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Resumo

A regeneracao dentaria baseia-se no uso de materiais, que tém que permitir o funcionamento
adequado da denti¢do. A eficdcia e durabilidade das terapias usadas ¢ questionavel, sendo
necessarios métodos bioldgicos alternativos que possibilitem um equilibrio entre a formagao
do novo tecido dentario e as funcdes fisiologicas do dente. Diferentes tipos de células
estaminais ¢ novos métodos biologicos, tém sido aplicados na pesquisa de regeneracao
dentaria. As células estaminais dentdrias sdo cada vez mais uma fonte dessas pesquisas. Face
a complexidade e inovagdo do tema, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma
revisao narrativa sobre o estado de arte na utilizacdo de células estaminais dentarias na
reparagao ou regeneracao total dos dentes permanentes. Mantém-se desafios significativos
como a integracdo sinérgica de sinais estruturais e moléculas bioldgicas relevantes, tamanho e
forma anatomica da coroa, formagdo de um periodonto adequado e complicagdes que podem

ocorrer durante ou ap6s o transplante.

Palavras-chave: Reparacdo dentaria, Regeneragao dentdria, Células estaminais dentarias,

engenharia celular.



Abstract

Dental regeneration is based on the use of materials, which have to allow proper functioning
of the dentition. The effectiveness and durability of the therapies used are questionable, and
alternative biological methods are needed, allowing a balance between the formation of new
tooth tissue and the physiological functions of the tooth. Different types of stem cells and new
biological methods have been applied in tooth regeneration research. Dental stem cells are
increasingly becoming a source of such research. In view of the complexity and innovation of
the topic, the present work aimed to conduct a narrative review on the state of the art in the use
of dental stem cells in the repair or total regeneration of permanent teeth. Significant challenges
remain such as the synergistic integration of relevant structural signals and biological
molecules, size and anatomical shape of the crown, formation of an adequate periodontium,

and complications that may occur during or after transplantation.

Key words: Dental repair, Dental regeneration, Dental stem cells, cell engineering
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Indice de Abreviaturas

DE - Epitélio dentério (do inglés, dental epithelium)

dECM - Matriz extracelular descelularizada (do inglés, decellularized extracellular matrix)
DM - Mesénquima dentario (do inglé€s, dental mesenchyme)

DSC — células estaminais dentarias

DPSC - Células estaminais da polpa dentaria (do inglés, dental pulp stem cells)

dTB - botao do dente descelularizado (do inglés, decellularized tooth buds)

ECM - Matriz extracelular (do inglés, extracellular matrix)

EK - N6 de esmalte (do inglés, enamel knot)

iPS - Células estaminais pluripotentes induzidas (do inglés, induced pluripotent stem cells)
MSC - Células estaminais mesenquimais (do inglés, mesenchymal stem cells)

PDL - Ligamento periodontal (do inglé€s, periodontal ligament)

PDLSC - Células estaminais do ligamento periodontal (do inglés, periodontal ligament stem
cells)

SHED - Cé¢lulas estaminais de dentes deciduos esfoliados (do inglés, stem cells from exfoliated

deciduous teeth)
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I - Introducao
A medicina regenerativa ¢ uma area interdisciplinar que estuda a capacidade de regeneragao
dos tecidos e 6rgaos funcionais com o intuito da sua utilizacao para substituir aqueles afetados

por doengas, lesdes ou envelhecimento (Mao et al., 2015; Yadav et al., 2016).

A capacidade regenerativa dos dentes no ser humano ¢ muito limitada. Atualmente, as
intervengoes terapéuticas em medicina dentaria baseiam-se no uso de materiais e implantes
especialmente adaptados, que nem sempre permitem o funcionamento adequado da denticao.
A eficacia e durabilidade dessas terapias sdo questionaveis, pelo que sdo necessarios métodos
bioldgicos alternativos que possibilitem um equilibrio entre a formagdo do novo tecido dentério
e as fungdes fisiologicas do dente. Para reconstruir esta estrutura natural € indispenséavel ter um
conhecimento profundo dos eventos biologicos ligados a odontogénese (Mitsiadis ef al., 2015;

Miran et al., 2016).

