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RESUMO

Nesta dissertacdo vao-se descrever 0s avancos mais recentes sobre a utilizacdo de
células estaminais da polpa dentaria para regeneracdo de dentina e polpa em modelos
animais. Estes avangos incluem os métodos utilizados com sucesso, nomeadamente 0s
dos processos de recolha, cultura e transplante das células estaminais. Além disso,
vamos realcar os trabalhos publicados que mostram que as hDPSC tém capacidade de
induzir a formacdo de odontoblastos funcionais e gerar o complexo pulpo-dentinario in
vivo, e que as hSHED séo uma alternativa viavel para a geracdo de dentina in vivo, mas
isoladamente ndo sdo capazes de formar o complexo pulpo-dentinario. O uso de células
estaminais da polpa é importante porque permitird terapéuticas em que as funcgdes
tecidulares se mantém. Finalmente, terminamos com a discussao sobre a viabilidade de

utilizacdo destas tecnologias.

Palavras-chave: complexo pulpo-dentinario, DPSC, odontoblasto, regeneracdo, SHED.
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ABSTRACT

In this dissertation will be describe the latest advances in the use of stem cells from
dental pulp to regeneration of dentin and pulp in animal models. These advances
include the methods used successfully, in particular the processes of collection, culture
and transplantation of stem cells. Furthermore, we highlight the published work
showing that hDPSC have the ability to induce the formation of functional odontoblasts
and generate the pulp-dentin complex in vivo, and that hSHED are a viable alternative
for the generation of dentin in vivo but alone are not capable to form the pulp-dentin
complex. The use of stem cells from the pulp is important because it allows the tissue
treatment in which functions are maintained. Finally, we end with a discussion on the

feasibility of using these technologies.

Keywords: dentin-pulp complex, DPSC, odontoblast, regeneration, SHED.
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l. INTRODUCAO

A medicina dentéria utiliza procedimentos que substituem o tecido dentario lesado
(esmalte e complexo pulpo-dentinario) por materiais que permitem a manutencdo das
fungdes bésicas do dente como a mastigacdo, a fala e a estética facial, revelando-se
porém ineficazes na restituicdo das suas funcdes bioldgicas (Shilpa, P.S., et al., 2013).
A patologia da cavidade oral' compromete muitas vezes a auto-estima e a qualidade de
vida dos doentes, sendo igualmente objectivo da medicina dentéria eliminar o
sofrimento psicolégico a ela associada (Yuan, Z., et al., 2011).

Durante o desenvolvimento dentério, as interagdes entre as células epiteliais do esmalte
e as células mesenquimais da papila dentéaria levam a formacdo de odontoblastos e
ameloblastos capazes de produzir matrizes mineralizadas especializadas, a dentina e 0
esmalte, respectivamente. Uma vez formadas, estas matrizes ndo tém capacidade para se
remodelarem, ao contrario do 0sso que se remodela ao longo da sua vida pos-natal. Em
resposta a mecanismos erusivos e/ou infeccdo bacteriana, os dentes erupcionados
formam dentina secundaria ou reparadora a partir de odontoblastos que se diferenciam a
partir de populac6es precursoras presentes no tecido pulpar (Gronthos, S., et al., 2000).
A prova mais convincente de que € possivel a utilizacdo de células estaminais para
regeneracao, é o processo natural e autélogo de regeneracdo em que as SC séo utilizadas
fisiologicamente para reparar uma lesdo tecidular. E este processo, estudado hé anos,
que sustenta de forma convincente a investigacdo necessaria que estd a ser elaborada
para guiar o desenvolvimento de novas abordagens biomiméticas regenerativas
(Machado, E., et al., 2011).

As ceélulas estaminais poderdo trazer progressos no tratamento médico. Na medicina
dentaria regenerativa, a utilizacdo de células estaminais reflete o intuito de se realizarem
tratamentos de forma cada vez mais eficaz, pois pretende-se tratar um defeito tecidular
dentario restaurando a sua forma original e funcgdes, utilizando substitutos bioldgicos
(Volponi, A., et al.,, 2010). Actualmente, a investigacdo com células estaminais
dentarias tem-se focado na regeneracdo do complexo pulpo-dentinario (Shilpa, P.S., et
al., 2013).

L A cérie dentéria continua a ser um problema de satde oral nos paises industrializados,
afectando entre 60 a 90% dos adultos e das criangcas em idade escolar.
(http://mww.who.int/oral_health/disease_burden/global/en/)
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1. DESENVOLVIMENTO

1. SC, a célula estaminal

A célula estaminal (SC) possui caracteristicas Unicas que a diferenciam de todas as
outras, a sua capacidade de auto-renovacdo garantida por divisdo simétrica que origina
duas células-filhas idénticas a si® e Ihe permite preservar uma populacdo celular
indiferenciada que mantém o numero de células estaminais constante, ou seja, origina
células especializadas em renovacdo tecidular por um periodo de tempo indefinido
(Lodish, H., et al., 2005). As SC também sdo capazes de originar, por divisdo
assimétrica, uma célula-filha idéntica a si e uma célula estaminal diferenciada que
estabiliza a producéo de células com capacidades mais restritas (como dividir-se por um
periodo de tempo limitado ou diferenciar-se em menos tipos celulares) que entram
posteriormente em divisdo. A SC apresenta assim diferentes padrdes de diviséo celular,
uma vez que pode dividir-se simétrica ou assimetricamente (Figura 1.) (Singh, K., et al,
2012).

Parental stem cell

Self-renewal
Asymmetric,
replicating,
differentiating
division
Self-renewed
daughtercell

Symmetric, Symmetric,
replicating differentiating
division division

Figura 1. Esquema do padrdo de divisao celular das SC. A divisdo simétrica permite a auto-

Daughter cell

renovacdo celular (a esquerda) e a divisdo assimétrica origina células especializadas (a direita)
(http://lwww.tankonyvtar.hu/en/tartalom/tamop425/0011_1A 3D_en_book/ch01s02.html).

2 Ao contrério do que acontece com as células percursoras comuns que geram duas células-

filhas idénticas mas diferentes da célula percursora original (Lodish, H., et al., 2005).
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A SC é classificada como embrionéria ou adulta em fungdo da sua origem. A célula
estaminal embrionéria (ESC) origina-se a partir de algumas células do blastocisto
(Figura 2.) (Hacking, S.A., et al., 2009), que tém capacidade para formar todos os tipos
celulares excepto os anexos embrionarios, mas a sua utilizacdo no setting clinico esta
associada a problemas éticos (Yildirim, S., et al., 2011).

A célula estaminal adulta (ASC) € obtida a partir de tecidos de linhagem
mesenquimatosa como a medula éssea, o proprio corddo umbilical, a placenta, a polpa
dentéaria, entre outros (Figura 2.) (Rodriguez-Lozano, F.-J., et al., 2012).

As SC tém capacidades proliferativas diferentes dependendo dos tipos celulares; a
capacidade de diferenciacdo também varia podendo ser uma célula unipotente e dividir-
se para formar uma célula igual a si propria e outra célula que apenas pode dar origem a
um tipo celular; pode ser multipotente (ASC) ou pluripotente (ESC) com capacidade de
gerar varios tipos de células mas ndo todos, ou pode ainda ser uma celula totipotente

(ovo), capaz de formar todos os tecidos (Lodish, H., et al., 2005).

