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RESUMO

Na ultima década, a engenharia dos tecidos sofreu uma enorme expansao. As células
estaminais, como por exemplo as células estaminais mesenquimatosas dentdrias, de facil
acesso para os médicos dentistas e cirurgides orais, possuem propriedades
imunossupressoras, elevada capacidade proliferativa e possibilidade de se diferenciarem em
odontoblastos, cementoblastos, osteoblastos e outras células envolvidas na morfogénese da
estrutura dentaria, o que supde uma utilizacdo prospetiva no futuro clinico da medicina
dentaria regenerativa.

No entanto, para a sua utilizacdo clinica prospetiva, é necessario o conhecimento, nao
s6 dos mecanismos associados a proliferacdo e diferenciacdo das células estaminais dentdrias,
mas também aos fatores de crescimento e as biomoléculas sinalizadoras implicadas no
desenvolvimento e regeneragdo de diferentes estruturas. Além disso é necessario um scaffold
especializado que facilite a integracdo, diferenciacdo e a sintese de uma matriz, de forma a
promover multiplas interagGes especificas entre as células.

Nesta revisdo bibliografica, serd descrito, brevemente, o desenvolvimento e a
estrutura dentaria, os conceitos fundamentais do metabolismo das células estaminais,
focalizando nas células estaminais mesenquimatosas por serem as mais utilizadas na terapia
celular.

A nivel da engenharia dos tecidos sera abordada uma visdo geral dos diferentes tipos
de células estaminais dentdrias, como as células estaminais da polpa dentdria, de dentes
deciduos, do ligamento periodontal, assim como os fatores de crescimento e os suportes

implicados a regeneracgao tecidular.

PALAVRAS-CHAVE

“Células e Terapia Tecidular”, “Células Estaminais Dentdrias”, “Células Estaminais em
Medicina Dentaria”, “Polpa Dentaria”, “ Medicina Dentaria Regenerativa”, “Células Estaminais

em Medicina”.
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ABSTRACT

In the last decade tissue engineering has suffered a huge expansion. Stem cells, such as
dental mesenchymal stem cells, of easy access to dentists and oral surgeons, have
immunosuppressive properties , high proliferative capacity and can differ concerning
odontoblasts, cementoblasts, osteoblasts and other cells which are involved in the dental
piece. This may give a remarkable contribution to clinical dentistry future.

However, it is necessary to understand quite well not only the mechanisms associated
with dental stem cells but also to growth factors and signaling biomolecules involved in the
development and regeneration of different structures. Besides, a skilful scaffold is required to
enable the integration, the difference and the synthesis of an array, in order to promote
specific interactions among multiple cells.

In this literature review, | intend to write a brief description of the development and
tooth structure, as well as stem cells, giving special emphasis to mesenchymal stem cells since
they’re the most used in cell therapy.

Concerning tissue engineering, | will point out the different types of dental stem cells,
such as dental pulp stem cells, deciduous teeth, periodontal bond as well as growth factors

and substrates involved in tissue regeneration.

KEYWORDS

“Cell and Tissue-based Therapy”, “Dental Stem Cells”, “Stem Cells in Dentistry”,

”n u

“Dental Pulp”, “Regenerative Dentistry”, “Stem Cells in Medicine”.
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ABREVIATURAS E SIGLAS

ESC: Embryonic Stem Cells
iPS: induced Pluripotent Stem Cells
MSCs: Mesenchymal Stem Cells

DPSCs: Dental Pulp Stem Cells

SHED: Stem Cells from Human Exfoliated Deciduos Teeth

PDLSCs: Periodontal Ligament Stem Cells
DFSCs: Dental Follicle Stem Cells
TGPCs: Tooth Germ Progenitor Cells
SCAP: Stem Cells Apical Papilla

DPC: Direct Pulp Capping

BMP: Bone Morphogenetic Protein
PLG: Poly-Lactide/Glicoide

PLLA: Poly(L-lactic acid)

PGA: Poliglicoide Acid

B-TCP: B-tricalcium phosphate
PLGA: Poly (Lactic-Co-Glycolic Acid)
HA: Hydroxyapatite

DSP: Denti Sialoprotein

PCL: Polye-caprolactone

PEG: Polyethylene oxide or Polyoxyethylene
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INTRODUCAO

Atualmente, o grande objetivo da medicina regenerativa assenta no desenvolvimento de
terapias que restaurem a perda, danos e envelhecimento dos tecidos (1). Assim, as células
estaminais tém sido alvo de estudo em varias areas das Ciéncias da Salude durante as ultimas
décadas, devido essencialmente ao potencial que as mesmas apresentam ao nivel da
regeneracdo. Estas células possuem duas caracteristicas fundamentais: capacidade de se
renovarem indefinidamente num estado indiferenciado e a possibilidade de se diferenciarem

num ou mais tipos de células especializadas [Figura 1] (2).

Célula estaminal Células especializadas

nao especializada
Célu las

do sangue

Dijerefciagéo

Aulo-renovagio

¢élulas musculares

do figado
Neurénios

Figura 1: Propriedades das células estaminais: auto-renovacdo indefinida e diferenciacdo em populagdes especializadas (2).

Devido aos avancos da bioengenharia, a descodificagdo do genoma humano, e aos avangos
na compreensdo da regulacdo molecular na morfogénese dentdria, acredita-se que no futuro a
regeneracdo dentdria com células estaminais poderd ser possivel em humanos (1,2). Varios
estudos tém também demonstrado que a conjugacao de biomateriais e células estaminais
geram novas oportunidades e terapéuticas funcionais na drea da medicina regenerativa, uma
vez que o risco de rejeicdo é minimizado (2,3).

Muitos trabalhos de investigacdo tém sido realizados abordando a diferencia¢do de células
estaminais presentes em estruturas dentarias (e.g., polpa, ligamento periodontal, entre
outros) noutras populagGes celulares, de forma a tratar patologias como doencgas
degenerativas e auto-imunes, entre outras (2,4). Menos abordada tem sido a perspetiva de
utilizar células estaminais provenientes de diversas origens na regeneracdo de tecidos
dentarios.