Os dentes sdo 6rgdos de mastigacdo altamente diferenciados, formados por esmalte, dentina,
cemento, polpa e tecido periodontal. Devido ao seu mecanismo de regulacdo especializado,
origem histologica, estrutura diversa e fungao, estudos no campo de regeneracdo dentéria sao
ainda escassos. Na ultima década, novas ideias para a regeneragdo dentaria foram propostas
em grande parte devido ao rdpido desenvolvimento de tecnologias em engenharia celular.
Diferentes tipos de células estaminais e novos métodos bioldgicos, tém sido aplicados na
pesquisa de regeneragdo dentaria. As células estaminais sao células indiferenciadas que estdo
presentes na fase embrionaria, fetal e adulta, com potencial de auto-replicagdo e diferenciagao
multidirecional. S3o vistas como células universais devido a sua capacidade de diferenciagdo
em células funcionais, tecidos e 6rgaos (Caton et al., 2011; Kolios et al., 2013; Zhai et al.,

2019).

As células estaminais dentarias podem ser facilmente obtidas de dentes pré-molares e dos sisos
e sdo cada vez mais uma fonte de pesquisas em medicina regenerativa. Grandes quantidades
de células estaminais vidveis podem ser obtidas dos tecidos dentarios saudéveis, enquanto nos
tecidos inflamados ou traumatizados estas células vidveis existem em quantidades muito mais
baixas. Para promover a regeneracao dentaria ¢ possivel a utilizacdo das proprias células
estaminais dentdrias sendo que estas tem que ser extraidas e colocadas em culturas celulares in
vitro, suplementadas para promover a sua expansao, ¢ depois novamente utilizadas ex vivo no

paciente (Liu et al., 2011a; Liu et al., 2011b; Zhai et al., 2019).
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1. Materiais € métodos

Esta revisao narrativa foi realizada entre Margo ¢ Julho de 2021, utilizando a base de dados
PubMED. Como critérios de inclusao foram considerados artigos publicados entre 2016-2021,
escritos na lingua inglesa, encontrados com a expressao de pesquisa (“dental stem cells”’) AND
(“tooth regeneration”) OR (“dental stem cells”) AND (“tissue engineering”) AND (“tooth

regeneration’).

Foram obtidos 295 resultados. Inicialmente, a selecao foi realizada com base na leitura do titulo
e do resumo, tendo sido considerados critérios de inclusdo artigos publicados nas linguas
inglesa e portuguesa, tendo sido rejeitados todos aqueles que, divergiam da tematica em estudo
ou cuja disponibilidade estava impossibilitada. Foram obtidos 19 artigos para leitura integral.
Foram ainda utilizadas referéncias e palavras-chave relevantes desses artigos, resultando num

total de 75 artigos para discussao.
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II — Desenvolvimento

1. Odontogénese

A odontogénese ¢ caracterizada pela interagdo entre o epitélio, derivado da endoderme
embriondria, ¢ 0 mesénquima, derivado das células da crista neural craniana. O epitélio da
origem ao esmalte e 0 mesénquima dé origem a dentina, cemento, polpa, e aparelho periodontal

(Baranova et al., 2020; Yu et al., 2020).

O espessamento do epitélio oral marca o inicio do desenvolvimento do dente e em 48 horas
este prolifera e invagina-se no mesénquima dentario (DM) subjacente. O DM condensa-se a
volta do epitélio e nas 96 horas seguintes o epitélio continua a proliferar e alongar a volta do
DM, formando assim o botdo dentario. Posteriormente forma-se o né de esmalte (EK), um
conjunto de células que produzem moléculas de sinalizagdo que vao controlar o
desenvolvimento e morfologia da coroa do dente: direcionam a proliferacao e diferencia¢do do
epitélio dentério (DE) e do DM nas proximidades do EK, regulando assim a formagdo das
cuspides. A seguir a formacao da coroa, comega a formacao da raiz juntamente com a formagao
dos tecidos periodontais. Apds a erup¢ao o dente ¢ ancorado ao osso alveolar circundante por
meio do ligamento periodontal (PDL). O centro de sinalizacdo responséavel pela formagao da
raiz do dente ¢ a bainha epitelial de Hertwig, que se situa na al¢a cervical formada pelas
camadas de células DEs internas e externas. As principais vias de sinalizagao entre DE e DM
sdo as proteinas morfogénicas 6sseas (BMP) os fatores de crescimento de fibroblastos, as
proteinas hedgehog (Shh) e as proteinas Wnt. Além da sinalizagdo celular as forgas tecidulares,
como contragdo epitelial, condensacdo mesenquimal ou biomecénica Ossea, participam na
formagdo da morfologia do dente durante o seu desenvolvimento (Calamari ef al., 2018; Ten