2=

. :
S
Single Celll Embryo 5-7 Day Embryo Inflant Adult
I |
Totipotent Embryonic Stem (ES) Cells “Adult” Stem Cells
Pluripotent Multipotent

Cord Blood Stem Cells
Placental Stem Cells
Multipotent

Figura 2. Origem da ESC (totipotente se originaria do ovo, pluripotente se originaria
do blastocisto) e da ASC (multipotente, onde se incluem as SC originarias do corddo

umbilical) (http://www.pall.com/main/medical/frequently-asked-questions-cell-therapy-38848.page).

Depois de varios anos de investigacdo, ndo existem ainda tratamentos nem testes
aprovados que usem células estaminais embrionarias humanas, mas pelas capacidades
combinadas de expansdo sem limites e pluripoténcia, as células estaminais embrionarias
continuam a ser uma fonte potencial de medicina regenerativa, uma vez que
teoricamente permitiriam a substituicdo de tecidos depois da sua perda por doenca
(Rodriguez-Lozano, F.-J., et al., 2012).
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1.1. ASC, a célula estaminal adulta

A célula estaminal adulta tem uma capacidade de diferenciagdo mais restrita do que a
célula estaminal embrionaria, podendo dividir-se apenas em alguns tipos celulares,
como as ceélulas estaminais mesenquimatosas (MSC) e as células estaminais
hematopoiéticas (Shilpa, P. S., et al., 2013).

As células estaminais adultas conseguem auto-renovar-se e gerar um novo tecido
durante toda a vida (Singh, K., et al., 2012), podem ser recolhidas de um individuo que
precise de efectuar um tratamento médico garantindo a possibilidade de fazer um
transplante aut6logo, evitando reacc¢bes imunolégicas de rejeicdo (Demarco, F., et al.,
2011).

Os animais apresentam células estaminais adultas em vérios tecidos, e até no cérebro
onde ocorrem poucas divisdes celulares existe uma populacdo de células estaminais
(Lodish, H., et al., 2005).

As ASC tém sido extensamente estudadas nos campos da medicina e da medicina
dentaria (Shilpa, P. S., et al., 2013), porque a sua utilizacdo ndo levanta problemas
éticos e, em principio, a probabilidade de virem a desenvolver teratomas é baixa. No
entanto, recentemente foi descrito o aparecimento de teratoma associado a utilizagédo de
DPSC (Atari, M., et al., 2012).

1.2. MSC, a célula estaminal mesenguimatosa

A MSC pode diferenciar-se em todas as células dos tecidos conjuntivos (Machado, E.,
et al., 2011), osteoblastos, condrécitos e adipocitos (Rodriguez-Lozano, F.-J., et al.,
2012). Para além disso, as MSC podem ser criopreservadas para posterior utilizacdo e
expressam marcadores celulares como o STRO-1, o CD73, o CD90 e o CD105
(Rodriguez-Lozano, F.-J., et al., 2012).

As MSC mais estudadas até hoje sdo as BMSC e o seu potencial de diferenciacdo é
muito grande, nomeadamente podem-se diferenciar em osteoblastos, condrdcitos,
adipdcitos e outras células do tecido conjuntivo, para aléem de células do tecido
muscular e neural. Caracterizam-se por terem uma elevada capacidade proliferativa em
multiplas linhagens mesenquimais (SC multipotentes). A diferenciacdo tecidular das
BMSC depende do seu estado de diferenciacdo e do microambiente em que estdo

inseridas. As BMSC sdo precursores conhecidos de osteoblastos. Estd bem
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documentado que osteoprogenitores podem ser isolados por aspiracdo de medula éssea
através da sua capacidade para aderirem a um substrato e comecarem a proliferar apos
estimulacdo apropriada. Cada coldnia, em principio, é originada a partir de uma Unica
célula progenitora (CFU) e dispbe de uma alargada variagdo de morfologias e potencial
de crescimento (Gronthos, S., et al., 2000).

Actualmente ndo ha consenso sobre qual o melhor tipo de MSC para utilizar na
regeneracdo dentéria, se as células estaminais da medula 6ssea (BMSC) ou as celulas
estaminais da polpa dentéaria, embora se reconheca que ha diferencas na capacidade
odontogénica destes dois tipos de SC (Shilpa, P. S., et al., 2013).

Nepal et al. demostraram que as DPSC apresentam maior capacidade para formar
coldnias (CFU) do que as BMSC e sobrevivem durante mais tempo, e tém uma taxa de
proliferacdo maior. O seu potencial é diferente do das BMSC, sendo superior a
tendéncia para se diferenciarem em linhagens odontogénicas e osteogénicas (Machado,
E., et al,, 2011). Além disso, o isolamento de BMSC implica um procedimento
invasivo, tornando-se impraticavel na especialidade de medicina dentaria (Nakahara, T.,
2011).

Os tecidos orais tém sido usados para isolar e expandir MSC, com a recolha de células
estaminais dentérias a receber atencdo e a sugerir a transferéncia dos procedimentos
laboratoriais para a pratica clinica, devido as suas potenciais aplicacdes (Machado, E., et
al., 2011). As SC dentarias séo MSC imaturas, ndo-especializadas, que derivam da
crista neural; e, até a data, foram isoladas a partir da polpa dentaria (DPSC e SHED), do
ligamento periodontal (PDLSC), do foliculo dentario (DFSC) e da papila apical (SCAP)
(Figura 3.) (Shilpa, P. S., et al., 2013).

DPSCs

Figura 3. MSC da cavidade oral. TGPC, SC do gérmen dentério. SGSC, SC da glandula salivar
(Egqusa, H., et al., 2012).
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1.3. A célula estaminal da polpa dentéria

A polpa dentéaria possui diferentes populacbes celulares como os fibroblastos, com
potencial de diferenciacdo em odontoblastos, e as células estaminais da polpa (Figura
4.), MSC multipotentes (com potencial de diferenciacdo em odontoblastos, osteoblastos,
adipocitos e células nervosas) que podem ser obtidas da polpa de dentes definitivos
(DPSC) e da polpa de dentes deciduos esfoliados (SHED) (Kawashima, N., 2012).

A primeira vez que se descreveu a presenca de SC em tecidos dentérios foi ha mais de
10 anos atrés (Kawashima, N., 2012). Gronthos e a sua equipa em 2000 foram os
primeiros investigadores a isolar uma ASC de um tecido dentério e que confirmaram
que as DSPC possuiam as caracteristicas minimas para serem consideradas MSC
(Gronthos, S., et al., 2000). Em 2003, foi a equipa de Miura que mostrou ser possivel
isolar SHED da polpa de dentes deciduos (Miura, M., et al., 2003).

Stem Cells

Dental Pulp

Figura 4. A polpa dentaria possui uma populacio de MSC

(http://akshaylaserdentalcare.com/dental-stem-cell).

1.3.1. DPSC, a celula estaminal da polpa de dentes definitivos

Foi a partir da analogia entre as células de col6nias de DPSC e 0s progenitores de
medula déssea das colénias de BMSC, que Gronthos e a sua equipa identificaram um
novo tipo de SC, caracterizadas por uma morfologia tipica de fibroblasto. Em 2000,
Gronthos et al. isolaram as células estaminais da polpa dentaria do adulto com
capacidade de proliferacdo e de diferenciacdo em varios tipos celulares especializados
(Gronthos, S., et al., 2000), como: odontoblastos, osteoblastos, adipécitos e células
neurais. As DPSC formam um tecido idéntico a polpa vascularizada, rodeado por

odontoblastos que expressam marcadores como o0 CD73, 0 CD90 e o0 CD105, e que sdo
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capazes de produzir tabulos dentinarios semelhantes aos encontrados na dentina original
(Rodriguez-Lozano, F.-J., et al., 2012). As DPSC caracterizam-se por serem grandes e
arredondadas, possuirem citoplasma abundante e um ndcleo central (Rai, S., et al.,
2013).