Para restaurar o dano tecidular é essencial compreender como funciona o mecanismo de
reparacdo/ regeneracgdo, e posteriormente reproduzi-lo (5). A cérie dentadria e a doenca
periodontal sdo os motivos mais comuns que levam a perda dentdria. Para substituir ou
regenerar os tecidos, varios tipos de células estaminais foram identificadas, incluindo células

isoladas de tecidos embrionarios e de tecidos adultos (2,4).
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Além das células estaminais é necessario um microambiente definido e controlado, para
favorecer o processo regenerativo. Fatores pardcrinos que medeiam a formacao vascular,
fatores de crescimento, moléculas bioativas e scaffolds sintéticos ou naturais sdo necessarios
para fornecer condicdes de morfogénese e amadurecimento, orientando a formacdo dos
tecidos dentérios (1,2,6,7).

O objetivo desta revisao bibliografica é, portanto, discutir as propriedades regenerativas e
imunomoduladoras das células estaminais, assim como as suas aplica¢Ges na regeneracdo de
tecidos orais. Ir-se-a também avaliar as abordagens efetuadas e os resultados obtidos, assim
como o potencial e as limitacGes deste tipo de tratamentos regenerativos, nomeadamente a
possibilidade da utilizagdo em contexto clinico. Por Ultimo, irdo ser abordadas as perspetivas

futuras e os desafios que este tipo de terapéutica apresenta.
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MATERIAIS E METODOS

A pesquisa bibliografica efetuada para a elaboracao desta monografia teve como base
artigos fidedignos e atuais. Assim, recorreu-se a base de dados PubMed utilizando os seguintes
termos MesH: “cell and tissue-based therapy”, “dental stem cells”, “stem cells in dentistry”,

”n u

“dental pulp”,

VN4

regenerative dentistry”, “stem cells in medicine”.

Foi colocado como limite publicagdes dos ultimos 10 anos, ou seja de 2005 a 2015 e as
linguas escolhidas foram portugués e inglés. O limite temporal curto deveu-se ao facto de este
tema ser relativamente recente e a informacdo mais pertinente ter sido publicada na dltima

década. Foram também selecionados apenas artigos relacionados com a espécie humana. No

universo dos artigos encontrados, num total de 195 artigos, foram utilizados 41 [Tabela 1].

Ne
Ne DE 3 ;
TErRMOS MESH ARTIGOS ExcLuipos INCLUIDOS
ARTIGOS
ELEITOS
ARTIGOS PAGOS
CELL AND TISSUE- ARTIGOS QUE ARTIGOS QUE RELACIONAVAM A
BASED THERAPY
X 22 5 APENAS ABORDAVAM | TERAPIA TECIDULAR NA MEDICINA
A PARTE DA DENTARIA
DENTISTRY
ENGENHARIA
ARTIGOS PAGOS
ARTIGOS QUE EXPLICAVAM A
DENTISTRY - 5 ARTIGOS QUE UTILIZACAO E A IMPORTANCIA DE
+ FALAVAM APENAS EM CELULAS ESTAMINAIS NA
PERIODONTAIS
ARTIGOS PAGOS
NAO REFERIAM A
S ARTE REGENERATIVA ARTIGOS QUE REFERIAM
STEM CELLS REGENERACAO DENTARIA
+ 141 18
RESULTADOS ARTIGOS QUE EXPLICAVAM A
DENTAL PULP REPETIDOS COM AS .
VARIEDADE DE CELULAS
PESQUISAS ,
ESTAMINAIS DA POLPA DENTARIA
ANTERIORES
DENTISTRY TODOS 0S ARTIGOS FORAM
+ INCLUIDOS PORQUE ABORDAVAM
REGENERATIVE 3 3 - A PARTE REGENERATIVA COM
MEDICINE CELULAS ESTAMIANAIS EM
i MEDICINA DENTARIA
STEM CELLS

Tabela 1- Estratégia utilizada na sele¢do dos artigos através de pesquisa electronica na base de dados Pub-med entre 2005 e

2015, em humanos
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ESTRUTURA E DIFERENCIACAO DENTARIA

A odontogénese é um processo continuo que pode ser dividido em diversas fases: fase
de iniciacdo, broto dentario, capuz, campanula, e fase de aposicdo e maturagao [Figura 2] (8).

Durante o desenvolvimento dentdrio ocorrem diversos processos de iniciacao,
proliferacao, diferenciacdo, morfogénese e maturagao celular (9,10).

A fase de iniciagao é caracterizada por um fenédmeno de indug¢do: uma interacao entre
tecidos embrionarios em que os tecidos mesenquimatosos influenciam os tecidos da
ectoderme para que a odontogénese seja iniciada. Numa localizacdo mais profunda, em
relacdo ao epitélio oral em formacao, localiza-se o mesénquima, que é influenciado por células
da crista neural que migraram para este local. O epitélio oral e 0 mesénquima sdo separados
por uma importante estrutura acelular, a membrana basal. Na sétima semana de
desenvolvimento, o epitélio oral invade o mesénquima e inicia a producdo da lamina dentdria.
Esta estrutura forma, inicialmente, a linha média de ambas as arcadas dentdrias (8,11).

A fase do broto dentario é assinalada pela extensa proliferacdo da lamina dentdria em
brotos ou massas ovais, penetrando o mesénquima. Este também sofre proliferacdo, sendo
gue se mantém uma membrana basal entre o broto e o mesénquima em crescimento. Cada
broto da lamina dentdria, juntamente com o mesénquima circundante, origina um gérmen
dentdrio e os tecidos de suporte a ele associados. Por conseguinte, todos os dentes e tecidos
relacionados tém origem na ectoderme e no mesénquima, com influéncia das células da crista
neural (8,11).