Cate 1996; Wang et al., 2017; Yu et al., 2020; Zhang et al., 2021).
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2. Células estaminais dentarias

As células estaminais sdo cé€lulas indiferenciadas, com potencial para auto-regeneracao e
diferenciagdo em uma ou mais células especializadas e dividem-se quanto a sua origem em
embriondrias ou adultas (somadticas) e de acordo com seu potencial de diferenciagdo em
totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes. Designam-se
totipotentes quando possuem a capacidade para originar todas as células diferenciadas criando
assim um organismo completo. Pluripotentes sdo descendentes das células totipotentes,
formam as trés camadas germinativas: endoderme, mesoderme e ectoderme. Multipotentes
diferenciam-se em varias células especializadas. Oligopotentes diferenciam-se em alguns tipos
de células. Unipotentes diferenciam-se em apenas um tipo de célula (Abou Neel et al., 2014,

Robey 2000; Rodriguez-Lozano ef al., 2011).

As células estaminais dentdrias caracterizam-se como células estaminais mesenquimais
(MSCs) de origem dentaria, multipotentes com a capacidade autorregenerativa (Botelho et al.,

2017).

Existem cinco tipos de MSCs de origem dentéria: células estaminais da polpa dentaria
(DPSCs), células estaminais de dentes deciduos esfoliados (SHED), células estaminais do
ligamento periodontal (PDLSCs), células estaminais da papila apical (SCAP), e células
progenitoras do foliculo dentario (DFPCs) (Botelho et al., 2017; Huang et al., 2009;
Rodriguez-Lozano ef al., 2011; Yadav et al., 2016).
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3. Engenharia de tecidos em Medicina Dentéria

A engenharia de tecidos aborda a regeneracao de novos tecidos através do uso de mediadores
biologicos e de uma matriz. O seu objetivo ¢ aproveitar a capacidade do proprio organismo de
regenerar o tecido fisiologicamente ativo que responde ao metabolismo, em vez de substitui-
lo por enxertos e dispositivos bidnicos. Durante a regeneracdo ocorrem os principais eventos
da formacgdo e crescimento do tecido, tais como a migragdo celular, proliferacao, apoptose,
diferenciacdo, interacdes indutivas e inibitdrias e morfogénese. A abordagem a usar em cada
regeneragdo depende do tipo de células usadas, moléculas de sinalizagdo e da estrutura matriz,
a fim de reproduzir a sequéncia de eventos na regeneracdo tecidular (Abou Neel ef al., 2014;

Nussenbaum et al., 2006).

Na regeneracdo dentaria baseada na engenharia de tecidos uma das estratégias mais usadas ¢ o
isolamento e cultura das células estaminais dentdrias numa matriz biologica — “scaffold” in
vitro conjuntamente com fatores de crescimento dentario. Posteriormente essa matriz €
implantada no paciente de forma a possibilitar a regeneragdo dentaria total (Bencherif et al.,

2013).

3.1 Injecdo e indugdo celular

A injecdo celular, nomeadamente de células estaminais dentarias, ¢ o método mais promissor
para regenerar os tecidos. As propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias das MSCs
derivadas da mucosa oral e gengiva colocam-nas como uma potencial fonte de células nas
terapias de reparacao de feridas, doengas relacionadas a inflamagao e regeneracao dentaria. As
MSCs podem regular a intensidade da resposta imune induzindo a apoptose de células T,
podendo até ter um potencial efeito terapéutico (Abou Neel et al., 2014; Wang et al., 2012;
Zhang et al., 2012).

No entanto, existem varios fatores que podem limitar a eficacia deste procedimento,
nomeadamente a fraca capacidade de implantagdo, a area afetada, a manutencdo fenotipica
celular e a propria rejei¢do imunoldgica pelo organismo. Para evitar reacdes de rejeicao e ser
mais preciso na area de implantacao das células e na libertagdo das mesmas, pode ser usado
um veiculo de transporte, estratégia promissora em regeneragdes osseas e de cartilagem (Abou

Neel et al., 2014; Ravichandran et al., 2012).

