2005). Dependendo da densidade da matriz, o gel de colagénio pode ser reduzido para
metade do seu tamanho original num intervalo de tempo de 3 a 15 dias (George et al.,
2005). Podemos entdo assumir que, uma matriz que contenha apenas colagénio néo € a
mais adequada para ser aplicada em engenharia tecidular devido a contragdo que lhe é

inerente, sendo por isso preferivel uma matriz de composicao mista (George et al., 2005).

Quanto ao estado fisico da matriz, embora as células estaminais dentarias proliferem mais
lentamente em geles do que em placas de cultura, nos geles estas aumentam a sua
proliferacdo ao longo do tempo, causando uma contracao progressiva do gel (George et
al., 2005).

6.1.3. Comportamento Biol6gico ap6s Cultura

Apos a introducdo do material num meio de cultura apropriado, estudos indicam que o
cariotipo mantém a sua estabilidade genética mesmo apds atingir o limite de Hayflick (50
duplicacdes celulares), mantendo-se portanto a indiferenciagéo e a viabilidade celular.
Quanto ao tempo de duplicacdo celular, este foi de 12 a 50 horas para as primeiras 40
duplicacdes e depois de atingir as 50 duplicagdes, o tempo de duplicacdo aumentou para
60 a 90 horas. A analise da regresséo de duplicacfes da populacdo provou a dependéncia
entre o nimero de duplicagdes e a diminui¢do do potencial de proliferacéo e explicou este
facto tendo por base o conhecimento de que as DPSCs se localizam preferencialmente

em redor dos vasos sanguineos (Suchanek et al., 2007).

6.1.4. Isolamento das SHEDs

Nos primeiros estudos relativos ao isolamento das SHEDs né&o foram encontrados dados

na literatura para definir o grau de reabsorcao dos dentes a partir do qual as células foram
extraidas (Bernardi et al., 2011). Na maioria dos casos, os investigadores relatam a idade
dos individuos cujos dentes foram recolhidos e esfoliados, verificando-se pouca
informac&o sobre os varios graus de reabsor¢do dentéria (Miura et al., 2003; Kerkis et al.,
2006; Harumi et al., 2010). No entanto, sabe-se atualmente que o estado do tecido pulpar
estd altamente dependente da fase de reabsorcdo do dente em questdo (Bernardi et al.,
2011). O fendmeno da reabsorcdo dentaria, geneticamente programado, comeca a partir

de um ambiente que conduz os cementoblastos a apoptose e, em sequéncia, promove a
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osteoclastogénese (Lourengo, 1999). O curso do processo altera as caracteristicas do
tecido pulpar demonstrando alteracdes vasculares e celulares - tais como a auséncia de
odontoblastos e o aumento das ceélulas inflamatorias, clasticas e precursores
mononucleares (Rolling, 1981; Sahara et al., 1992; Sahara et al., 1993; Sahara e Ozawa,
2004; Angelova et al., 2004; Eronat, Eronat e Aktug, 2002; Yildirim et al., 2008;
Monteiro et al., 2009; Bonecker et al., 2009). A atividade metabodlica no tecido pulpar
aumenta com a a¢do de proteinas e citoquinas, demonstrando um papel ativo da polpa no
processo de reabsorcao (Yildirim et al., 2008; Monteiro et al., 2009; Bonecker et al., 2009;
Lourenco, 1999).

Como ja foi referido em capitulos anteriores, as células estaminais obtidas de dentes
deciduos apresentam maior proliferacdo do que as oriundas de dentes permanentes (Miura
et al., 2003). Podemos agora acrescentar que as modificagdes peculiares que decorrem no
tecido pulpar durante o processo de reabsorcdo explicam a baixa proliferagéo celular
verificada em células isoladas de dentes sem reabsorcédo visivel (Bernardi et al., 2011).
Ou seja, quanto maior o grau de reabsorcdo dentaria, maior a proliferacdo das células

estaminais recolhidas (Bernardi et al., 2011).

As células estaminais encontram-se presentes na polpa dentaria de dentes deciduos e
mantém-se quiescentes nos estagios iniciais de reabsorcao fisiologica de raizes. Nas fases
posteriores da reabsorcdo, células mononucleares migram para a polpa e sintetizam
citoquinas, levando a alteracfes na matriz extracelular (Bonecker et al., 2009). Até ao
concluir da reabsorcdo dentéria, verifica-se a presenca de moléculas que atuam
diretamente no processo de reabsor¢do - CSF1 e RANKL - e hd um aumento significativo
na presenca de células inflamatérias - HLA-DR+, CD68+, CD3+, CD4+, CD8+, CD20+
(Yildirim et al., 2008). O aumento do influxo celular iria acelerar o fendmeno, causando
a apoptose de células pulpares e, por outro lado, iria promover a libertacdo de citoquinas
que iriam atuar ao nivel das células estaminais de ativacdo (Marastoni et al., 2008;
Stupack e Cheresh, 2003). Estas ultimas s&o as células responsaveis pela reabsor¢do de
intermiténcia, pela diferenciacdo e producdo de um tecido mineralizado semelhante ao
cemento na raiz e dentina coronaria (Rolling, 1989; Sahara e Osawa, 2004). Este tecido
semelhante ao cemento é responsavel pela fixacéo variavel do dente durante a reabsor¢éo

fisiologica (Sahara et al., 1992). No final do processo, quando as raizes sdo
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completamente reabsorvidas, o tecido que preenche o seio coronario é semelhante ao
tecido de granulacdo, composto por células inflamatdrias responsaveis pela sintese de
mediadores quimicos (Rolling et al., 1981; Sahara et al., 1992; Sahara et al., 1993; Sahara
e Ozawa, 2004). Foi recentemente mostrado que, durante a producdo do tecido de
granulacdo (que inclui a coagulagdo, inflamacéo, angiogénese, proliferacdo de células do
mesénquima, involucdo de vascularizagdo e remodelacdo), as células da regido
perivascular, descritas como possiveis mantenedores de células estaminais da polpa,
atuam como uma importante fonte de células estaminais (Diaz-Flores et al., 2009; Shi e
Gronthos, 2003).