Uma vez que os dentes exibem uma capacidade limitada para responder a estimulos
nocivos, as DPSC representam uma fonte de substituicdo das células lesadas (\Volponi,
A, et al., 2010). Foi também demonstrado que as células estaminais dentarias podem
trocar de linhagem e formar tecido ectodérmico como por exemplo neurénios (Shilpa, P.
S.,etal., 2013).

As DPSC podem ser Uteis para a regeneracdo de tecidos moles como a polpa mas
também de tecidos mineralizados como a dentina (DiPietro, L., 2012). Investigacfes
recentes tém demonstrado que as DPSC tém potencial de diferenciagdo em
odontoblastos tipicos formando tubulos dentinarios (Kawashima, N., 2012) e em vasos
sanguineos funcionais in vivo, o que possibilita a sua utilizagcdo para a regeneragdo do
complexo pulpo-dentinario, providenciando uma rede vascular necessaria a formagao do
tecido dentario de novo (Casagrande, L., et al., 2011). Um dos desafios criticos da
regeneracao pulpar é precisamente conseguir gerar uma rede vascular funcional tendo
em conta as restricdes anatomicas da polpa, visto que toda a vascularizacdo dentaria tem
acesso radicular apenas pelo foramen apical (Casagrande, L., et al., 2011).

As DPSC isoladas da polpa incluem precursores capazes de formar odontoblastos, sob
sinais apropriados como o hidréxido de calcio ou o fosfato de célcio, materiais usados
para proteccao pulpar (Rai, S., et al., 2013). Os odontoblastos sdo células especializadas
que produzem a matriz de colagénio e sintetizam proteinas ndo-colagénicas que afectam
a estrutura e a mineralizacdo dentinaria. Os prolongamentos citoplasmaticos dos
odontoblastos estendem-se pelos tabulos dentinarios formando uma camada na interface
pré-dentina—polpa, enquanto que 0s seus corpos se dispdem na camada mais externa da
periferia do tecido pulpar (Summitt, J., et al., 2006).

As DPSC podem ser isoladas de diversas fontes dentarias e por diferentes motivos,
como por exemplo: sisos, por motivos profilaticos, pré-molares, por motivos
ortoddnticos, dentes supranumerarios (La Noce, M., et al., 2014) cuja taxa de incidéncia
varia entre 0,45 e 3% (Huang, A., et al, 2009), dentes que sofreram fraturas corono-
radiculares complicadas com exposicdo pulpar (Kawashima, N., 2012) cuja taxa de

incidéncia varia entre 4,6 e 24,4% (Huang, A., et al, 2009), entre outros (Figura 5.).
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Figura 5. A. Exposicdo de tecido pulpar (indicado pela seta), através de corte horizontal
realizado no dente, para permitir a recolha de DPSC (Egusa, H., et al., 2012).

As DPSC ja foram isoladas de diferentes organismos, ndo s6 de humanos mas tambem
de animais, como: o rato, a ovelha, o porco (La Noce, M., et al., 2014), o cédo
(Kawashima, N., 2012), e o coelho (Kawashima, N., 2012).

1.3.2. SHED, a celula estaminal da polpa de dentes deciduos esfoliados

As SHED com as suas capacidades proliferativa e de diferenciacdo elevadas, podem ser
uma fonte alternativa de SC dentéarias para utilizacdo em medicina dentéria regenerativa
(Rodriguez-Lozano, F.-J., et al., 2012).

De facto, a polpa de dentes deciduos € uma boa fonte de ASC multipotentes
(Rodriguez-Lozano, F.-J., et al., 2012) porque para além dos métodos de recolha das
SHED serem considerados ndo-invasivos, a polpa de dentes deciduos possui uma
grande quantidade de células estaminais (Taka Nakahara, 2011). As populacdes de
SHED podem ser obtidas facilmente, quer por perda natural quer por remocdo cirurgica
de dentes.

As SHED diferem das DPSC diferem quanto a taxa de crescimento em cultura, a
expressdo de marcadores genéticos e a capacidade de diferenciacdo celular (\Volponi,
A, etal., 2010) (Tabela 1. e 2.).
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Tabela 1. Marcadores celulares das MSC da polpa dentéria (Egusa, H., et al., 2012).

sc Expresséo positiva de | Expressdo negativa de | Outros marcadores
antigénios CD antigénios CD representativos
CD9, CD10, CD13,
CD29, CD44, CD49d,
CD14, CD31, CD34,
DPSC CD59, CD73, CD90, STRO-1, NES
CD45, CD117, CD133
CD105, CD106, CD146,
CD166
STRO-1, OCT-4,
CD13, CD44, CD73, CD14, CD19, CD34,
SHED NANOG, NES,
CD90, CD105, CD146 CD43, CD45
SSEA-3, SSEA-4

Tabela 2. Potenciais de proliferacdo e de diferenciacdo das MSC da polpa dentéria
(Egusa, H., et al., 2012).

Potencial de | Capacidade de diferenciagéo | Capacidade de formagéo
>¢ diferenciagéo in vitro de tecidos in vivo
Dentéria (odontoblastos)

Mesoderme (osteoblastos, Dentéria (dentina, polpa)
DPSC > 120 adipécitos, condrdcitos, Mesoderme (tecido
miocitos) adiposo, musculo)
Ectoderme (neurénios)
Dentéria (odontoblastos)
Mesoderme (osteoblastos, Dentéria (dentina)
SHED > 140 adipdcitos, condracitos, Mesoderme (0sso, vasos
midcitos, células endoteliais) sanguineos)
Ectoderme (neurénios)
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2. Engenharia tecidular

A investigacdo com células estaminais recorre a engenharia tecidular, um campo
multidisciplinar emergente cujo objectivo é transpor para aplicacdo clinica a reparacao
ou regeneragdo de orgdos e tecidos, favorecendo o processo de remodelacgdo tecidular
através do desenvolvimento de biomateriais (construcdes bioartificiais) e uso de células
manipuladas.

As capacidades Unicas de auto-renovacgdo e plasticidade, tornam as células estaminais
particularmente adequadas para aplicagdes regenerativas, com abundantes relatorios
experimentais e investigagdes clinicas preliminares a substanciar o seu potencial uso.
Nas aplicacbes de engenharia tecidular as MSC estdo entre as populacdes de células
mais usadas uma vez que ha vérias fontes de onde podem ser recolhidas e a vasta
maioria dos tecidos relevantes na regeneracdo tém origem mesenquimatosa (Machado,
E., etal., 2011).

A engenharia tecidular comporta os processos de isolamento, cultura (as SC séo
mantidas sob condi¢des que permitem a sua sobrevivéncia, expansdo e diferenciacao
(Lodish, H., et al., 2005)) e posterior implante em modelo in vivo das células estaminais
dentarias para regeneracao tecidular dentaria (Khademhosseini A., et al., 2006).

O desenvolvimento destes processos serd exposto em seguida, juntamente com oS
resultados de alguns trabalhos recentemente publicados sobre a utilizacdo da engenharia

tecidular para regeneracao dentaria.