Caso o uso de células estaminais dentérias seja uma impossibilidade pode-se optar pela inducao

celular, que consiste na indugcdo da osteogénese através da injecdo de biomateriais
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osteoindutivos. Para maximizar o potencial dos biomateriais osteoindutivos, o fendmeno de
osteoinducdo ¢ dividido em 3 principios. Primeiro, os materiais osteoindutivos devem ser
capazes de recrutar MSCs para superficies de enxerto dsseo através da libertagdo de factores
de crescimento. Segundo, o material deve promover a diferenciagdo dos MSCs em
osteoblastos. Terceiro, os osteoblastos devem ser capazes de formar osso ectdpico in vivo

(Abou Neel et al., 2014; Miron et al., 2012).

Teoricamente o material osteocondutor ideal ndo necessita de nenhum componente bioldgico
exogeno para induzir a osteogénese, mas na pratica estes componentes ainda sao utilizados,
através da injecao das moléculas de sinalizagdo, como por exemplo, fatores de crescimento ou
diferenciagcdo, para modular o comportamento celular. Embora esta abordagem tenha sido
eficaz na regeneragdo de alguns tecidos, o custo da purificagdo e o desenvolvimento de um
transportador apropriado para introduzir no organismo os factores de crescimento aos locais

alvo limitam o seu campo de ac¢do (Abou Neel et al., 2014; Miron et al., 2012).

3.2 Matriz ou “‘scaffold” celular.

As células isoladas do proprio paciente ou de um dador sdo expandidas em cultura e
“semeadas” numa estrutura natural ou sintética que define a forma do tecido e suporta as células
durante seu crescimento. Essas estruturas, chamadas de matrizes, podem ser tridimensionais, e
criam artificialmente um ambiente capaz de direcionar a adesdo, proliferacdo e diferenciacio
celular. Idealmente, as células aderem ao suporte, proliferam, diferenciam-se e formam o tecido
necessario. Posteriormente, o tecido recém-formado pode ser transplantado para o paciente
(Abou Neel et al., 2014; Gupte et al., 2012; Marler et al., 1998; Tomlinson et al., 2013). Os
materiais que compde a matriz podem ser diversos, nomeadamente polimeros ou ceramica,
dependendo das propriedades necessarias de adaptagdo/mimetizagdo do tecido a regenerar. A
porosidade da matriz ¢ indispensavel, ndo so para o crescimento 0sseo, como para a migragao

celular e libertacdo de fatores de crescimento (Zhang et al., 2013).

Para este método as MSCs de origem dentaria, nomeadamente as MSCs derivadas da mucosa
oral e gengiva continuam a ser as candidatas mais provaveis. No entanto, devido a sua
localizagdo anatomica especifica na cavidade oral, ¢ necessario perceber se a resposta imune
de defesa do hospedeiro dessas MSCs ¢ diferente das células estaminais derivadas da medula
6ssea e como se poderdo comportar numa matriz especifica. Permanecem desafios técnicos

significativos que precisam de considerar a integragdo sinérgica de sinais estruturais e
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moléculas bioldgicas relevantes, para alcangar o funcionamento adequado da estrutura dentaria

(Abou Neel et al., 2014; Wang et al., 2012; Zhang et al., 2012).

4. Regeneracgdo dentaria com células estaminais dentérias

Como referido anteriormente, as células estaminais somaticas do proprio paciente podem ser
usadas para gerar os tecidos e o6rgaos desejados, reprogramando-as para células estaminais
pluripotentes induzidas (iPS), e por sua vez, reprogramando essas cé€lulas iPS para os tipos de
células desejadas (Takahashi et al., 2006; Thesleff ef al., 2018). As iPS podem ser geradas
apartir das SCAP, DPCS, SHED, terceiro molar, fibroblastos da mucosa bucal, fibroblastos
gengivais e do ligamento periodontal (Lee and Seo, 2016; Malhotra, 2016).