Podemos concluir a necessidade de considerar ndo apenas o isolamento das SHEDs, mas
também investigar o nivel de reabsorcdo dos dentes que se pretenda isolar (mesmo
daqueles que ndo apresentam nenhuma reabsorcdo radicular visivel) (Bernardi et al.,
2011).

6.2. Conservacao de Células Estaminais Dentarias

A conservacdo de células estaminais € uma pratica baseada na conviccdo de que a
medicina personalizada é o caminho mais promissor para o tratamento de determinadas
doengas, tais como: desordens degenerativas neuronais (Alzheimer, Parkinson e
Esclerose Lateral Amiotrofica), doengas cardiacas cronicas (Insuficiéncia Cardiaca
Congestiva e Doenca Cardiaca Isquémica Cronica), paralisia por lesdo da espinal medula
e doenca periodontal (Seo et al., 2008; Balwant, 2007; Irina et al., 2008; Gandia et al.,
2007; Arthur et al., 2008; Jeremy e Mao, 2008; Jay, 2008). A terapia com células
estaminais € relativamente recente mas a sua utilizagdo espalhou-se rapidamente por todo
0 mundo e continuara a emergir nas décadas que se seguem (Arora, Arora e Munshi,
2009).

Até ha pouco tempo, as células estaminais recolhidas do sangue do corddo umbilical
constituiam a Unica opgdo de armazenamento de células estaminais. Infelizmente, o
processo de colheita e armazenamento de células do corddo umbilical apresenta inimeras
limitacBes, encontrando-se por isso fora do alcance de grande parte da populacdo. A
descoberta das SHEDs constituiu um avanco nesta area, uma vez que estas constituem

uma fonte disponivel e acessivel de células estaminais. Com base nestes factos, o conceito
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de “banco de dentes” tornou-Se popular e varias empresas comecaram a explorar o
potencial desta nova abordagem com a preservacdo de células estaminais de origem
dentaria (Arora, Arora e Munshi, 2009).

6.2.1. Vantagens na Conservacio de SHEDs

Entre todas as possiveis fontes de células estaminais dentarias, as SHEDs sdo as que
apresentam mais vantagens nao so no isolamento como na conservacao. Algumas destas
vantagens sao:

e Representarem um dador garantidamente compativel, constituindo um transplante
autdlogo. Deste modo garantem inUmeras vantagens secundarias: auséncia de reagdo
auto-imune e rejeicdo tecidular, auséncia da necessidade de terapia imunossupressora e
reducdo significativa do risco de doencgas transmissiveis (Mao, 2008; Reznick, 2008).

e Aproveitamento das células sem que ocorra degradacdo bioldgica (Arora, Arora e
Munshi, 2009).

e Simples e indolor (Arora, Arora e Munshi, 2009).

e Custo de armazenamento inferior ao que ocorre com o0 armazenamento de sangue do
corddo umbilical (menos de um terco) (Arora, Arora e Munshi, 2009).

e Auséncia de preocupacdes éticas (Mao, 2008; Reznick, 2008).

e As SHEDs complementam as células do corddo umbilical em termos de diferenciacéo.
Enquanto as células estaminais do corddo umbilical se apresentam valiosas na
regeneracdo de células sanguineas, as SHEDs sdo capazes de regenerar e reparar tipos de
tecidos que as células do corddo umbilical ndo conseguem, como tecidos conjuntivos,
dentarios, neuronais e 6sseos (Arthur et al., 2008; Shi et al., 2005; Cordeiro et al., 2008;
Mao et al., 2006).

e Poderem ser Uteis para parentes proximos do dador (Reznick, 2008).

6.3. Protocolo de Recolha, Isolamento e Conservacédo de SHEDs

O sucesso na recolha, isolamento e conservacao das SHEDs € atingido quando a colheita
é feita na etapa de desenvolvimento ideal e sdo armazenadas com seguranca até que sejam
necessarias. Escusado serd dizer que isso significa muitas vezes armazenar as células
durante décadas, o que aumenta significativamente o custo e a dificuldade da técnica
(Arora, Arora e Munshi, 2009). Para tal, entre todas as fontes de células estaminais

dentarias existentes, as SHEDs constituem a melhor alternativa. O protocolo de
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isolamento e conservagdo destas células é apresentado a seguir (Arora, Arora e Munshi,
2009).