2.1. Isolamento

Para preparar as SC para cultura, as ligacdes entre estas e a matriz extracelular tem que
ser rompida. Assim, transfere-se um pedaco de um tecido combinado com proteases,
como a colagenase ou a tripsina, e um agente gquelante, (Lodish, H., et al., 2005) que
sofrendo digestdo enzimatica permite separar as células do tecido (La Noce, M., et al.,
2014).
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Figura 6. Isolamento das SC. Digestdo enzimatica de tecido adiposo por colagenase
tipo | durante 30 minutos a 37°C seguida de centrifugacao, posteriormente as ASC sdo
colocadas numa placa de cultura sob condi¢6es que induzem proliferacdo. CM, células

mesenguimais. SVF, fraccdo de estroma vascular. Infranata de tecido adiposo
(http://ww.hindawi.com/journals/isrn/2013/713959.fig.001.jpg).

Depois da separacdo celular por digestdo enzimatica, as células sdo colocadas numa
placa com soro onde aderem a superficie e se ligam entre si (Lodish, H., et al., 2005).
Friedenstein et al., foi o primeiro a descrever o isolamento das MSC através da
capacidade selectiva das BMSC aderirem a um substrato, nomeadamente as placas de
cultura, dando origem a formacéo de colonias de fibroblastos (Machado, E., et al.,
2011). A maioria das SC que aderem a superficie s6 se dividem por um periodo de
tempo finito e depois param de crescer (Lodish, H., et al., 2005).

As DPSC isoladas por tratamento enzimatico formam CFU com densidades, tamanhos e
morfologia diferentes, sugerindo que cada célula pode ter um potencial de proliferacdo
ou diferenciacdo distinto, tal como reportado para as BMSC. Além disso, alguns
marcadores especificos das células estaminais ndo sdo expressos de forma uniforme em
todas as culturas de DPSC, sugerindo fortemente que esta populacdo celular é
heterogénea (Machado, E., et al., 2011).

Depois da digestdo enzimatica, recorre-se a técnicas de separacdo de células por

citometria de fluxo associada ao uso de biomarcadores especificos que permitem isolar
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as SC por activacdo fluorescente (FACS), ou por activagdo magnética (MACS) (La
Noce, M., et al., 2014).

A citometria de fluxo por activacdo fluorescente permite separar misturas heterogéneas
de células em dois ou mais recipientes, uma célula de cada vez, através da dispersao de
luz fluorescente e especifica de cada célula, num processo rapido e objectivo que
permite ndo s separar fisicamente as células estaminais como quantifica-las. O FACS
identifica as SC da polpa fluorescentes através dos seus marcadores celulares de
stemness, por exemplo, 0 CD34" e 0 CD117%, o que permite distingui-las das restantes
células em cultura (La Noce, M., et al., 2014).

A citometria de fluxo por activacdo magnética também permite separar Varias
populacdes celulares dependendo dos seus antigénios de superficie. A MACS consiste
na incubacdo das células com particulas nanomagnéticas e anticorpos contra antigénios
especificos que permitem a separacdo celular, uma vez que os anticorpos fazem com
que as células que expressam um antigénio especifico se juntem as nanoparticulas
magnéticas (Masthan, K.M.K., et al., 2013).

2.2. Cultura

A cultura celular permite que um unico tipo de células de uma populagdo homogénea
possa crescer em condigdes controladas que permitem o processo de clonagem. A
principal desvantagem é que como ndo se encontram no seu ambiente natural, as células
ndo sdo controladas por outras células e tecidos, o que pode afectar as suas
propriedades. As SC dentarias precisam de muitos nutrientes especificos, de placas com
coberturas especiais e de estar a uma temperatura de 37°C, em suma que 0 ambiente de
cultura se aproxime o mais possivel do ambiente natural, para que o processo de cultivo
seja bem-sucedido. As culturas sdo mantidas em incubadoras com temperatura e taxa de
humidade controladas, para reduzir a possivel contaminacdo bacteriana ou fungicida,
acrescentando-se também antibidticos ao meio de cultura (Lodish, H., et al., 2005).

Para diminuir a contaminacdo os investigadores manipulam as SC em placas que
proporcionam um meio solido para adesdo celular, com soro onde estdo os factores de
crescimento necessarios para a proliferacdo celular. Na placa as SC secretam o0s
componentes da matriz celular que aderem a superficie da placa, ligam-se e crescem na

matriz secretada. Uma Unica SC pode originar coldnias celulares, um conjunto de
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milhares de células idénticas até 14 dias, de acordo com a sua taxa de crescimento
(Lodish, H., et al., 2005).

As DPSC devem ser cultivadas num meio semelhante a0 microambiente dentério, com
estimulos extracelulares, para desenvolverem os odontoblastos (Volponi, A., et al.,
2010). As DPSC de por exemplo um terceiro molar extraido necessitam de ser
cultivadas e manipuladas in vitro para posteriormente se ter quantidade suficiente para
efectuar o seu transplante para um modelo animal, o que para além da potencial
contaminagdo patogénica e tumorogénese a longo prazo das células manipuladas,
acarreta um custo elevado (Yildirim, S., et al., 2011). Além disso, a diferenciacdo para
odontoblastos apenas pode ser induzida sob certas condi¢cbes, como a presenca de
dentina intacta (Yan, M., et al., 2011).

2.3. Scaffolds

O scaffold € uma matriz ou suporte biomateral cuja funcdo principal é suportar a
estrutura biomecénica das células estaminais nele inseridas, juntamente com proteinas
bioactivas estimuladoras da proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celulares, tenta
recriar um microambiente tridimensional semelhante ao dos tecidos naturais (Rosa, V.,
etal., 2012; Feng, R., et al., 2013).

Intuitivamente o melhor scaffold é aquele constituido pela ECM do tecido hospedeiro
no seu estado nativo. O scaffold pretende imitar as funcdes da ECM pelo menos de
forma parcial, uma vez que as maltiplas func@es, a composicdo complexa e a natureza
dindmica da ECM sao dificeis de imitar de forma exacta. Isto depende ndo s6 da
aquitectura (e constituicdo) do scaffold, como das suas caracteristicas biologicas e
mecanicas (Tabela 3.) (Chan, B., et al., 2008).

Os scaffolds devem proporcionar o0 espago necessario para a formacdo de tecido de
novo, a vascularizacdo e a remodelacdo, de modo a facilitar a integracdo do tecido apds
o0 implante no hospedeiro. A sua estrutura deve ser suficientemente porosa para permitir
o0 transporte eficaz de nutrientes e metabolitos sem comprometer de forma significativa
a estabilidade mecanica, uma vez que precisam de ser degradados a medida que se vai
produzindo matriz de novo, apds o implante no tecido receptor.

Para além de fornecerem suporte tanto as células endégenas como as células exdgenas
aplicadas de forma a que as primeiras se possam ligar, crescer e diferenciar em cultura

in vitro e no implante in vivo (Chan, B., et al., 2008).
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Tabela 3. Fungdes da ECM nos tecidos nativos e dos scaffolds nos tecidos envolvidos

no processo de engenharia tecidular.