Na fase de capuz, o fendmeno predominante é a morfogénese. Da interagdo dos
processos referidos resulta uma depressao na regido mais profunda de cada broto da lamina
dentdria, formando o 6rgdo de esmalte, que deriva da ectoderme e é o responsdvel pela
producdo de esmalte. Uma porgao do mesénquima, no broto, condensa-se numa massa
dentro da concavidade do 6rgdo de esmalte, originando a papila dentaria. A membrana basal
permanece entre o 6rgdo de esmalte e a papila dentdria, dando origem a juncdo amelo-
dentindria. O restante mesénquima que reveste o 6rgdo de esmalte condensa-se, formando o
foliculo dentario, que ird produzir o periodonto — cemento, ligamento periodontal e osso
alveolar. A membrana basal permanece a separar o 6rgdo de esmalte e o saco dentdrio. As trés
estruturas embriondrias (6rgdo de esmalte, papila dentaria e saco dentario) constituem o
gérmen dentario (8,11).

Na fase de campanula, a diferencia¢do celular é o processo predominante, originando

varios tipos de células no érgdo de esmalte. O epitélio interno de esmalte diferencia-se em
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ameloblastos, enquanto o epitélio externo serve como barreira de protecao do orgao de
esmalte durante a producdo do tecido. O reticulo estrelado auxilia no suporte de esmalte (11).
Simultaneamente, a papila dentdria também sofre diferenciacdo, passando a ser constituida
por dois tipos de camadas celulares — células externas e centrais da papila dentaria, que
originam os odontoblastos; e células internas que constituem o primdrdio da polpa dentaria.

Nesta fase, dd-se um aumento da quantidade de fibras de colagénio depositadas na matriz

extracelular (9,11).

placode stage

primary bud stage
dental Iamina/' >
Asenchymal cap stage
ol / denta) condensation / \A
epithelium placode Fa formation
stellate _—~of cervical
— reticulum loop
neural crest
mesenchyme bell
| ell stage
primary \
enamel
knot
secondary
enamel
Figura 2: Odontogénese e diversas fases (8) knot

Na fase de aposicdo e maturagdo ocorre a secre¢ao em camadas sucessivas de
esmalte, dentina e cemento. Estes tecidos sdo secretados inicialmente como uma matriz que
serve como molde para a continuacdo da calcificacdo. A outra componente desta fase do
desenvolvimento dentdrio, a maturacdo, é atingida quando os tecidos referidos se mineralizam
completamente(11).

Apds a formacdo do epitélio interno do esmalte, no 6rgdo de esmalte, estas células

crescem, adquirindo uma forma ainda mais denﬁn\eia"f'am,ob,ast

odontoblas

colunar ou alongada, e sofrem repolarizagao,
diferenciando-se em ameloblastos, que induzem

as células da papila dentdria a diferenciar-se em

odontoblastos. Os odontoblastos iniciam a

dentinogénese (8,11). dental /'
S

mesenchyme

Com a formac¢do dos odontoblastos, a <@

stellate
reticulum

membrana basal desintegra-se, permitindo o
contacto dos pré-ameloblastos com a pré-

dentina, induzindo a diferencia¢3o destas células eptthehum cpahelm

Figura 3: Fase de aposi¢do e maturagdo (8)
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em ameloblastos que iniciam a aposicao da matriz de esmalte [Figura 3]. A aposicdo de ambos
os tipos de matriz (dentina e esmalte) torna-se regular, sendo que os corpos celulares dos
odontoblastos e dos ameloblastos se afastam progressivamente da jungdao amelo-dentinaria.
Ao contrario dos ameloblastos, os odontoblastos formam extensdes celulares ao longo da pré-
dentina — os processos odontobldsticos — contendo um cilindro mineralizado — tubulo
dentinario (11).

No final, os corpos celulares dos odontoblastos integram a polpa dentdria, enquanto
que os corpos celulares dos ameloblastos estardo envolvidos no processo de erupcdo e
mineraliza¢do, sendo perdidos apds a erupgao(8,11-13).

A formacdo da raiz ocorre apds a formacdo da coroa e o inicio da erupg¢do dentaria. A
estrutura responsavel pelo desenvolvimento da raiz é a porcdo mais cervical do érgdo de
esmalte, uma camada bilateral composta apenas pelos epitélios interno e externo do esmalte.
Esta estrutura cresce e penetra o mesénquima do foliculo dentario circundante, alongando-se
e afastando-se da coroa, de forma a isolar o tecido da papila dentaria e formar a bainha
radicular de Hertwig. A funcdo desta bainha é dar forma a raiz e induzir a formacado de dentina

de forma continua a dentina da coroa (8,11).
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CELULAS ESTAMINAIS

As células estaminais sdo capazes de se auto-renovar e sdo classificadas de acordo com
a sua potencialidade, ou seja, a variedade de populagdes de células a que podem dar origem
(2,3,12). Esta classificacdo esta relacionada com as fases de divisdo e diferenciagdo do embrido
humano. Podem também ser classificadas pela sua natureza, como adultas ou embrionarias
(3,5,7,11,13-15).

As células estaminais adultas existem em quase todos os tecidos humanos, sdo células
multipotentes (12,15).

As células estaminais embriondrias s6 podem ser encontradas nos embrides e sdo
classificadas como totipotentes ou pluripotentes, devido ao seu elevado potencial de
diferenciagao.

Apds a fecundacdo do dvulo pelo espermatozoide, origina-se o zigoto, que até ao 32-4¢
dia de vida contém entre 16 a 32 células, dando-se o nome de mérula. Aqui encontram-se as
células totipotentes, que sdo capazes de originar os 4 tecidos fundamentais e ainda os 216
tipos celulares que constituem o corpo humano, incluindo a placenta e os anexos embrionarios
(3,7,12).