6.3.1. Passo 1: Recolha dentéria

Uma vez que a melhor alternativa é a recolha de células estaminais de dentes deciduos e
neste caso o dador ainda ndo apresenta poder de decisdo, esta deve partir dos pais. Torna-
se, portanto, essencial informéa-los que devem armazenar os dentes numa solucédo salina
estéril aquando da remocao da peca dentaria e informar o “banco de dentes”. O dente
deve apresentar polpa dentaria avermelhada (o0 que demonstra que recebeu fluxo
sanguineo até ao momento da remocao), que € indicativa de viabilidade celular. Se a polpa
estiver acinzentada, é provavel que o fluxo sanguineo para a polpa tenha sido
comprometido e, por conseguinte, as células estaminais estejam em necrose e, portanto,
jando sejam viaveis. Dentes que apresentem mobilidade classe 111 ou IV, frequentemente
apresentam diminuicdo do suprimento sanguineo, ndo sendo candidatos para a recolha de
células estaminais. Por estes motivos, € preferivel a extracdo dos dentes deciduos do que
esperar que estes caiam naturalmente. Mais ainda, as células estaminais ndo devem ser
recolhidas a partir de dentes com abcessos apicais, tumores ou quistos. Posteriormente, a
dentista inspeciona visualmente o dente recém-extraido para confirmar a presenca de
tecido pulpar saudavel e transfere-o para um frasco com uma solucéo salina tamponada
com fosfato hipotonico, que fornece nutrientes e ajuda a prevenir a desidratacédo do tecido

durante o transporte (é possivel transportar até quatro dentes por frasco).

A viabilidade das células estaminais encontra-se dependente do tempo e da temperatura
de transporte. O tempo que decorre desde a recolha até a chegada a unidade de
armazenamento e processamento ndo deve exceder as 40 horas. O dente deve ser colocado
no frasco a temperatura ambiente, de modo a induzir hipotermia que € desejavel para o

transporte - este procedimento é descrito como sustentacgéo.

6.3.2. Passo 2: Isolamento das células estaminais

Quando o banco de células estaminais recebe o frasco, inicia-se o0 seguinte protocolo:
e Limpeza da superficie do dente através da lavagem repetida (trés vezes) com solucdo
salina tampdo fosfato de Dulbecco sem Ca?* nem Mg?* (PBSA).

e Desinfecdo com lodo Povidona e nova lavagem com PBSA.
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e Separacdo do tecido pulpar da camara pulpar com recurso a pequenos forceps ou
escavadora dentaria esterilizada.

e O tecido recolhido da polpa dentéria é colocado numa placa de petri estéril, que foi
lavada, pelo menos, trés vezes com PBSA.

e O tecido é entdo digerido com colagenase tipo | e dispase durante 1 hora a 37°C.
Também pode ser utilizada tripsina-EDTA.

e As células isoladas sdo passadas através de um filtro de 70um para obter suspensdes
de células unicas.

e As células sdo cultivadas num meio de cultura adequado a células estaminais
mesenquimais que consiste num meio com 2mM de glutamina, suplementado com 15%
de soro fetal bovino (FBS), 0,1 mM de acido fosfato L-ascorbico, 100 U/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina a 37°C e 5% de CO2 gasoso. Normalmente, as colonias
isoladas séo visiveis apos 24 horas.

e Diferentes linhas celulares, como odontogénica, adipogénica e neural, podem ser
obtidas consoante as alteracOes realizadas ao meio de cultura.

e Apos a verificacdo do sucesso do processo, confirma-se a viabilidade celular aos pais
do dador.

6.3.3. Passo 3: Armazenamento das Células Estaminais

Qualquer um dos dois métodos seguintes pode ser utilizado no armazenamento de células

estaminais: Criopreservacao e Congelamento Magnético.

6.3.3.1. Criopreservacao: Processo de preservar células ou tecidos completos através da
diminuicdo da temperatura para valores inferiores a zero (Reznick, 2008). Quando
expostas a estas temperaturas, a atividade bioldgica celular é comprometida e ha a
promogcdo da morte celular (Oh et al., 2005; Politis et al., 1995). As SHEDs podem ser
armazenadas por criopreservacao a longo prazo e permanecem viaveis (Suchanek et al.,
2007; Zhang et al., 2006; Papaccio et al., 2006). A amostra é dividida em quatro criotubos
e cada um é armazenado num local separado no sistema de criopreservacdo de modo a
gue, mesmo que ocorra um problema com uma das unidades de armazenamento, havera
outra amostra disponivel para uso. As células sdo preservadas em azoto liquido a uma

temperatura inferior a -150°C. Isso preserva as células, mantendo a sua poténcia e
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laténcia. O ideal é verificar-se a presenca de 1-2x 106 células em 1,5 mL de meio de

congelacdo. Quando o numero é superior ou inferior, a taxa de proliferacdo diminui.

6.3.3.2. Congelamento Magnético: Esta tecnologia recorre a utilizacdo de um campo
magnético fraco que reduz 6-7 °C o ponto de solidificagdo do corpo. O objetivo desta
técnica € baixar a temperatura para promover a diminuicdo da atividade celular sem se
verificar os danos habituais dos métodos de congelagdo: alteracdo da parede celular
(causada pela expansao de gelo) e drenagem de nutrientes (devido a acdo capilar). Logo
que o objeto esteja uniformemente refrigerado, o0 campo magnético é desligado. A
manutencdo deste sistema € muito mais barata e confidvel do que o sistema de

criopreservacao.

6.3.4. Aspetos Comerciais dos “Bancos de Dentes”

Até a data, o conceito de “banco de dentes” ndo é muito popular, mas a tendéncia é de

reverter este atraso (principalmente nos paises desenvolvidos).