Na reprogramacgao celular, tal como em todos os tipos de manipulagdo, hd um risco aumentado
da geracdo de tumores e instabilidade cromossomica (Radwan et al., 2020). Alem disso, na
maioria dos protocolos de isolamento e expansao de células estaminais sdo utilizados produtos
xenogénicos. Os meios de cultura sdo compostos por células xenogénicas e soro fetal bovino,
0s quais tem por objectivo manter as células num estado indiferenciado, e salvaguardar a sua
pluripoténcia (Erickson et al., 1991; Lee and Seo, 2016; Polo et al., 2010; Takeda-Kawaguchi
et al., 2014; Villa-Diaz et al., 2013).

O ambiente circundante, chamado nicho de células estaminais influéncia fortemente o
comportamento e as propriedades das células estaminais. Este nicho ¢ uma combinacgdo de
células, matriz extracelular e factores de crescimento, que esta sob a influéncia de tensoes
mecanicas e quimicas (Jones et al., 2008; Miran et al., 2016; Mitsiadis et al., 2007; Pagella et
al., (2014).

O microambiente adequado para a regeneragao do complexo dentina-polpa ¢ produzido pela
interacao entre a matriz e as células. Segundo alguns estudos, a matriz tridimensional, mesmo
de origem bioldgica, quando implantada ndo consegue guiar a regeneragdo funcional do

complexo dentina-polpa de maneira consistente (Zhai et al., 2019).

Noutros estudos, a matriz revestida com dentina e preparada com células estaminais derivadas
dos foliculos dentarios quando implantada em ratinhos, por via subcutanea foi capaz de
regenerar tecidos de dentina de forma completa. Também o tecido semelhante a polpa foi
regenerado em raizes dentdrias humanas, através do uso de matrizes injectaveis, misturadas

com SHED (Guo et al., 2009; Rosa et al., 2013; Zhai et al., 2019).
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Ap6s a implantagdo de células estaminais dentarias na estrutura da matriz, pode ser formado o
tecido semelhante a polpa, no entanto, as matrizes/estruturas disponiveis, atualmente, nao
possuem na sua totalidade as caracteristicas da matriz extracelular natural, com falta de
comunicac¢do intercelular, degradacdo selectiva e remodelacdo. Em alternativa, ao uso de
células que revestem a matriz tridimensional existem outras estruturas bioldgicas que
promovem a comunicacdo intercelular e produzem mais matriz extracelular. O uso de
esferdides DPSC de micro tecido livre, pré-vascularizados por suspensao com células
endoteliais da veia umbilical humana, demonstraram uma regeneragdo com boa vascularizacio
e tecido semelhante a polpa. Os esferoides ou agregados celulares simulam a condensacio
celular, fornecendo assim uma estimulacao adequada para o desenvolvimento e regeneracao

dos orgaos, evitando assim as principais desvantagens do uso da matriz (Zhai et al., 2019).

4.1 Ensaios clinicos com DSCs

No ensaio clinico de Xuan e colaboradores (2018) foi observada a regeneragdo pulpar bem-
sucedida e desenvolvimento continuo da raiz em dentes permanentes monorradiculares
imaturos tratados com SHEDs autologos. Um grupo de 26 pacientes recebeu um implante
autdlogo de SHED e um grupo de 10 pacientes recebeu um tratamento padrido para
apexificacdo. Todos os pacientes que receberam agregados de SHED cultivados regeneraram
a polpa dentéria altamente vascularizada, apesar de a regeneragdo de estruturas semelhantes a
dentina ter sido limitada. Nao foi observada nenhuma maturacao da raiz em dentes controlo
tratados, embora o desenvolvimento da raiz tenha continuado em todas as amostras SHED

(Xuan et al., 2018; Zhang et al., 2021).

Estudos clinicos para regeneracdo de PDL, envolvem a regeneracdo do proprio PDL, cemento
e osso alveolar. Na clinica ¢ geralmente empregue a terapia de regeneracao tecidual guiada
para a regeneracao de PDL no tratamento de periodontite e outras doengas periodontais. O
numero muito baixo de PDLSCs julga-se ser responsavel pelo potencial regenerativo limitado
do periodonto. Células estaminais STRO-1 +/ CD146 + presentes no PDL sdo sugeridas como
uma fonte de células estaminais para terapias regenerativas. Estudos sobre a origem desta
linhagem celular no incisivo do rato em erupg¢ao continua demonstraram que o tecido do PDL
¢ derivado em parte das células progenitoras mesenquimais Igfbp5 + e Lrigl +, enquanto outros
demostraram que as células epiteliais fragmentadas da raiz do dente também contribuem para
a formagao de tecido do PDL. No ensaio clinico de Chen e colaboradores (2016) conduzido

em 30 pacientes com periodontite, tratados com PDLSCs autdlogos, ndo foi observada
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significancia estatistica nas diferencas entre os grupos tratados com PDLSC e controlo, porém
foi constatado um aumento na altura do osso em ambos os grupos (Chen et al., 2016; Itaya et

al.,2017; Liu et al., 2019; Zhang et al., 2021).