No 42 ou 52 dia de vida (32 a 64 células), origina-se o blastocisto, constituido
internamente por células pluripotentes (ESC) [Figura 4] que se podem diferenciar em qualquer
uma das trés camadas germinativas (endoderme, mesoderme ou ectoderme), podendo
originar todos os tecidos do organismo, com a exce¢do da placenta e anexos embrionarios
(11).

Apos o 52 dia de vida ja s6 se encontram presentes células multipotentes. Estas células

sdao células indiferenciadas que conseguem

Blastocyst

L. , - X Totipotent 949&\{Q
originar células especializadas que permitem a OW Mcrila A \xs‘
0
~ ~ . . ¥ Lm / == Human Fetus
reparacao e manutencdo do tecido onde residem. Spm. @ %4
Por exemplo, células multipotentes .ﬁ'n“ei'ﬂi’s‘félﬁls

D
‘\Ja,
%)
(@
‘?
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enquanto as segundas apenas reproduzem uma células unipotentes (8)
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Unica linhagem de diferenciagdo(7,11).

Recentemente, descobriu-se uma forma de transformar células somaticas em células
pluripotentes através da manipulacdo genética, obtendo-se assim as células estaminais
pluripotentes induzidas (iPS) (2,16—18). Esta descoberta forneceu uma nova forma de
diferenciar células enquanto se mantém as caracteristicas imunitarias do dador, de forma a
prevenir rejeicdo celular (2,16,19). As iPS possuem propriedades quase idénticas as células
pluripotentes, multiplicando-se quase indefinidamente sem perder o potencial de se
diferenciarem em qualquer célula das 3 camadas germinativas: endoderme, mesoderme e
ectoderme (19,20). Para se obter células pluripotentes através de células multipotentes usam-
se 4 fatores de transcri¢do essenciais: OCT3 / 4, SOX2, KLF4 e C-MYC (2,16,19,20). Apesar das
iPS contornarem as questoes éticas que envolvem as ESC, apresentam preocupagoes a nivel de
seguranca, devido a instabilidade genética e possibilidade de conversdo tumoral em enxertos a

longo prazo (20).
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CELULAS ESTAMINAIS DENTARIAS

Existem dois tipos principais de células estaminais orais, as células estaminais
epiteliais e as células estaminais mesenquimatosas (MSCs) (13,21). As células estaminais
epiteliais diferenciam-se em células epiteliais orais ou em pré-ameloblastos que, quando
maturam, originam ameloblastos responsaveis pela formacdo do esmalte dentario(22). Assim,
quando o dente passa a ser funcional, apenas as MSCs se mantém enquanto popula¢des
estaminais, a nivel da cavidade oral [Figura 5] (5). Estas células alojam-se em dareas especificas

de cada tecido, formando nichos de células estaminais, que se localizam no mesénquima

(3,13,21,22,10).
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Figura 5: Células embriondrias epiteliais e mesenquimatosas e suas diferenciagdes (5)

Na cavidade oral existem varios tipos de células estaminais multipotentes, de origem
mesenquimatosa [Figura 6].

As primeiras células estaminais adultas dentdrias a ser identificadas foram as células
estaminais da polpa dentaria (Dental Pulp Stem Cells) (6). Estas foram encontradas nas regioes
perivasculares e na bainha perineural da polpa. Além disso, as DPSCs podem ser mais
facilmente colhidas em comparagdo com células estaminais da medula dssea (6,18). Estas
podem ser encontradas em dentes com coroa fraturada que ndo requerem extragdo, ou a

partir de dentes excedentarios que requerem extracdo (devido a ortodontia ou problemas
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periodontais que ndo afetam a polpa). DPSCs induzidas, em comparacdo com DPSCs nativas,
podem originar uma dentinogénese mais regulada (13,18,23).

Posteriormente foram também isoladas MSCs da polpa dentdria de dentes deciduos
(Stem Cells from Human Exfoliated Deciduos Teeth) (24-26). Os dentes deciduos sdo uma
6tima fonte de células estaminais devido, principalmente, a sua colheita ser minimamente
invasiva, o que diminui as preocupacdes éticas e legais associadas (6,13,24).
Comparativamente as DPCSs, apresentam uma maior capacidade de proliferacdo, auto-
renovacdo e de osteoinducdo (formacdo de uma matriz dssea com estrutura lamelar)
(6,12,13,24). Isto acontece, provavelmente, devido a reabsorcdo radicular que ocorre nos
dentes deciduos, aquando a sua exfoliacdo. Esta reabsor¢do é acompanhada de deposicdo
O0ssea rodeando a raiz, o que indica que os dentes deciduos podem ndo sé fornecer
orientacBes para a erupgao dos dentes definitivos mas também estar envolvidos na formacao
dssea durante essa mesma erupgao (13,24).

Tanto as DPSCs como as SHEDs possuem a capacidade especifica de regenerar o
complexo dentino-pulpar, formando dentina reparativa de forma fisiolégica, desde que as
condigdes do microambiente sejam favoraveis apds o tratamento dentdrio (6,24,26).

Outra fonte de MSCs sdo as células estaminais do ligamento periodontal (Periodontal
Ligament Stem Cells), que podem ser isoladas a partir de dentes extraidos e possuem a
capacidade de regenerar tecidos periodontais como cemento, osso alveolar e ligamento
periodontal (23).

As MSCs também foram identificadas em estruturas dentarias em desenvolvimento,
como o foliculo dentario, o mesénquima dentario e a papila apical. O foliculo dentario, que
contém o dente em desenvolvimento e se diferencia em ligamento periodontal, contém
células estaminais do foliculo dentario (Dental Follicle Stem Cells) com a capacidade de
regenerar tecidos periodontais como ligamento periodontal e osso alveolar (12).