A empresa BioEden, originaria dos EUA, conta com laboratorios internacionais no Reino
Unido (que serve a Europa), na Tailandia (que serve o Sudeste Asiatico) e apresenta
planos de expansdo para a Russia, Austrélia, india e Médio Oriente. Também as empresas
StemSave e Store-A-Tooth constituem “bancos de dentes” originarios dos EUA com o
objetivo de expansdo para outros paises. No Japédo, o primeiro “banco de dentes” foi
criado em 2005 na Universidade de Hiroshima e a empresa foi intitulada Three Brackets.
A Universidade de Medicina de Taipé juntou-se posteriormente a Universidade de
Hiroshima com o objetivo de armazenar dentes para implantes naturais. Ainda no Japao,
a Universidade de Nagoya também criou um “banco de dentes”. Um “banco de dentes”
originario da Noruega esta atualmente a recolher dentes deciduos de 100.000 criangas na
Noruega. Este instituto € um sub-projeto do Norwegian Mother and Child Cohort Study
desenvolvido pelo Instituto Noruegués de Saude Publica em colaboracdo com a

Universidade de Bergen (Tvinnereim e Tann, 2008).
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7. APLICACOES DENTARIAS DAS CELULAS ESTAMINAIS

A perda dentaria é uma doengca comum que ocorre frequentemente nas populacbes
envelhecidas, afetando negativamente a eficiéncia mastigatoria, linguagem, estética e
autoestima. Nos paises desenvolvidos, estima-se que 7% das pessoas com 17 anos de
idade perderam um ou mais dentes, sendo que aos 50 anos, uma média de 12 dentes foram
perdidos (Sharpe e Young, 2005). Segundo os dados da Organizacdo Mundial da Salde,
a cérie dentaria ainda é prevalente na maioria dos paises em todo o mundo (apresentando
100% de incidéncia em algumas populages), as doengas periodontais graves afetam 5-
20% das populagdes adultas e a incidéncia de edentulismo total tem sido estimada entre
7% e 69% internacionalmente (Peterson et al., 2005; Felton, 2009). As abordagens
terapéuticas atuais centram-se principalmente nos materiais artificiais ou implantes nao-
bioldgicos que podem reduzir inevitavelmente a qualidade de vida, devido as suas fungdes
fisiologicas limitadas e, por vezes, provocar uma rejei¢do imunoldgica (Yan et al., 2010).
O desenvolvimento de uma técnica biomimética que permita a criacdo de dentes de
substituicdo, constitui uma terapia altamente desejavel para substituir permanentemente
dentes in situ (Modino e Sharpe, 2005).

Para proceder ao desenvolvimento de terapias celulares baseadas na medicina
regenerativa, torna-se essencial compreender: os mecanismos de auto-renovagao
permitem regular o crescimento de células estaminais adultas in vitro, gerando assim o
numero suficiente de células para diferentes aplicacfes (Takahashi et al., 2007; Yu et al,
2007; Nakagawa et al, 2008); a regulacdo das células estaminais durante a diferenciacéo
e producdo de tecido especifico (Kolf et al., 2007); as interagdes entre células estaminais
e sistema imunoldgico (Poncelet et al., 2007); como realizar a monitorizacdo das células

estaminais transformadas e expandidas (Rubio et al., 2005).

7.1. Regeneracéo Periodontal

O periodonto € um conjunto de tecidos especializados que rodeiam e suportam os dentes
de forma a manté-los na mandibula. A periodontite € uma doenca inflamatéria que afeta
0 periodonto e resulta na perda irreversivel da insercdo de tecido conjuntivo e do 0sso
alveolar de suporte. O uso de enxertos 0sseos alogénicos acelulares na reparacdo de

defeitos periodontais tem sido uma prética clinica comum.
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O desafio para a engenharia tecidular, neste caso em particular, consiste na utilizagdo de
diferentes populacdes de células estaminais dentarias de forma a replicar os eventos-
chave no desenvolvimento periodontal e promover uma regeneracdo sequencial do
periodonto (Lin et al, 2008).

Existem quatro fatores que devem ser respeitados para promover uma regeneragao
periodontal de sucesso. E essencial que se verifique um selamento epitelial de forma a
evitar a migracdo de células epiteliais para os defeitos periodontais, novo cemento
acelular deve ser regenerado na superficie da raiz, a altura do osso alveolar deve ser
restabelecida e novas fibras de Sharpey devem ser inseridas no cemento recém-formado
(Honda et al., 2010).

Apesar de a investigacdo nesta area abranger frequentemente a utilizacdo de células
estaminais ndo dentérias, atendendo ao seu potencial de diferenciacdo, as PDLSCs
constituem o candidato ideal para a engenharia tecidular periodontal (Liu et al., 2008).
Estudos indicam que estas células, quando expandidas in vivo e transplantadas em ratos
(utilizando fosfato de hidroxiapatite e fosfato tricalcico) sdo capazes de regenerar fibras
do ligamento periodontal e uma camada semelhante a cemento acelular (Seo et al., 2004,
Hasegawa et al., 2005). A duvida relacionada com esta técnica prende-se com a
manutenc¢éo da integridade e func¢éo do periodonto regenerado (Valponi, Pang e Sharpe,
2010).

7.2. Regeneracao Pulpar
A regeneracdo da polpa dentéria iria alterar a pratica atual de substituir polpa infetada por

materiais inorganicos (desvitalizagéo).

Face as carateristicas das diferentes fontes celulares previamente apresentadas, se 0
objetivo for regenerar a polpa dentaria as melhores fontes celulares dentarias séo as
SHEDs e as DPSCs (Jamal et al., 2011). O protocolo apresentado por Huang et al. para
este efeito consiste em isolar DPSCs e SCAPs a partir de terceiros molares humanos,
envolver estas células numa matriz de copolimero poli (D,L-lactideo-co-glicolideo) e
inserir esta mistura no espaco canalar previamente esvaziado (Huang et al., 2010). Um

estudo realizado em ratos para avaliar o presente protocolo permitiu pela analise
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histoldgica constatar que, apds 3-4 meses, o canal radicular tinha sido completamente
preenchido por tecido pulpar de vascularizagdo bem estabelecida e uma camada continua
de tecido semelhante a dentina mineralizada tinha-se depositado sobre as paredes

dentinérias existentes no canal (Huang et al., 2010).