Funcgdes da ECM nos
tecidos nativos

Funcdes analogas dos
scaffolds nos tecidos
envolvidos no processo de
engenharia tecidular

Arquitectura e caracteristicas
biol6gicas e mecanicas dos
scaffolds

Providenciar suporte
estrutural as células

Providenciar suporte
estrutural as células
exdgenas para estas se
ligarem, crescerem,
migrarem e se
diferenciarem in vitro e in
vivo

Biomateriais com sitios para a
ligacdo das células, estrutura
porosa para a migragéo celular e
difusdo e nutrientes, resisténcia
temporéria para permitir a
biodegradacédo ap6s o implante

Contribuir para as
propriedades mecénicas
dos tecidos

Providenciar a estabilidade
mecénica e forma ao defeito
tecidular e dar a rigidez
necessaria aos tecidos
intervenientes nos processos
de engenharia tecidular

Biomateriais com propriedades
mecanicas suficientes para
preencher o espaco do defeito
tecidular e simular as propriedades
do tecido nativo

Providenciar a
bioactividade necessaria
as células para
responderem aos
estimulos do seu
microambiente

Interagir activamente com
as células para facilitar a
sua proliferacéo e
diferenciacdo

Moléculas de adesdo e outros
factores que intervém nas células

Actua como reservatorio
de factores de
crescimento e potencia as
suas acgoes

Reservatoério de factores de
crescimento exdgenos

Microestruturas que retém agentes
bioactivos nos scaffold

Providencia um ambiente
fisico flexivel que
permite a remodelagao
em resposta a processos
dindmicos (reparacao
tecidular)

Providencia o espago para a
vascularizacédo e a formacéo
de tecidos de novo, bem
como para a remodelagao
tecidular

Microestruturas porosas para a
difusdo de nutrientes e
metabolitos, biocompatibilidade
que relaciona o design da matriz
do scaffold com a sua degradagao
controlada

Os scaffolds devem interagir com os componentes celulares que constituem os tecidos

usados nos procedimentos de regeneracdo tecidular, para facilitar e regular as

actividades desenvolvidas por eles. Os biomateriais incluem moléculas de adesdo que

intervém na morfologia e alinhamento celulares, proteinas como os factores de
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crescimento que aumentam a velocidade de regeneragdo (Chan, B., et al., 2008)
estimulando a proliferacdo e diferenciacdo das SC, para além de outros intervenientes
Nno processo regenerativo, como: nutrientes que promovem a sobrevivéncia e 0
crescimento celulares e antibioticos que previnem o crescimento bacteriano (Figura 7.)
(Rai, S., et al., 2013).

Stem cells

Regenerated
tissue
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)

Figura 7. As SC sdo colocadas em scaffolds ricos em factores e nutrientes que permitem a

Nutrition

regeneracao, num meio semelhante ao natural (Sharma, S., et al., 2014)
(http:/lwww.jcdr.net/ReadXMLFile.aspx?id=3937).

Os scaffolds devem providenciar estabilidade mecénica e dar forma ao defeito tecidular
onde sdo implantados, com as suas propriedades mecanicas intrinsecas a combinarem
com as do tecido receptor. (Chan, B., et al., 2008).

Em relacdo ao tamanho dos poros dos scaffolds que permitem o movimento das SC ao
longo do scaffold para efectuarem as suas ligacdes, proliferarem e se distribuirem
correctamente ha ainda muitas incertezas. Ainda ndo foi determinado o tamanho ideal
dos poros do scaffold para a regeneracdo dentaria. Ha que ter em conta os seguintes
factores: se os poros forem pequenos apenas conseguem migrar algumas células e
difundirem-se os nutrientes, sobrando uma superficie maior para a ligacdo celular,
enquanto que, se os poros forem demasiado grandes as células podem difundir-se mais
facilmente mas o scaffold degradar-se-a mais rapidamente do que o pretendido (Zhang,
W, etal., 2011).

Para se conseguirem desenvolver estratégias clinicas Uteis na regeneracdo pulpar

dentaria, sdo necessarios a caracterizacdo e o desenvolvimento de scaffolds capazes de
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manter a viabilidade das SC durante o transplante e de regenerar polpa funcional (Rosa,
V., etal., 2013).

Existem quatro tipos de scaffolds, sendo: scaffolds porosos pré-fabricados (2.3.1.),
scaffolds constituidos por ECM de onde se retiraram as células originais (2.3.2.), ECM
secretada por células isoladas em pocos, sob a forma de lamina ou folha para posterior
enxerto (2.3.3.), e hidrogéis com células encapsuladas (2.3.4.) (Figura 8. e Tabela 4.)
(Chan, B., et al., 2008).

1. Pre-made porous scaffolds 2. Decellularized extraceliular 3. Cell sheets with secreted 4. Cell encapsulated in self-
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Figura 8. Caracteristicas dos quatro diferentes tipos de scaffolds.

2.3.1. Scaffolds porosos pré-fabricados

Este tipo de scaffold pode manter a sua forma nativa, no caso de enxertos alogénicos e
xenogénicos de ECM, ou podem ter a forma de pequenos blocos construidos,
constituidos por ceramicas como o fosfato de célcio, ou polimeros inorganicos como
proteinas, polissacarideos, lipidos e polinucledtidos.

Os scaffolds porosos naturais tém uma excelente biocompatibilidade, o que permite as
células ligarem-se e crescerem em Optimas condicdes de viabilidade. E como
desvantagem, apresentam uma estabilidade fisica e mecanica limitadas, o que os torna
pouco aconselhaveis para algumas aplicacdes.

Os scaffolds porosos sintéticos sdo constituidos por polimeros organicos ou sintéticos, o
que permite um maior controlo sobre as suas propriedades fisicas e mecanicas,

permitindo a sua utilizagio em tecidos moles e mineralizados. Contudo, a

32



biocompatibilidade ¢ o seu maior problema, uma vez que as celulas podem ter
dificuldade em se ligar e crescer nestes materiais. Uma das possiveis formas de
melhorar a sua biocompatibilidade € aplicar uma camada superficial de colagénio
durante o processo de fabrico destes biomateriais (Chan, B., et al., 2008).

2.3.2. Scaffolds de ECM sem células

Sdo processados a partir de tecidos alogénicos ou xenogénicos e sdo os scaffolds que
melhor simulam os tecidos nativos, podendo ser usados em vasos, nervos, tenddes e
ligamentos.

A descelularizagdo é promovida por técnicas que combinam métodos fisicos, quimicos e
enzimaticos, com a utilizacdo de detergentes, EDTA, tripsina para remoc¢do dos
componentes celulares, entre outros. Para aléem da sua excelente biocompatibilidade,
conservam alguns factores de crescimento que podem ajudar na proliferacdo e na sua

remodelacdo celulares (Chan, B., et al., 2008).

2.3.3. Scaffolds de ECM com ceélulas (lamina)

Neste tipo de scaffold as celulas produzem a sua prépria matriz apos confluéncia celular
e a mineralizacdo ocorre sem métodos enzimaticos, por cultura celular com polimeros
termo-sensiveis (Chan, B., et al., 2008). Varias investigacdes utilizaram PLA (poli-L-
acido lactico) nestes scaffold rigidos que posteriormente sdo cortados em laminas para
serem implantados em animais (Rosa, V., et al., 2013).

Algumas das desvantagens deste tipo de scaffold sdo as seguintes: dificuldade em
construir laminas com a espessura ideal, a revasculariza¢do acontecer demasiado rapido
(Chan, B., et al., 2008), e a adaptacdo do enxerto destes scaffold rigidos as paredes
dentinarias ao longo dos canais radiculares ser dificil de conseguir (Rosa, V., et al.,
2013).

2.3.4. Hidrogeéis com células encapsuladas

Os hidrogéis sdo injectados no local do defeito tecidular num processo de um Unico

passo, simples e rapido, que permite a interacdo entre eles e as células enddgenas
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(Chan, B., et al., 2008). Isto torna-se vantajoso no caso de se pretender regenerar

tecido pulpar, sendo o hidrogel introduzido directamente no canal radicular (Codeiro,

M., et al., 2008).