No estudo de Tamaoki e colaboradores (2010) as células de polpa dentéria foram usadas para
induzir células iPS. Das 6 linhas de células de polpa dentaria, testadas com fatores de
reprogramagao convencionais, as células iPS foram estabelecidas a partir de 5 linhas de células
de polpa dentaria: existe uma grande eficiéncia da geracao de cé€lulas iPS a partir de células de
polpa dentaria .Além da alta eficiéncia de geracao de iPS e facil disponibilidade de células do
dador, a alta proliferacdo e as condi¢des de cultura simples encorajaram a geragdo de células
iPS a partir de células de polpa dentaria. A reprogramacao das células somaticas dos pacientes
val permitir a terapia de transplante livre de rejei¢ao imunoldgica (Tamaoki et al., 2010; Yan

et al.,2010; Zhang et al., 2021).

4.2 Regeneragao de dente inteiro

E um processo complexo que requer interac¢des temporoespaciais precisas e sinalizago
molecular entre o DE e o DM. As pesquisas anteriores demonstraram que o DE embrionario
em estagio inicial pode iniciar o desenvolvimento dentério, enquanto no estagio mais avangado
a capacidade odontogénica passa para o DM, permitindo-lhe induzir a formagdo do dente
quando recombinado com o epitélio. Os dentes maturos do homem perdem a sua capacidade
regenerativa porque o DE ndo esta presente nos dentes erupcionados (Balic, 2018; Zhang et

al., 2021).

Em alternativa, pode ser empregue uma estratégia hibrida para a regeneragdo de dente inteiro,
na qual as divisdes de tecido criados biologicamente, como por exemplo, o PDL ou uma coroa
de dente, sdo combinados com um implante metalico ou de ceramica ou uma raiz de dente
regenerada seria combinada com uma coroa prostética (Baranova et al., 2020; Oshima et al.,

2014; Sonoyama et al., 2006).

4.2.1 Métodos para regeneracao do dente inteiro

Para explorar os possiveis métodos de regeneragdo dentaria, o modelo de botdo de dente
embrionario de rato ¢ o mais estudado. No ensaio de Hu e colaboradores (2006) as camadas de
células DE e DM do rato foram criadas e combinadas para formar o botdo de dente artificial.
Essencialmente este modelo consiste no uso de tecido DE em estdgio embrionario inicial,

intacto ou dissociado, para assegurar a formacao dentaria bem-sucedida. No ensaio de
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Ohazama e colaboradores (2004) observou-se a formac¢ao de dentes quando a camada DE foi
combinada com células DM dissociadas, de uma mistura de células estaminais neurais
embrionarias colhidas da medula espinhal embrionéria ou células embrionarias da medula
6ssea. Nakao e colaboradores (2007) observaram pela primeira vez a regeneracdo bem-
sucedida de dentes totalmente funcionais, usando botdes artificiais dentarios, a partir de células
embrionarias de botao dentario. Nos anos seguintes os estudos de Ikeda e colaboradores (2009)
e Oshima e colaboradores (2011) demonstraram a formagao de dentes totalmente funcionais.
As suspensdes de células tnicas de DE e DM colhidas de germes embrionarios de dente do
rato foram combinadas com uma gota de colagénio, cultivadas in vitro para se desenvolver no
estagio inicial de sino e transplantadas numa mandibula de rato com 8 semanas de idade. (Ikeda
et al., 2009). Este estudo relatou a formagado de dentes de tamanho normal que erupcionaram
de forma semelhante aos dentes naturais (Caton et al., 2009; Hu et al., 2006; Ikeda et al., 2009;
Nakao et al., 2007; Ohazama et al., 2004; Oshima et al., 2011; Zhang et al., 2021).