7.3. Apicogénese e Apicificacédo

O encerramento do apice radicular de um dente permanente ocorre até 3 anos apés a
erupcdo dentaria. A presenca de danos pulpares irreversiveis de um dente permanente
imaturo representa um desafio clinico e € neste contexto que surgem 0s conceitos de

Apicigénese e Apicificacdo (Friendlander, Cullinan e Love, 2009).

Apicigénese € uma terapia de complementacdo radicular realizada em dentes com
vitalidade pulpar e consiste na remoc¢éo da polpa coronal infetada, manutencéo da polpa
radicular vital e protecdo com material biocompativel. O hidroxido de célcio e 0 MTA
(agregado triéxido mineral) tém sido os materiais de escolha, mas nenhum material €
ideal pois nenhum consegue estimular a regeneracdo do tecido pulpar (Shabahang e
Torabinejad 2000; Witherspoon et al. 2008). A apicificacdo é uma terapia de inducéo do
fechamento do forame apical indicada para dentes com necrose pulpar e consiste na
deposicao de uma barreira de tecido duro a nivel apical. Esta segunda técnica apresenta-
se mais desejavel e recorre idealmente a utilizagdo de células estaminais (Friendlander,
Cullinan e Love, 2009).

Para a realizagdo de apicificacdo com celulas estaminais, estas tém que ser cultivados e
expandidas in vitro ou in vivo para serem aplicadas posteriormente. Se a expanséo ocorrer
in vitro, as células sdo implantadas e devem seguidamente aderir as paredes do canal
radicular (previamente desinfetado). O tecido implantado carece de um suprimento
vascular fundamental e estudos relatam que é tecnicamente dificil de replantar o tecido
pulpar regenerado sem danificar as células. A alternativa in vivo supera alguns problemas
associados com o reimplante e uma das possiveis técnicas consiste em semear SHEDs e
células endoteliais em matrizes biodegradaveis e colocar o substrato em dentes humanos

implantados em ratos imunocomprometidos (Cordeiro et al. 2008).
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7.4. Regeneracdo do Elemento Dentério

No que refere a atual pratica clinica, esta indica os implantes dentarios como sendo a
técnica para substituicio dentaria mais avancada. E conhecido que esta alternativa
apresenta inimeras desvantagens, como requerer uma quantidade minima de 0sso
existente e a auséncia de ligamento periodontal que amorteca as forgas mastigatorias. E
neste contexto que surge o conceito de bio-dente. Consiste num dente bioldgico que pode
ser reintegrado no maxilar e executar as fun¢des normais de um dente natural (incluindo
a capacidade regenerativa em caso de dano). Muitos estudos tém demonstrado que o bio-
dente pode ser reconstruido por células dentarias envolvidas ou ndo por matrizes, por
células dentarias pré/pds-natal e até mesmo por células de origem ndo dentéaria (Yan et
al., 2010).

O requisito minimo para uma adequada substituicdo bioldgica é a formacdo dos
componentes minimos necessarios para constituicdo de um dente funcional (que inclui
raizes, ligamento periodontal, suprimento nervoso e sanguineo) (Volponi, Pang e Sharpe,
2010). Se o objetivo for regenerar raiz dentaria é preferivel usar as SCAPs e as PDLSCs
combinadas (Sonoyama et al., 2006). A substituicdo coronal constitui a menor fonte de
problemas pois, embora seja essencial, as coroas dentérias sintéticas apresentam-se

esteticamente e funcionalmente compativeis (Volponi, Pang e Sharpe, 2010).

Os principais desafios consistem em: identificar fontes celulares ndo-embrionarias que
apresentem as mesmas propriedades que as células germinativas dentarias e desenvolver
sistemas de cultura que permitam a expansao e manutencdo do potencial destas células.
Tudo isto torna-se muito mais desafiador quando o desenvolvimento dentério requer dois
tipos de células, as epiteliais e mesenquimais (Jernvall e Thesleff, 2000; Tucker e Sharpe,
2004; Zhang et al., 2005). Respeitando estes critérios torna-se possivel obter uma
estrutura tridimensional funcional e diferenciada, capaz de evitar a rejeicdo do transplante
(Amanda, Yen e Sharpe, 2008).

Como os dentes sdo formados pela cooperacao de dois tecidos diferentes, a reconstrucado
dentaria requer logicamente a associacdo entre estes (Bluteau et al., 2008). O potencial
odontogenico que reside no epitélio dentario, quando combinado com células

mesenquimais é responsavel pela morfogénese e citodiferenciagdo - induzindo a
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formacéo do dente (Thesleff e Sharpe, 1997; Thesleff et al., 2001; Hu et al., 2005; Lesot
e Brook, 2009). Isto s6 é possivel devido a plasticidade caracteristicamente presente em
alguns tecidos adultos. Os mecanismos moleculares subjacentes a interagéo entre epitélio
e mesénquima envolvem proteinas difusiveis, tais como: proteinas morfogenéticas do
0sso, fatores de crescimento de fibroblastos, fator de necrose tumoral e Wnts (Amanda,
Yen e Sharpe, 2008).