Tabela 4. Caracteristicas dos diferentes tipos de scaffolds.

Scaffolds Scaffolds de | Scaffolds de | Hidrogéis com
porosos  pré- | ECM sem | ECM com | células
fabricados células células encapsuladas
Materiais Biomateriais Tecidos Células Biomateriais
constituintes naturais ou alogénicos ou naturais ou
sintéticos Xenogeénicos sintéticos
Processo de Materiais Técnicas de Secrecdo de Processos
fabrico s6lidos com descelularizagéo ECM por controlados por
poros células apos pH e
incorporados atingirem temperatura
confluéncia
Combinacao Cultura Cultura Células Células
celular presentes antes presentes
da secrecdo da
ECM
Transplante Implante Implante Implante Injeccdo
Vantagens Escolha de Melhor Secrecao Injectavel, num
materiais simulacdo da biocompativel Unico passo
diversificada, ECM nativa em da ECM simples e
arquitectura e termos de rapido, interacéo
microestrutura composicado e intima entre as
com design propriedades células e o
preciso mecanicas do material
scaffold
Desvantagens Tempo de Distribuicdo ndo | S&o necessarias | SO para tecidos
cultura, homogénea das multiplas moles

distribuicdo ndo
homogénea das
células

células,
dificuldade em
reter toda a
ECM,
imunogenicidade
por
descelularizagéo
incompleta

laminas/folhas
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Aplicacdes
preferenciais

Tecidos moles e
mineralizados

Tecidos com
elevado
contetido
extracelular

Tecidos com
elevada
celularizacéo,
tecidos
epiteliais,
tecidos
endoteliais,
camadas
tecidulares finas

Tecidos moles

Os biomateriais usados para fabricar os scaffolds tém que ser compativeis tanto com as

células manipuladas como com as celulas endogenas no tecido hospedeiro (Chan, B., et

al., 2008), e devem ser biodegradaveis (Yildirim, S., et al., 2011) para que se possa ir

degradando apds a implantacdo a uma taxa correspondente a da producdo da matriz do

tecido em desenvolvimento (Chan, B., et al., 2008).

O scaffold pode ser

natural ou sintético (Tabela 5.), biodegradavel ou permanente

(Yuan, Z., et al., 2011), o que torna a sua seleccdo um processo essencial a garantia da
sua eficacia (Zhang, W., et al., 2011).

Tabela 5. Materiais utilizados na construcdo de scaffolds.

Scaffolds Hibridos

Scaffolds Naturais | Scaffolds Sintéticos
Acido Hialurénico | . o
Acido Poliglicélico
Colageénio
o Acido Polilatico
Fibrina i —
Hidroxiapatite
Quitosana )
Policoprolactona
Seda

Hidrogel

2.3.5. Scaffolds Naturais

Os scaffolds naturais podem ser feitos de colagénio, fibrina, acido hialurdnico
(componentes da ECM) (Edalat, F., et al., 2012), quitosana e seda (Tabela 5.)
(Rodriguez-Lozano, F.-J., et al., 2012).
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Prescott et al., introduziram DPSC que produzem a proteina da matriz dentinaria num
scaffold perfurado de colagénio simulando dentina e depois implantaram este conjunto
(scaffold e células) subcutaneamente num rato imunocomprometido e verificaram,
passadas seis semanas de incubacdo, que se podia observar tecido pulpar bem
organizado.

Os scaffolds de colagénio sdo atractivos para a regeneragdo tecidular dentéria uma vez
que este € o0 maior componente da polpa humana e ja estd comprovado que este scaffold
permite a sobrevivéncia e o crescimento das DPSC (Rosa, V., et al., 2013). De facto, 0
colagénio tipo | ja foi varias vezes utilizado como scaffold na engenharia tecidular, mas
também a fibrina, o &cido hialurénico, o polietileno glicélico, sendo os estudos mais
recentes realizados com scaffold de polilactico glicolidico (PLGA) e hidroxiapatite
(HA) (Yuan, Z., et al., 2011), sobre a forma de hidrogéis (Galler, K.M., et al, 2011)
para puderem ser injectados na area comprometida. Em contraste, utilizando DPSC de
rato em scaffold do tipo sélido ou nanofibroso ndo se observou formacéo de esmalte, o
que permite concluir que este tipo de scaffold ndo é eficaz para a diferenciacdo de
celulas estaminais epiteliais (Zhang, W., et al., 2011).

Em 2011, investigadores da Universidade de Massachusetts comparam dois tipos de
scaffolds de seda, um deles com uma base aquosa e 0 outro com uma base de fldor,
numa tentativa de comparar as suas propriedades, as suas caracteristicas fisicas e as suas
capacidades de promoverem a ligacdo das SC bem como a diferenciacdo das SC.
Utilizaram DPSC humanas nos respectivos scaffolds e implantaram-nas em modelos
animais de rato com 4 semanas de idade, de onde foram consecutivamente colhidas pds-
-implante ao fim de 6, 18 e 25 semanas para caracterizacdo. Os resultados obtidos
permitem afirmar que o scaffold em flior suporta melhor a regeneracéo da polpa e que

o scaffold aquoso sofre degradacdo mais rapidamente (Zhang, W., et al., 2011).

2.3.6. Scaffolds Sintéticos

Os scaffolds sintéticos sdo biopolimeros que permitem excelentes propriedades
quimicas e mecanicas, conseguindo-se um elevado controlo das suas caracteristicas
fisico-quimicas como: o peso molecular, a configuracdo das cadeias poliméricas e a
presenca de grupos funcionais. Os materiais mais utilizados para a construcdo dos

scaffold sintéticos sdo: o é&cido polilatico (PLA), o é&cido poliglicolico (PGA) e
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copolimeros como o &cido polilatico-coglicélico (PLGA) (Tabela 3.) (Rodriguez-
Lozano, F.-J., etal., 2012).

Young e a sua equipa implantaram celulas estaminais de suino num scaffold de acido
polilatico-coglicélido (PLGA, poly-L-lactide-co-glycolide) com sucesso apesar de as
células implantadas ndo terem dado origem a estruturas com a forma pretendida
(Hacking, S.A., et al., 2009).

Em 2011, Jing Wang e os seus colegas comparam dois tipos de scaffolds, sélidos e
nanofibrosos para verificar qual dos dois se ajustava melhor a diferenciacdo
odontogénica das DPSC e mineralizacdo do tecido regenerado. Os resultados in vitro
mostram que, em comparacdo com os scaffolds solidos, os scaffolds nanofibrosos
aumentam tanto a ligagdo como a proliferacéo celular. Ambos os scaffolds estudados, o
NF-PLA (nanofibroso) e o SW-PLA (sélido), eram constituidos por acido polilactico
(PLA). Os resultados obtidos permitiram afirmar que os scaffolds nanofibrosos (NF)
proporcionam um microambiente melhor para a proliferacdo das DPSC e da sua matriz
extracelular, uma vez que a sua arquitectura nanofibrosa aumenta a adsorc¢éo protéica da
fibronectina e da vitronectina, permitindo uma ligacdo de pre-ameloblastos mais eficaz.
Além disso, os poros do scaffold nanofibroso permitem maior concentracdo de DPSC
do que o scaffold solido, permitindo uma melhor diferenciacdo odontogénica das DPSC
humanas testadas e formacao de novo tecido dentinario (Wang, J., et al., 2011).