Foram também identificadas células estaminais no mesénquima dentario no gérmen
do 32 molar (fase de campanula), apresentando células progenitoras do gérmen dentario
(Tooth Germ Progenitor Cells). Estas células possuem uma elevada capacidade proliferativa e
de diferencia¢do in vitro em linhagens que incluem osteoblastos, células neurais e hepatdcitos
(12).

Células estaminais da papila apical (Stem Cells Apical Papilla) foram encontradas ao
nivel do apice da raiz de dentes em desenvolvimento (6,27). A papila dentdria participa na
formacdo do dente e depois evolui para polpa dentdria, existindo um maior nimero de MSCs
na papila que na polpa, por esta ser menos diferenciada do que a segunda (12,27). Em dentes

imaturos, quando as raizes estdo ainda em desenvolvimento, a papila dentdria assume uma
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posicdo entre a polpa e o diafragma epitelial, estando aderida ao apice da raiz, de onde pode
ser facilmente colhida. Entre a papila apical e a polpa dentaria existe uma zona altamente
povoada de células (nicho celular)(6,13,27). Apesar da papila apical ser menos vascularizada e
menos povoada comparativamente a polpa dentaria, as SCAPs mostram uma capacidade
proliferativa duas a trés vezes superior a das DPSCs, e um potencial muito maior para
regenerar dentina (12,27). Também apresentam maior capacidade regenerativa da matriz
dentindria, in vitro. Este facto sugere que estruturas dentarias em desenvolvimento podem
proporcionar uma melhor fonte de células estaminais imaturas do que estruturas dentdrias ja

desenvolvidas (27).

SHED

R W7

Figura 6: Fontes de células estaminais adultas nas pegas dentarias (13)

Pagina | - 17 -



Potencial Terapéutico das Células Estaminais na Regeneragao Dentaria

REGENERACAO E REPARACAO DENTARIA

Existem diversos estudos que defendem ser teoricamente possivel criar um dente em
laboratério, recorrendo a células estaminais dentdrias entre outros fatores necessarios. De
facto, ha 4 fatores que se apresentam como importantes para se atingir esse objetivo: células
estaminais, fatores de crescimento, fatores angiogénicos e scaffolds [Figura 7] (12,28).

Os dentes humanos sdo compostos por esmalte, dentina, cemento e tecido pulpar. O
esmalte é produzido pelos ameloblastos, a dentina pelos odontoblastos e o cemento pelos
cementoblastos. As células estaminais conseguem-se diferenciar nestes 4 tipos de tecidos (12).

As células estaminais, a serem utilizadas na regeneracdo e reparacao dentaria, deverao
estar sujeitas a um grande controlo para garantir a seguranca do paciente. Neste momento,
apenas as MSCs adultas apresentam potencial clinico, principalmente ao nivel da regeneracado
dos tecidos 6sseos e periodontais (13).

A nivel do complexo dentino-pulpar ainda existem algumas duvidas, apesar de ja ser
possivel a colheita e preparacdao em laboratério, tendo em vista a aplicacdo regenerativa, tal
como suportado por diversos estudos (13,28).

Alguns estudos in vitro mostram que as MSCs podem possuir tempo de vida limitado e
entrar em senescéncia replicativa e envelhecimento (20).

Embora a capacidade de auto-renovagdo das MSCs seja mais extensa do que muitas
células somaticas, os estudos mostram que, apds senescéncia replicativa, podem sofrer
altera¢des morfoldgicas e funcionais, chegando a perder a sua multipoténcia e capacidade de

diferenciagdo (20).
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Figura 7: Fatores essenciais a regeneragdo dentdria (12)
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REGENERACAO DO COMPLEXO DENTINO-PULPAR

A primeira camada da estrutura dentdria é o esmalte, que constitui o material com
maior dureza do corpo humano. Diversos estudos demonstram que é possivel que as MSCs
sejam programadas para se diferenciarem em ameloblastos, e consequentemente, produzirem
esmalte (11,12) .

A polpa dentaria é um tecido conjuntivo que contém diferentes tipos de células, como
células endoteliais, células neurais, fibroblastos e odontoblastos (20). Estd rodeada por uma
fina camada de matriz de dentina e a sua vascularizacdo da-se pelo buraco apical que possui
um didmetro de cerca de 250um, o que provoca um microambiente pulpar pobre em oxigénio
e nutrientes (5). Este microambiente é favoravel a manutengdo da viabilidade das células
estaminais, mas desfavoravel ao controlo de um eventual foco infecioso. Assim, quando ocorre
contaminacdao pulpar, é complicado remover os agentes patogénicos com terapias
antimicrobianas, acabando, por vezes, por ser necessaria a extirpacdo da polpa na sua
totalidade, o que leva a perda da vitalidade dentdria (12). Uma vez que a polpa possui
inimeras fungGes (fun¢do nutritiva, protetora, reparativa e sensorial) na manutencdo dentdria,
a regeneragdo pulpar é uma drea de extremo interesse clinico (5,11).

A regeneracdo de dentina ndo é possivel em dentes com polpa necrosada. No entanto,
em dentes imaturos, com o apice em formacdo, o tecido pulpar pode ser regenerado
apicalmente, desde que a abertura apical seja no minimo de 1 mm. Como prova desta
possibilidade verifica-se a manutencao da viabilidade dentdria em estudos de revascularizagdo
de dentes traumatizados, que sofreram avulsdo. Tudo isto se deve a existéncia de células
estaminais apicais que promovem a regenerag¢ao do complexo dentino-pulpar (10,14,20).

Clinicamente, existem trés situacdes em que é particularmente importante a
regeneragdo de tecidos dentarios [Figura 8](20).

A primeira, e mais simples, é a formacdo de dentina reparativa apds protecc¢ao pulpar
direta (DPC). Este conceito é uma alternativa viavel para preservar a polpa vital apds exposicdo
pulpar ou carie. Utiliza-se Ca (OH) , ou Agregado Trioxido Mineral (MTA), sendo que o ultimo
apresenta maior taxa de sucesso. Contudo, observou-se que o sucesso ndo depende sé do
material utilizado mas também do tipo de dente, da incidéncia da exposi¢do (trauma ou carie)
e da idade do paciente. O maior sucesso ocorre em dentes jovens, com canais amplos e largos
(20,29).