Apoés a inducdo epitelial do mesénquima, este  C.Epitetiais C. Mesenquimais

torna-se um tecido indutivo e retribui a inducéo ao \{1 ’(
epitélio ndo indutivo. A regeneracdo dentaria =N Recombinagio
pode entdo ocorrer através da utilizacdo de células l
epiteliais ou mesenquimais que induzam a I

/" \\ ‘ Primordio ‘
formacdo dos dentes no outro tipo de células __ o \ Dentario
(Volponi, Pang e Sharpe, 2010). Essa interacdo J E——

celular leva a formacéo de um primérdio dentario N D/\
que € cirurgicamente transplantado. O dente A
formado  deve  apresentar  determinadas

|

caracteristicas: odontoblastos funcionais,
LT T

ameloblastos, polpa, formacéo cuspidea e ainda ii?i‘l fI

raizes e ligamento periodontal (Figura 6) (Hu et  Figura 6: Esquema representativo da
regeneracdo do elemento dentario
al. 2006). [Adaptado de Volponi, Pang e Sharpe,
2010].
Embora métodos de culturas de células in vitro estejam a ser progressivamente
desenvolvidos e melhorados, a tarefa de encontrar populagdes de células estaminais para
substituir epitélio dentario embrionario e mesénquima dentario continua. DPSCs tém sido
utilizados para regeneracdo de estruturas dentarias parciais, no entanto, devido a sua
limitacdo de expansao in vitro, ndo foi ainda possivel promover a regeneracdo de um

dente morfologicamente e funcionalmente competente (Gronthos et al., 2000).

A regeneragdo completa do elemento dentario enfrenta ainda muitos obstaculos:
estabelecimento anormal do tamanho do dente, falhas na formacéo radicular e auséncia
de oclusdo funcional (Huang, Gronthos e Shi, 2009). Na tentativa de ultrapassar estas

falhas, Sonoyama et al. demonstraram que o ideal seria formar uma bio-raiz e completar
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o dente utilizando uma coroa dentaria (Sonoyama et al., 2006). Ainda assim, a literatura
relata que frequentemente hd uma alteracdo na dentina da bio-raiz, 0 que leva a uma
diminuicdo da resisténcia mecanica em aproximadamente dois tergos (Huang, Gronthos
e Shi, 2009).

8. APLICACOES MEDICAS DAS CELULAS ESTAMINAIS

8.1. Patologias hematologicas

O transplante alogénico de células estaminais hematopoiéticas constitui uma terapia
eficaz para vérias patologias hematoldgicas, no entanto encontra-se frequentemente
associado a infecdes, hemorragias, faléncia do enxerto e doenca enxerto versus
hospedeiro (Armitage, 1994; Tabbara et al., 2002). Torna-se essencial encontrar meios
eficazes de eliminar ou pelo menos minimizar estes efeitos secundarios graves

decorrentes de transplante (Ferrara e Yanik, 2005; Ferrara e Reddy, 2006).

Devido as suas propriedades imunossupressoras (que atrasam a rejei¢do do enxerto) e a
producdo de citoquinas (que apoiam a hematopoiese), Varios autores apresentam as
células estaminais mesenquimais como sendo Uteis para o transplante de enxertos
(Lazarus et al., 1995), principalmente se em co-infusdo com células estaminais

hematopoiéticas (Fouillard et al., 2003).

8.2. Doencas Cardiovasculares

A perda de cardiomidcitos apos o enfarte do miocardio induz uma disfuncéo contratil do
coracdo. Estes sdo substituidos por fibroblastos para formar tecido cicatricial.
Frequentemente a isquemia cronica instaura-se podendo causar insuficiéncia cardiaca e

mesmo morte (Ambrose, 2006).

O transplante de cardiomidcitos fetais ou mioblastos esqueléticos foi proposto como
alternativa terapéutica, no entanto a ideia permanece inviavel devido a dificuldade na
obtencdo destas células e a falha na recuperacao fisioldgica (Giordano, Galderisi e
Marino, 2006). Vérios autores demonstraram que a injecdo intracoronaria de células
estaminais pode representar uma abordagem simples e eficaz para o tratamento de

doencas cardiacas devido as capacidades de miogénese e angiogénese destas células, que
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promovem a regeneracdo do miocardio apo6s cardiomiopatia isquémica (Giordano,
Galderisi e Marino, 2006). Estudos demonstram que as DPSCs induzem reparacdo
cardiaca devido a secrecdo de diferentes fatores de crescimento e citoquinas (tais como
fator de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento insulinico 1 e 2), que
potenciam a angiogénese e a regeneragdo cardiaca na zona do enfarte (Gandia et al.,
2008). O transplante de DPSCs nédo s6 previne a remodelacao ventricular mas também
promove a contratilidade regional. A melhoria da funcdo cardiaca esta relacionada com a
reducdo do tamanho do enfarte, maior densidade capilar e aumento da espessura da parede
do miocérdio (Gandia et al., 2007).

Estudos de diferenciacdo cardiomiogénica em casos de enfarte agudo do miocardio,
doenca coronaria grave e miocardiopatia isquémica cronica, apresentam resultados

indicativos de eficacia moderada (Ferrari et al., 2007).

8.3. Doencas Vasculares

A estenose arterial € um fenémeno fisiopatoldgico caraterizado por oclusao variavel do
Iimen arterial, que surge frequentemente apos realizacdo de angioplastia, arteriotomia ou
bypass. Constitui uma lesdo vascular em que se verifica a perda de células das tinicas
intima e média, a fragmentacdo da lamina eléstica e danos na arquitetura tecidular,
levando a reparagdo patoldgica excessiva e resultando em hiperplasia neointimal (Forte
etal., 2001; Xu et al., 2004).