Uma formacéo dentinaria semelhante a observada por Gronthos et al., em que os tecidos
formados continham uma estrutura dentinaria tipica, rodeada por células odontoblasticas
com processos citoplasmaticos longos numa matriz mineralizada rodeada por vasos
sanguineos, foi também observada in vivo usando SHED recombinadas num meio de
cultura com pé ceramico de fosfato tricalcio e hidroxiapatite (Yan, M., et al., 2011).
Estudos recentes para comparacdo de dois tipos de scaffold obtiveram os resultados a
seguir apresentados. Um dos estudos verificou a regeneracdo de dentina apds implante
feito com DPSC em scaffold de hidroxiapatite com fosfato tricalcico (HA/TCP).
Enguanto que outro estudo reportou a formacdo de esmalte, dentina e polpa bem
organizada em construcdes com scaffold de poliglicolico e acido lactico (PGA/PLA ou
PLGA) apos implante em modelos animais de rato e porco, com DPSC, SHED e SC
epiteliais. Resultados semelhantes obtiveram-se utilizando as mesmas células MSC da
polpa e do epitélio dentario colocadas em esponjas de colagénio que funcionaram como
scaffold (Zhang, W., et al., 2011).
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Quando Gronthos et al. transplantaram subcutaneamente hDPSC (DPSC humanas)
recombinantes com p6 cerdmico de tricAlcio e hidroxiapatite em ratos
imunocomprometidos, os tecidos que se formaram continham uma estrutura dentinaria
tipica, rodeada por odontoblastos com longos prolongamentos citoplasmaticos numa
matriz mineralizada e a volta da matriz de dentina observaram-se vasos sanguineos
(Yan, M., etal., 2011).

Trabalhos realizados em 2012 por uma equipa chinesa, usaram com sucesso SHED de
porco, implantadas num modelo da mesma espécie animal, num scaffold de B-TCP
(fosfato beta-tricalcio) onde ocorreu regeneracdo de dentina e que os defeitos do telhado

da camara pulpar foram quase totalmente restaurados. (Zheng, Y., et al., 2012)

2.3.7. Scaffolds Hibridos

Outra escolha véalida para suporte biomaterial na regeneracao dentaria sdo os polimeros
hibridos (Yildirim, S., et al., 2011) (Tabela 3.) com contetado hidrofilico e
caracteristicas mecanicas semelhantes ao tecido natural. Estes biopolimeros,
denominados hidrogéis, tém sido recentemente explorados (Rodriguez-Lozano, F.-J., et
al., 2012). Os hidrogéis podem ser constituidos por biomaterais naturais ou sintéticos
(Chan, B., et al., 2008).

2.4. Factores

A cultura celular sdo acrescentadas moléculas de sinalizagdo morfogénica essenciais a
formacdo e reparacdo de polpa e dentina. Dessas moléculas fazem parte os factores de
crescimento que permitem a sobrevivéncia das SC através da regulacdo da taxa de
crescimento (Demarco, F., et al., 2011), estimulando a proliferacdo, induzindo a
diferenciacdo das SC noutros tipos celulares e estimulando-as a produzir matrizes
mineralizadas (Rodriguez-Lozano, F.-J., et al., 2012).

Sdo exemplos de factores de crescimento utilizados na engenharia com SC: a proteina
morfogénica do osso (BMP), o factor de crescimento fibroblastico (FGF), o factor de
crescimento transformante-beta (TGF-pB) e o factor de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (Rai, S., etal., 2013).

As proteinas morfogénicas do osso (BMP) séo factores de crescimento que participam

na morfogénese de varios 6rgdos e tecidos incluindo os dentes, tendo sido originalmente
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identificadas como reguladoras da formagéo da cartilagem e do 0sso por Urist em 1965,
fazem parte da familia dos factores de crescimento transformante-beta (TGF-p)
(Demarco, F., et al., 2011).

2.5. Transplante das SC dentérias /Implante in vivo

Depois da expansdo e diferenciagéo celulares das SC em scaffold enriquecidos com
factores de crescimento, nutrientes e outros (descrito anteriormente), as células
estaminais da polpa séo implantadas in vivo em modelos animais (Figura 9. B.)
(Kodonas, K., et al., 2012).

Figura 9. B. Imagem radiografica de um implante de SC dentérias (seta) no porco in
vivo (Kodonas, K., et al., 2012).

Hoje em dia, as técnicas de transplante das SC tém melhorado com a utilizacdo de
scaffold hidrogel que permitem a injeccdo das células directamente no defeito dentario
que se pretende restituir (Feng, R., et al., 2013).

O sucesso do transplante das SC requer um numero suficiente de células que
mantenham a viabilidade e a capacidade odontogénica necessarias a producdo de ECM
para regeneracao tecidular. Esta viabilidade esta associada a estabilidade genética das
SC que pode ser avaliada (Egusa, H., et al., 2012).

Os potenciais problemas associados ao implante das amostras em cultura sdo o0s
procedimentos especializados necessarios para a adesdo celular as paredes dos canais
radiculares, tornando essencial a adicdo de moléculas que estimulam a adesdo ao
scaffold, para além do facto da taxa de sobrevivéncia das células que pode ser reduzida
(Rai, S., et al., 2013).
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3. Investigacdes recentes com DPSC

3.1. Por Gronthos, S., et al., em 2000

Gronthos et al. foram os primeiros a isolar populacdes progenitoras odontogénicas de
tecido pulpar adulto, verificando que as células pulpares, derivadas de tecidos pulpares e
radiculares em estadios precoces do desenvolvimento dentério, e cultivadas sob certas
condi¢des, conseguem produzir células com aparéncia de odontoblastos que
demonstraram capacidade para formar nodulos mineralizados in vitro. As DPSC séo
ASC com capacidade de formar clones, possuem elevada taxa de proliferacéo e sdo
capazes de regenerar um tecido (Gronthos S., et al., 2000).

Seguidamente serdo descritas as principais observagoes elaboradas por Gronthos et al.
durante a sua investigacdo com DPSC.

Gronthos iniciou a caracterizacdo das ceélulas estaminais da polpa através da analogia
com as BMSC, sabendo que 0 0sso humano se formava apos transplante de BMSC em
scaffold de hidroxiapatite e fosfato de tricalcio (HA/TCP). A partir desta informacéo
extrapolou a possibilidade das DPSC expandidas in vitro serem capazes de regenerar
uma estrutura pulpo-dentindria in vivo sob condi¢bes semelhantes as estudadas
anteriormente para as BMSC.

Para isolar DPSC Gronthos utilizou métodos previamente desenvolvidos para 0 mesmo
propdésito nas BMSC. Comprovou que ha uma populacdo de células com potencial de
clonagem na polpa humana adulta através do processo de contagem de CFU (coldnia
celular) formados por suspenséo de BMSC e verificou que a formacéo de coldnias pelas
DPSC apresentam uma frequéncia aparentemente mais elevada do que a demonstrada
pelas BMSC. Contudo, isto podia ser devido a constituicdo basica destes dois tipos de
tecidos conjuntivos, uma vez que a polpa é um tecido fibroso enquanto que 99% da
medula 6ssea sdo células hematopoiéticas. De facto, quando a amostra de BMSC ¢é
sujeita a digestdo enzimatica com colagenase para se tornar livre de células
hematopoiéticas, a incidéncia de CFU aumenta drasticamente, assemelhando-se mais a
quantidade de CFU conseguidas por cultura de DPSC.