O segundo procedimento é a revitalizagdo pulpar de dentes necrosados através de
procedimentos endododnticos regenerativos. Esta abordagem é particularmente benéfica em

dentes imaturos, em que os d4pices ainda ndo estdo completamente formados, porque a
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revitalizacdo pulpar permite a continuacao do desenvolvimento radicular e o encerramento
apical (29). Pelo contrario, um tratamento convencional originaria apexificacdo, que bloqueia o
desenvolvimento radicular, deixando o dente mais suscetivel a fraturas (27). O procedimento
de revitalizacdo pulpar consiste na desinfecdo dos canais radiculares usando Ca (OH) , ou pasta
tripla antibidtica (TAP), inducdo do sangramento intracanalar pelo buraco apical, e
favorecimento da migracdo e recrutamento celular das MSCs enddgenas (neste caso SCAPs),
que retomem a diferenciacdo odontogénica e completem a formacdo radicular. Portanto, a
revitalizacdo pulpar é uma alternativa vidvel a apexificagdo, embora seja necessaria uma
avaliacdo sistematica dos resultados destes tratamentos (11,20,27).

Tanto a DPC como a revitalizacdo pulpar assentam na capacidade regenerativa de
MSCs enddgenas (DPSCs e SCAPs). A revitalizacdo de dentes com apice fechado e raizes
totalmente formadas necessitam de uma fonte de MSCs exdgenas, fatores de crescimento
(e.g., TGF-B, BMP-7, e bFGF) e scaffolds (7). Estudos recentes mostram que é possivel uma
abordagem regenerativa para a engenharia de tecido pulpar. Foi usada uma raiz oca
preenchida com scaffolds de PLG (poly-lactide/glicoide) e DPSCs, observando-se a formac&o de
dentina dentro da parede do canal radicular. Um estudo desenvolvido por Sakai et al. mostrou
dentinogénese derivada de polpa artificial regenerada com acido poli-L-latico (PLLA) e DPSCs
(1,11,20,24,25).

A regeneragdo pulpar permite assim a formagdo de tecido duro na polpa dentaria que
pode auxiliar no refor¢o da estabilidade estrutural. Outras vantagens da engenharia de tecido
pulpar podem incluir o restabelecimento de mecanismos de defesa do sistema imunolégico e
de estimulos ambientais, incluindo as mudancgas de temperatura, carga excessiva e invasao
bacteriana. Estas fun¢des de polpa dentaria sdo essenciais para proteger a estrutura do dente
de fraturas e cdries recorrentes. De momento, ndo ha nenhum estudo clinico que demonstre
resultados positivos da engenharia de tecido pulpar em humanos, embora os estudos pré-

clinicos que utilizam DPSCs e scaffolds tenham apresentado resultados promissores(11,20,30).
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Figura 8: A: Protegdo pulpar direta; B: Revitalizagdo pulpar; C: Engenharia de tecido pulpar (20)
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REGENERACAO DO LIGAMENTO PERIODONTAL

O ligamento periodontal possui extrema importancia uma vez que é o tecido de
suporte do dente. Tem como func¢do suspender o dente no alvéolo, impedindo o contacto
direto entre o cemento e o osso alveolar, fornecer nutrientes e manter a homeostasia através
das PDLSCs (5,15,20).

A doenca periodontal é caracterizada por uma inflamacgao crénica induzida que destroi
o ligamento periodontal, resultando, progressivamente, na destruicdao do osso alveolar. Uma
terapia baseada em MSCs poderd inibir a inflamacdo, promover a regeneracdo dssea e
prevenir a perda das estruturas dentarias (5,12).

A regeneracdo periodontal através da regeneracdo tecidular guiada (GTR) foi a
primeira técnica de engenharia de tecidos a ser desenvolvida em medicina dentdria. Este
procedimento consiste na insercdo de uma membrana sob o retalho de tecido periodontal
para prevenir o crescimento de epitélio gengival e de tecido conjuntivo, dando espaco, na
superficie da raiz, para que as células progenitoras do ligamento periodontal migrem e
formem novas estruturas periodontais, incluindo cemento, ligamento periodontal e osso
alveolar (11,15).

A regeneracdo periodontal requer a presenga de pelo menos uma parede dssea que
proporcione células progenitoras e suprimento vascular, permitindo assim a reparacgdo e
regeneracdo. Para melhorar o nivel de sucesso, foram desenvolvidas abordagens que incluem
a utilizagdo de fatores de crescimento exdgenos e células estaminais (19,30).

A regeneracado do ligamento periodontal requer, tal como a engenharia de tecidos
pulpares, uma fonte exdgena de MSCs, suportada com scaffolds e fatores de crescimento
(15,20,30). Desde 0 momento em que se tornou possivel o isolamento de PDLSCs, e de testes
in vivo terem provado que estas sdo capazes de gerar cemento e ligamento periodontal, esta
terapia tem sido a eleita em casos de regeneragdao do mesmo. Com as PDLSCs é possivel

regenerar o ligamento periodontal em dentes que sofreram avulsdo, evitando a anquilose ou

reabsorcdo radicular, apds a reimplantacdo [Figura 9]. Além ©
disso, as PDLSCs aparentam também modular a resposta

inflamatdria da periodontite através da supressdo da ativagado A\
de células T e B, diminuindo a hemorragia e mobilidade ”

PDL loss
dentadria, associadas a patologias periodontais (5,11,12,20).
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Figura 9: D- Regeneragdo ligamento periodontal (20)
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BIOENGENHARIA DOS TECIDOS

A bioengenharia define-se como o estudo da fisiologia e estrutura tecidular, com o
objetivo de regenerar tecidos. E um campo interdisciplinar de estudo que aplica os principios
da engenharia a biologia e a medicina, com o objetivo de desenvolver substitutos bioldgicos
que restauram, mantém e melhoram a fun¢do normal (21,23,31-33) . Alguns autores
defendem que a medicina dentaria é uma 6tima area de intervengao na area da bioengenharia
de drgdos vitais, uma vez que as caracteristicas da barreira de dentina reparativa/ regenerativa
constituem uma melhor protecdo para a polpa comparativamente a materiais artificiais. Além
disso os médicos dentistas dependem de materiais restauradores na sua pratica clinica, que
ndo possuem as mesmas caracteristicas fisicas e quimicas que a dentina (22,23,32-34).