A solucéo terapéutica passa por um procedimento de revascularizagdo, sendo que as
células estaminais contribuem para a remodelacdo vascular apés lesdo (Tanaka et al.,
2003). Surgiu entdo a hipdtese de que o processo de estenose poderia ser evitado através
da mediacdo de células estaminais na reparacdo precoce da lesdo (Giordano, Galderisi e
Marino, 2006).

8.4. Osteogénese Imperfeita
A Osteogénese Imperfeita € uma doenca genética caracterizada pela producao deficiente
de colagénio tipo | (principal proteina presente no 0sso). Provoca fraturas dolorosas

multiplas, atraso no crescimento 6sseo e deformacéo 0ssea progressiva.
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A utilizagdo de bifosfonatos apresenta-se parcialmente eficaz, ndo se considerando
atualmente a existéncia de tratamento curativo. Uma abordagem diferente apoiada por
inimeros estudos € a realizacdo de terapia celular com células estaminais (Giordano,
Galderisi e Marino, 2006).

8.5. Recuperacao ap6s Dano da Medula Espinal

Quando ocorre dano sobre a medula espinal verifica-se uma perturbacdo da homeostase
tecidular levando a ocorréncia de lesdo secundaria. Cascatas destrutivas causam a morte
necrotica e apoptética dos neurdnios, astrocitos e oligodendrocitos, levando a danos
axonais e desmielinizacdo (Schwab et al., 2006; Rowland et al., 2008). Posteriormente,
os astrocitos e oligodendrocitos reativos que se localizam perto do local da lesdo medular
produzem proteoglicanos de sulfato de condroitina e mielina. Estes mdltiplos sinais

patogénicos aceleram a deterioracdo progressiva da medula espinal.

As estratégias terapéuticas envolvidas na recuperacao funcional da medula espinal devem
exercer efeitos reparadores multifacetados contra uma variedade de patogénese (Schwab
et al., 2006). Estudos pré-clinicos propdem o transplante de células estaminais dentarias
como terapia de neuro-regeneracdo, baseando-se na origem das mesmas na crista neural.
A proposta é que estas inibem a apoptose de neurdnios, astrdcitos e oligodendrocitos,
preservam as fibras neurais e bainhas de mielina, regeneram o axdnio através da inibicéo
das cadeias patogénicas e substituem os oligodendrocitos perdidos ou danificados
maduros (Sharp e Keirstead, 2007).

8.6. Doencas Neurologicas

As células que migram da crista neural participam na formacao da papila dentéria, polpa
dentaria, ligamento periodontal e outros tecidos dentarios. Com base na sua morfologia
celular e expressdo de marcadores neuronais, estudos afirmam a possibilidade que estas
células tém de se diferenciar em neuronios funcionais. Estas descobertas apresentam 0s
tecidos dentarios como uma alternativa promissora e menos invasiva para a terapia de

regeneracdo neuronal (Arthur et al., 2008).
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8.6.1. Esclerose Lateral Amiotréfica

A Esclerose Lateral Amiotréfica € uma patologia que provoca perda seletiva de neuronios
motores, levando a um declinio progressivo e mau prognéstico da funcionalidade

muscular.

As terapias atuais apenas aliviam os sintomas, ndo havendo cura para esta patologia
(Mazzini et al., 2003). As células mesenquimais, devido a capacidade de diferenciacao
em neuronios e astrocitos, constituem uma possibilidade de opcao terapéutica. Foram
realizados estudos neste ambito, embora ndo tenham permitido tirar qualquer concluséo

sobre a eficacia desta opcao terapéutica (Giordano, Galderisi e Marino, 2006).

8.6.2. Sindrome de Hurler e Leucodistrofia Metacromética

O Sindrome de Hurler constitui uma forma grave de mucopolissacaridose e é uma doenca
hereditaria autossomica recessiva. Os sintomas podem levar a morte durante a infancia e
incluem hepatoesplenomegalia progressiva, insuficiéncia cardiaca, doengas musculares,

hidrocefalia e atraso mental (Peters et al., 1998).

A Leucodistrofia Metacromatica € uma doenca autossémica recessiva. Verifica-se a
deficiéncia de arilsulfatase A, que causa a desmielinizacdo dos sistemas centrais e
periféricos e consequentemente tetraplegia, espasticidade, atraso mental e auséncia total
ou parcial das atividades voluntarias (Koc et al., 2002; Gieselmann, 2003).

Os transplantes de células da medula dssea aparentam melhorar a qualidade de vida de
pacientes com desordens lisossomais (Field et al., 1994; Krivit et al., 1999) devido a

infiltracdo de macrdfagos e transferéncia de enzimas por endocitose (Koc et al., 2002).

8.7. Efeito Neuroprotetor nas Doencas de Alzheimer e Parkinson
Alzheimer e Parkinson sdo as duas doengas neurodegenerativas mais comuns e 0 seu

tratamento atualmente é apenas sintomatico.

As celulas estaminais dentarias partilnam caracteristicas neuronais, incluindo a producado
de fatores neurotroficos como o fator de crescimento do nervo, fator neurotrofico

derivado do cérebro e fator neurotréfico derivado das células gliais. Estes fatores
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apresentam efeito neuroprotetor, pelo que a evidéncia atual sugere que as células
estaminais dentarias possam apresentar implicaces promissoras para o desenvolvimento

de modelos de terapia a base de celulas em doencas neurodegenerativas.