Ao mesmo tempo noutros estudos foi adoptado o uso de fontes de células obtidas de dentes
poOs-natais. As células DE e DM foram colhidas de dentes de porco ndo erupcionados com 6
meses de idade. As células DE e DM misturadas, ou sozinhas, aplicadas em estruturas
tridimensionais biodegradaveis de poliéster em forma de dente, foram transplantadas para o
omento de ratos atimicos. Na observagdo dos implantes retirados verificou-se a formagao de
pequenas coroas dentarias anatomicamente organizadas, constituidas de dentina,
odontoblastos, polpa e esmalte. Nenhuma estrutura da raiz do dente tinha sido verificada nesses
dentes. Posteriormente, foram concebidas construgdes o6sseas da mandibula ¢ botao dentario
hibrido, composto por um botdo dentario modificado, criado a partir de células DM humanas
e e uma matriz com células DE de suino. Esse modelo, permitiu a formagao de estruturas
semelhantes a coroa do dente, e a raiz contendo tecidos do PDL que estavam integrados no
osso circundante recém-formado. Embora seja um resultado extremamente promissor, a coroa
do dente e as estruturas radiculares tinham tamanhos e formas variaveis, indicando a
necessidade de melhores métodos para regular a formagao dos tecidos dentarios regenerados
de forma mais precisa (Duailibi et al., 2008; Honda et al., 2007; Zhang et al., 2009; Zhang et
al., 2021).

O uso de uma matriz extracelular de botdo de dente natural criada a partir de botdo de dente
poOs-natal descelularizado (dTB) para proporcionar o desenvolvimento adequado de dentes ¢
uma das solugdes propostas. No estudo de Traphagen e colaboradores (2012) foi demonstrado
que os processos de descelularizagdo podem ser usados para remover componentes
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imunogénicos de 6rgaos e tecidos inteiros de forma segura, mantendo a ECM natural e os seus
componentes de sinalizagdo. Com base no uso bem-sucedido de matrizes extracelulares
descelularizadas (dECM) para aplicacdes em medicina regenerativa, foram criadas as
estruturas dTB-ECM a partir de botdes de dentes suinos pos-natais e revestidas novamente com
células DE suinas e DPSCs humanas, juntamente com células endoteliais de veia umbilical
humana para facilitar a revascularizacdo. As estruturas foram assim transplantadas para
cavidades de dentes extraidos de miniporcos adultos e cultivadas por 1 a 3 meses. Na analise
da colheita, foi observada a formacao de dentes de tamanho semelhante aos dentes humanos
naturais (Sicari et al., 2014; Smith et al., 2017; Traphagen et al., 2012; Zhang et al., 2017,
Zhang et al., 2021).
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III — Discussao

Atualmente, o modelo de botdo de dente embrionario de rato ¢ o mais avancado para
regeneragao funcional de dentes a partir de tecidos embriondrios. Este modelo demonstrou a
formagdo de dentes de tamanho normal que erupcionaram de forma semelhante aos dentes
naturais (Ikeda et al., 2009; Zhang et al., 2021). Contudo, do ponto de vista ético devem ser

avaliadas as vantagens e desvantagens deste modelo, privilegiando os estudos in vitro.

De acordo com a literatura, a falta de fontes adequadas de células DE humanas ¢ o principal
desafio para a criagdo de botdes dentarios fisiologicamente vidveis, dai que a fonte de células
mais promissora podem ser as células iPS, diferenciadas posteriormente em células DE
competentes. No entanto, atualmente nenhum ensaio clinico foi relatado para regeneracao
dentaria usando as células iPS (Takahashi et al., 2006; Thesleff et al., 2018; Zhang et al., 2021),

revelando assim a importancia de mais ensaios sobre a viabilidade destas células.

Um problema adicional que cria um obstaculo para a aplicacdo clinica de células iPS ¢ a sua
utilizacao quando derivadas de fibroblastos da polpa dentaria, mucosa oral/gengival: apesar de
a eficiéncia de producdo ser 4 a 10 vezes maior com o uso de outras células, ainda ¢
relativamente baixa para aplicagdo em regeneracao dentaria (Lee and Seo, 2016; Romanazzo

etal.,2019).