O rapido progresso feito nos ultimos 20 anos na drea das células estaminais, materiais
e ciéncias bioldgicas permitiu o surgimento de novas perspetivas na drea da bioengenharia
oral. Recentemente, varios profissionais na area da salde e da engenharia defendem que serd
possivel regenerar a peca dentdria por inteiro (Bioteeth). Este procedimento poderia ser uma
alternativa a utilizacdo de implantes dentdrios, uma vez que o dente é implantado e erupciona
na cavidade oral do paciente apds manipulacdo experimental in vitro [Tabela 2](7,11,28,32,33).

Existem duas abordagens principais na construcdo de uma peca dentaria na integra. A
primeira seria a implantacdo in vivo do germe dentdrio, que previamente seria formado in vitro
por varias popula¢des de células estaminais dentarias. A outra abordagem consistiria em
implantar na cavidade oral um scaffold em forma de dente, contendo células estaminais.
Idealmente, este implante deveria reproduzir a estrutura 3D requerida pelas células
estaminais, de forma a suportar a sua sobrevivéncia, proliferagdo e diferenciagdo (23,28,33).

A formacdo de esmalte é um processo dinamico e programado a nivel celular. As
células estaminais destinadas a formar esmalte devem reproduzir todos os estdgios que
ocorrem durante a aposicdo de esmalte, assim como a remog¢do de material organico,
vascularizacdo e transporte de iGes. Além da importancia na formagdo de cristais, os ides
contribuem também para a cor do esmalte dentario. O esmalte em seres humanos pode
apresentar uma variedade de tonalidade passando pelo amarelo, cinzento e branco. Existe
muito pouca informacdo de como os iGes controlam a cor do esmalte, adicionando outra
dificuldade as abordagens regenerativas através do Bioteeth. O tempo de duragdo do processo
pode também representar outro desafio, uma vez que o processo de formacdo de esmalte em
dentes permanentes pode levar mais de 5 anos, ndo sendo viadvel em procedimentos imediatos

(28).
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E muito importante que o BioTeeth adquira a morfologia e o tamanho correto. Neste
contexto, varias moléculas de sinalizacdo, tais como BMPs, FGF, Wnts e Shh sdo expressas no
microambiente dentario, funcionando como agentes morfogenéticos. Por exemplo, a
expressao de BMP4 esta ligada a forma dos incisivos, enquanto que FGF8 esta ligada a forma
dos molares. BMP4 ativa a expressdao de Msx1 e Msx2 no mesénquima dos futuros incisivos.
Da mesma forma, Isletl é expresso apenas no epitélio dos incisivos e a sua expressao é
regulada pela BMP4. Por outro lado, FGF8 ativa a expressdo de DIx1, DIx2 e Barx 1 no
mesénquima dos futuros molares (23,28).

Por ultimo, mas ndo menos importante temos a erupgdo e suporte do dente
implantado, que requer a formacdo de raizes com forma e comprimento apropriados. E
também importante a regeneracao de estruturas relacionadas, como o ligamento periodontal,
evitando-se situacdes como anquilose ou reabsor¢do Ossea. O tempo de erupgdo e a

orientacdo também devem ser controlados (28).
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Tabela 2: Processo de bioengenharia dos tecidos para a substituicdo dentaria (7)
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SCAFFOLDS

O tipo de scaffolds que as células estaminais necessitam para gerar tecidos especificos
é uma area de grande interesse. Os dois métodos basicos sdo uma abordagem top-down ou
bottom-up, sendo que o mais tradicional é o top-down (19).

Na abordagem top-down as células sdo semeadas em scaffolds feitos a partir de
polimeros pré-formados, matérias porosos naturais ou matriz extracelular acelular.

Na abordagem bottom-up sao usados varios métodos para ocorrer agregacao celular,
de forma a gerar subunidades distintas que podem eventualmente ser utilizadas como blocos
para projectar érgdos inteiros(17,19).

O papel do scaffold é prestar apoio as células e aos fatores de fatores de crescimento.
Para isso devemos selecionar o scaffold de acordo com as suas caracteristicas fisicas,
mecanicas, biocompatibilidade e degradacdo. As caracteristicas fisicas devem incluir
porosidade, tamanho e forma, além de todos os aspetos que podem influenciar quao bem as
células irdo aderir ao material. A viscoelasticidade e a resisténcia a tracdo sdo também fatores
importantes, assim como a biocompatibilidade (7,14,17,19,35,36).

No fundo, os materiais devem refletir o microambiente do tecido/6rgdo alvo para
apresentarem uma boa integracdo no hospedeiro. Por fim, o scaffold deve idealmente passar
por um processo de degeneracdo a medida que o tecido vai regenerando, sendo por isso
substituido gradualmente pelo tecido endégeno (19).

Os scaffolds podem ser naturais ou sintéticos. Na regenera¢do dentaria, os mais
usados sdo os scaffolds sintéticos biodegradaveis de 4acido poliglicdide (PGA), que sdo
insoltveis em agua (7,19).