8.8. Recuperacao pds-quimioterapia

A quimioterapia € uma terapia mieloablativa, cuja eficAcia de recuperagdo é
positivamente influenciada pela aplicacdo de células mesenquimais, na medida em que a
infusdo destas células promove o0 aumento da concentracdo sanguinea de neutrofilos e
plaquetas (Koc et al., 2000). No entanto, a baixa presenga de células estaminais CD34+
no microambiente 6sseo, aumenta o risco de fracasso na colocacdo do enxerto celular.
Estudos propuseram que a infusdo de células mesenquimais autélogas com células
sanguineas periféricas do progenitor poderia melhorar o0 microambiente da medula dssea
e, consequentemente, a taxa e a qualidade de recuperacdo hematopoética apos a terapia
mieloablativa (Koc et al., 2000).
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I11. CONCLUSAO

Nos ultimos anos temos assistido a um crescente entusiasmo por parte da comunidade
biomédica no que diz respeito a terapia recorrente a células estaminais. Esta baseia-se na
teoria de que, quando células estaminais saudaveis sdo injetadas em pacientes, estas
dirigem-se automaticamente para os tecidos danificados, estimulando a regenerac¢ao dos

mesmos (Giordano, Galderisi e Marino, 2007).

Com base no descrito nos capitulos anteriores, é possivel concluir que as celulas
estaminais de origem dentéria constituem uma alternativa vidvel para a regeneracao
tecidular. Até a data, cinco populagdes de células estaminais dentérias foram isoladas e
caracterizadas: as originarias da polpa dentéaria (DPSCs), da esfoliacdo de dentes deciduos
(SHEDs), da papila apical (SCAPs), do ligamento periodontal (PDLSCs) e do foliculo
dentério (DFPCs). A Terapia Celular pode beneficiar com esta nova fonte de células, visto
estas serem autorrenovaveis, multipotentes, com obtencdo relativamente simples e
poderem originar diferentes linhagens celulares (Rodriguez-Lozano et al., 2011;
Machado, Fernandes e Gomes, 2011).

E atualmente conclusivo que, entre os cinco tipos de células existentes, as SHEDs
constituem a melhor fonte de colheita celular (Arora, Arora e Munshi, 2009). Estes dados
sdo suportados pela evidéncia de que estas células sdo mais imaturas do que as restantes,
0 que lhes confere maior proliferacdo e diferenciacdo celulares. Para além disso, a
obtencdo de dentes deciduos esfoliados ndo envolve aspetos éticos e legais, o que faz com
que estes sejam uma fonte celular ideal para aplicacdo da Engenharia Tecidular (Hau et
al., 2006).

Avancos relativos a biologia de células estaminais adultas surgem como um impulso para
traduzir esses achados em aplicag6es clinicas. Os avangos no isolamento e compreensdo
das células estaminais dentarias em estreita associacdo com o0s avancos da ciéncia dos
biomateriais levaram a que estas fossem consideradas uma “ferramenta poderosa” que
dettm um potencial significativo no avanco da Medicina Dentaria Regenerativa
(capacidade das células dentarias em substituir outras células dentérias) e, posteriormente,

da medicina em geral (capacidade das células dentarias se diferenciarem em células ndo-
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dentarias). Em termos de aplicagdo em Medicina Dentaria, é hoje percetivel a capacidade
de diferenciacdo destas células nos diversos componentes dentarios, o que permite a
regeneracdo individual ou generalizada do elemento dentario. Relativamente a aplicacéo
na medicina em geral, estas células tendem a ser aplicadas no tratamento de condicGes
neurodegenerativas, o que se tem tornado essencial com o aumento da incidéncia destas

doencas (que se deve em grande parte ao envelhecimento da populacdo) (Reznick, 2008).

A intervencdo minima relativa necessaria para obter as células, a auséncia de rejeicédo
autoimune e a eficiéncia da reparacdo (segundo uma analise custo-beneficio), constituem
as principais vantagens para apoiar tais terapias num futuro préximo (Jamal et al., 2011).
Embora sejam inimeras as vantagens, alguns aspetos negativos devem ser considerados.
Deve ser avaliada a probabilidade de desenvolvimento de um processo cancerigeno. A
inducdo da imunossupressdo por inibicdo da proliferacdo de células T é s6 por si
devastadora e pode conduzir ao crescimento de um possivel tumor. A identificacdo de
marcadores celulares precisa de ser desenvolvida para que possa ser feito um rastreio in
vivo das células transplantadas. O custo associado a utilizacdo terapéutica destas células
¢ ainda bastante acentuado, no entanto a histéria tem mostrado que a maioria das
tecnologias revolucionarias passaram a ser mais acessiveis a medida que se tornaram mais

populares (Ferrari et al., 2007).

E dificil prever atualmente o impacto que a Engenharia Tecidular com recurso a células
estaminais dentarias tera no futuro. No entanto, independentemente dessa duvida, é
possivel concluir o grande potencial destas células e o desejo de o aproveitar da forma

mais eficaz e mais abrangente possivel.

Ensaios clinicos previamente realizados sugerem que informacdo adicional sobre as
células estaminais dentérias e a sua aplicacdo médica € essencial para compreender a real
eficacia terapéutica, sobrevivéncia celular, integracdo, funcionalidade e seguranca a

longo prazo.

Os capitulos anteriores tiveram o objetivo de nos aproximar do sonho que ainda é a
aplicacdo destas células valiosas, no entanto mantem-se a ansia de responder com a

realidade e a esperanca de que estas sejam de fato a “fonte de vida” que tanto se procura.
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