A co-cultura de células iPS com células e fatores de crescimento pode ser uma solucao
promissora, simulando as condig¢des in vivo para assim otimizar os resultados da regeneragao.
Tal como, co-cultivar células iPS com células DE e DM pode induzir sinais de interacao
epitelial-mesenquimal desencadeando o processo de desenvolvimento dentdrio. Contudo,
reproduzir uma interacdo epitelial-mesenquimal representa um grande desafio na regeneracdo

dentaria (Arakaki et al., 2012; Cai et al., 2013).

Em alternativa, o uso de células obtidas de dentes pos-natais para regeneragao dentaria resultou
na formacao de coroa e estruturas radiculares com tamanhos e formas variaveis. O tamanho
anatomico correto, forma da coroa e relevo da superficie oclusal sdo condi¢des importantes
para uma oclusdo funcional adequada numa denticdo. Uma solucao possivel ¢ usar ECM de
botao de dente natural, criada a partir de dTB para orientar a formagao de dentes de tamanho e
formato especificos. A matriz de dECM foi recentemente aprovada pela Food and Drug
Administration para aplicagdes terapéuticas em humanos, tornando este modelo uma terapia
potencialmente promissora para a regeneragao dentaria (Baranova et al., 2020; Sicari et al.,

2014; Smith et al., 2017; Traphagen et al., 2012; Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2021).
12
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Outros desafios no desenvolvimento dentdrio, ¢ a escolha das moléculas de sinalizagdo
estimuladoras do crescimento e induzir a sua atuagdo no local adequado de forma a obter o
resultado pretendido. Além disso, a forma, tamanho e cor da coroa do dente sdo também um
desafio apesar de serem caracteristicas possiveis de serem corrigidas por métodos existentes

na clinica dentaria (Zhang et al., 2021).

Sao necessarias mais pesquisas para obter uma compreensao mais detalhada das redes de
sinaliza¢dao que regulam a formacao dentaria, € como essas redes podem ser manipuladas para

regular o tamanho e a forma na regeneragdo dentaria (Cai et al., 2007).

As células expandidas e reprogramadas, mesmo usando células autélogas, acarretam o risco de
transformacdo em células cancerigenas. Para reduzir esses riscos o uso de vetores ndo virais
para reprogramacao, aliado a utilizagao de células pré-diferenciadas em linhagens especificas,
por exemplo em as MSCs, podera ser promissor (Cao et al., 2013; Lee et al., 2011; Lee et al.,

2016; Montserrat et al., 2011; Radwan et al., 2020; Zhao et al., 2015; Zhu et al., 2014).

Outra limitacao associada a maioria dos protocolos atuais de isolamento e expansao de células
estaminais reside na utilizagdo de produtos xenogénicos. Os meios de cultura sdo compostos
por células xenogénicas e soro fetal bovino, os quais mantém as células num estado
indiferenciado, e salvaguardando a sua pluripoténcia. O uso desses produtos em ensaios
clinicos pode acarretar um risco de transmissdo de doengas, provocar uma reagao imunogénica
e afetar a reprodutibilidade (Erickson et al., 1991; Lee et al., 2016; Polo et al., 2010; Takeda-
Kawaguchi et al., 2014; Villa-Diaz et al., 2013).
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IV — Conclusao

Os métodos atuais de reparagao ou substituicdo dentaria como implantes dentarios ou proteses
parciais removiveis utilizam materiais sintéticos cujas propriedades bioldgicas, fisicas e
mecanicas sdo bastante diferentes do dente natural. Os ensaios realizados até a data
demonstram que a regeneracdo ou reparacdo do tecido bioldgico dentario com células
estaminais dentarias com as mesmas propriedades biologicas, fisicas € mecanicas do dente ¢

promissora.

Atualmente, tal representa um desafio por varias razdes: como tamanho e forma anatomica da
coroa, formacdo de um periodonto adequado ou complicacdes que podem ocorrer durante ou
apos o transplante. Também o custo elevado associado a manipulagdo ex vivo das células ¢ um

factor que contribui negativamente para o avancgo de regeneracao dentaria.

O progresso na regeneracdo de dentes inteiros com iPS exigira ensaios clinicos de modo a
assegurar a eficdcia com a seguranca exigida, e mais pesquisas no sentido de compreender

melhor as redes de sinalizacao entre DE ¢ DM.
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