Estudos longitudinais de culturas com PGA e polpa dentaria humana detetaram no
scaffold varios componentes da matriz extracelular, tais como colagénio tipo |, fibronectina e
varios BMPs e seus recetores, o que apoia a capacidade dos scaffolds manterem a vitalidade
celular e permitirem a diferenciacdo em células da polpa dentdria humana(1,14,17,19).

Scaffolds de PGA foram comparados com B-tricalcium phosphate (B-TCP), fibrina e
colagénio para observar a sua capacidade de desenvolver estruturas dentdrias através de
gérmen dentarios. Nos géis de fibrina e colagénio, o broto dentdrio do gérmen cultivado
manteve a sua estrutura epitelial, enquanto que quando cultivados em PGA e B-TCP, o gérmen

dentario produziu mais dentina (7,17,19).
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Estudos comparativos de PLGA com hidroxiapatite (HA) ou B-TCP comprovam que
DPSCs proliferam melhor em PLGA com B-TCP e tornam-se capazes de formar estruturas
mineralizadas (com expressdo de sialoproteina dentinaria) (DSP) (7).

Scaffolds de poli-caprolactona (PCL) foram usados na regeneracdo de tecidos como
osso, cartilagem e dentina, tendo-se verificado que suportam a adesdo, proliferacdo e
diferenciagdo odontoblastica (melhorada quando incorporada HA)(7,17).

Outro scaffold utilizado é o 6xido de polietileno ou de polioxietileno (PGE), que suporta
o crescimento e diferencia¢do celular, assim como retarda a degradacgao da fibrina.

Existem também scaffolds derivados de materiais naturais(17,19).

O hidrogel de alginato foi usado para fornecer células e fatores de crescimento como
TGF-B numa cultura constituida por polpa e dentina vivas, induzindo a secrecdo de matriz de
dentina e a formacgédo de células odontoblasticas (19).

O colagénio (principal constituinte da dentina), especialmente o tipo |, também tem
sido usado como suporte celular, incluindo para DPSCs, permitindo um maior grau de
diferenciacdo das mesmas. Pode ser usado apenas colagénio simples ou combinado com
fatores de crescimento como TGF-B1, BMP4, FGF2 (7,17).

Também ja foram testados scaffolds de fibrina. Devido a sua biocompatibilidade,
biodegradagao, prepara¢do e manipulagao simples, estes sdo usados com muita frequéncia e
podem ser combinados com fatores de crescimento e moléculas bioativas(1,36).

Recentemente tem-se vindo a examinar a micro e nanotopografia dos scaffolds, como
fator determinante para o sucesso da regenerac¢do dentdria, de forma a obter-se informacGes
gue permitam a criacdo de um microambiente o mais semelhante possivel com o tecido

dentdrio a regenerar (19).
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DESAFIOS/ PERSPETIVAS FUTURAS

As ESC possuem a capacidade de se multiplicarem indefinidamente e, dependendo do
microambiente, estas células podem diferenciar-se em todos os tipos celulares. Sdo muito
Uteis em pesquisas e aplicages clinicas, principalmente a nivel de engenharia de tecidos e
medicina dentdria regenerativa(35,37,38).

No entanto estas células tém a potencialidade de gerar tumores, devido a sua elevada
capacidade de divisdo. A utilizacdo de células embriondrias provenientes de embrides também
levantam muitas questdes éticas (2,20).

Por outro lado, as células estaminais multipotentes tém aplicacdes limitadas uma vez
gue sdo capazes de gerar tipos celulares de tecidos onde residem, mas ndo células de uma
origem diferente (31).

Os desafios de trabalhar com ESC e células multipotentes, em parte, levaram ao
desenvolvimento de novas técnicas para a obtencdo de células estaminais. Duas dessas
técnicas sao células estaminais pluripotentes induzidas e a transdiferencia¢do (20).

Apesar de tudo, o desafio ndo envolve apenas a parte da diferenciacdo celular. E
necessario estabelecer estratégias para remover células residuais que ndo se diferenciaram na
cultura, para prevenir a formagdo de tumores (19,20).

No futuro, acredita-se que os primérdios dentarios que hoje sdo criados in vitro
através de biorreatores ou in vivo em modelos animais possam ser implementados em seres
humanos e continuar a desenvolver-se na cavidade oral (23,39). Os recentes avangos na
biotecnologia permitiram obter um dente inteiro e tecidos periodontais cercados por osso
alveolar através de células epiteliais e células mesenquimatosas. Acredita-se que no futuro
esta pratica sera possivel através das células iPS, eliminando as varias limita¢cdes das células
multipotentes [Figura 10] (40).

O possivel desenvolvimento de células estaminais podera tornar possivel a produgao

em massa destas, tornando esta tecnologia acessivel a pratica clinica diaria (34,41).

future technology? current technology osnimaetal. PLos One, 6 (7): 621531, 2011.
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Figura 10: Estratégia regenerativa de substituicdo dentaria (40)
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CONCLUSAO

O desenvolvimento da bioengenharia e de dreas da medicina regenerativa tém
contribuido de forma significativa para importantes avangos na medicina dentaria e no estudo
das células estaminais de origem dentaria.

Atualmente pode prever-se que no futuro os tecidos perdidos ou danificados ndo
serdo apenas tratados com materiais tolerados pelo organismo, mas sim com biomateriais que
conseguirdo regenerar essas mesmas estruturas.

Através do aumento do conhecimento ao nivel da morfologia dentaria, foi provado
gue as células estaminais dentarias sdo capazes de regenerar tecidos dentarios e até mesmo a
estrutura dentaria, in vitro.

Os investimentos na biologia tecidular e o aumento de servicos comerciais para isolar e
para fornecer células estaminais, aliados a bioengenharia, desencadeiam possibilidades para o
uso de células estaminais dentdrias. Prevé-se que o uso de células estaminais seja a terapia
mais utilizada no futuro a nivel de tratamentos dentarios, uma vez que ndo possui tantas
limitacbes como as terapias convencionais, comprovando o seu elevado potencial na

regeneragao dentdria.
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