Gronthos verificou que as DPSC exibem uma taxa de proliferacdo mais elevada do que
as BMSC in vitro. As DPSC mantém a taxa de proliferacdo elevada mesmo depois de
extensamente cultivadas, satisfazendo deste modo e juntamente com a sua natureza

clonogénica, dois dos critérios de classificacdo das ASC.
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Apesar da sua localizagdo téo distinta, as DPSC e as BMSC partilham algumas
caracteristicas. Potentes reguladores da formacgdo déssea com o factor de crescimento
transformante-B e as proteinas morfogénicas do osso (BMP-2 e BMP-4) foram
identificados como reguladores da diferenciagdo odontoblastica. H& outros factores de
crescimento que regulam a proliferacdo e diferenciacdo dos percursores odontoblasticos
como o factor de crescimento fibroblastico, o factor de crescimento epidérmico, o factor
necrosante tumoral-a e IL-B1.

Os osteoblastos e 0s odontoblastos expressam proteinas da matriz mineralizada
semelhantes como a proteina da matriz dentinéria 1, fibronectina, colagénio tipo I,
fosfatase alcalina, osteonectina, osteopontina, sialoproteina do 0sso e osteocalcina. Duas
excepcOes notaveis sdo a sialoproteina e a fosfoproteina da dentina apenas expressas
pelas DPSC, e codificada por um gene comum, o DSPP. A expressdo da sialoproteina e
da fosfoproteina da dentina estd associada a dentinogénese, ocorrendo depois da
formacédo da matriz de pré-dentina.

A natureza heterogénea das DPSC pode dever-se aos varios estadios de
desenvolvimento ou pode representar diferentes linhagens celulares pulpares. O
transplante de hDPSC para um rato imunocomprometido providencia um novo modelo
para caracterizacdo destas SC. A quantidade de dentina e tecido pulpar formados a partir
de um transplante excede bastante a quantidade gerada destes tecidos in situ durante a
sua vida. Por isso pode usar-se uma grande quantidade de DPSC isoladas de um so
dente para tratar varios dentes.

Apesar das DPSC e as BMSC serem reguladas por factores semelhantes e expressarem
um perfil protéico comum, estas populacdes celulares diferem significativamente nas
suas capacidades proliferativa e de diferenciacdo in vitro, e, mais importante, sao
distintas na sua capacidade de desenvolverem tecidos de novo in vivo, devido ao
microambiente de que derivam. Apenas algumas coldnias de BMSC tém potencial de
diferenciacdo em mdltiplas linhagens in vitro e a capacidade para formar tecido 0sseo
de novo ou novos elementos celulares da medula in vivo.

O transplante de DPSC ¢é caracterizado por possuir uma camada de odontoblastos
alinhados numa camada bem definida que expressam a DSPP (proteina especifica da
dentina) com os seus prolongamentos orientados na mesma direccdo dos tubulos
dentinarios da nova dentina gerada (dentina regenerada). Verifica-se a presenca de uma
matriz colagénica semelhante a encontrada na dentina primaria com fibras ordenadas
perpendicularmente me relacdo & camada de odontoblastos, ao contrério da matriz ndo-
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tubular (mais desorganizada) tipica da dentina secundaria ou reparadora. Os
componentes da ECM do transplante das DPSC é evocativo dum tecido pulpar fibroso:
infiltrado por vasos sanguineos, distinto do transplante de BMSC com medula formada
com elementos hematopoiéticos e adipdcitos.

A frequéncia de coldnias formadas por DPSC foi significativamente mais elevada do
que a frequéncia de coldnias formadas por BMSC.

Depois do trabalho realizado por Gronthos e a sua equipa, surgiram novas investigacoes
sobre as DPSC nos ultimos anos. Serdo descritas em seguida aquelas que seguem o seu

legado com novos resultados.

3.2. Por lohara, K., et al., em 2004

Em 2004 lohara et al., cultivaram DPSC de porco num meio com BMP-2 e
posteriormente transplantadas para incisivos superiores de cdo previamente extraidos.
Quatro semanas depois do transplante, os modelos de céo preenchidos com SC de polpa
de porco foram analisadas por PCR, exame histologico e analise estatistica, e 0s
investigadores verificaram que as DPSC induzidas por BMP-2 diferenciam-se em

odontoblastos capazes de formar dentina (lohara, K., et al., 2004).

3.3. Por Huang, G., et al., em 2009

Huang, G., et al., em 2009, utilizou um modelo animal de rato para implantar
subcutaneamente hDPSC e hBMSC misturadas num scaffold de um copolimero de poli-
D,L-latico (PLA) e poliglicélido (PGA) (Figura 10.).

Open to
blood supply

Figura 10. Um rato imunocomprometido serviu de modelo subcutaneo para regeneragao de
polpa e dentina a partir de hDPSC (Huang, G., et al., 2009).
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As DPSC foram recolhidas de 12 dentes do siso com e sem apéx aberto, de oito dadores
com idades entre os 16 e 0s 24 anos, e as BMSC foram isolados do fémur de doentes
saudaveis com idades compreendidas entre os 20 e 0s 63 anos. As DPSC foram isoladas
e seguidamente colocadas numa solugcdo de colagenase tipo | (3mg/ml) e dispase
(4mg/ml) para sofrerem digestdo enzimatica durante 30 a 60 minutos e a uma
temperatura de 37°C.

Obtiveram-se suspensdes celulares que foram colocadas em seis placas com meio a-
essencial e outros componentes, como: soro de bovino fetal (15-20%), glutamina
(2mM), fosfato de acido ascérbico (100um), penicilina (100U/ml), streptomicina
(100pg/ml) e fungizona (0,25 pg/ml), mantidos em condi¢bes de 5% de CO; e
temperatura de 37°C. Houve formacdo de coldnias de fibroblastos 1 a 2 semanas depois
e até se atingir uma confluéncia celular de 80%. As populacdes heterogéneas de DPSC
foram congeladas em nitrogénio liquido, e expandidas a terceira passagem. As BMSC
foram isoladas da mesma forma que as DPSC e cultivadas no meio modificado de
Eagle.

Na preparagdo dos fragmentos radiculares dos dentes humanos, utilizados como
modelos hospedeiros das células estaminais, 0s canais com aproximadamente 7mm de
comprimento foram alargados entre 1 a 2,5mm no seu diametro durante a pulpectomia.
Posteriormente utilizou-se cimento de MTA (mineral triéxido agregado) para obturacao de
um dos canais, enquanto o outro ficou vazio, e as celulas estaminais foram inseridas
tanto no espaco radicular vazio como no canal que continha MTA.

Os fragmentos foram depois implantados subcutaneamente num rato fémea
imunocomprometido de 6 a 8 semanas de idade, dois fragmentos um de cada um dos
lados do rato, as feridas posteriormente suturadas. Foram também implantados
fragmentos radiculares vazios noutros ratos usados como controlo. Ao fim de 3 a 4
meses 0s ratos foram mortos por eutanasia para remocao dos fragmentos e respectiva
andlise histoldgica.

Verificou-se regeneracdo de tecido pulpar e de tecido dentindrio humanos, apesar dos
odontoblastos da dentina regenerada ndo apresentarem a conformacdo morfologica
natural. As células expressaram os marcadores CD73, CD90 e CD105 de forma
moderada a elevada, tendo estes sido identificados por citometria de fluxo activada por
fluorescéncia (FACS), enquanto que mais de 95% das mesmas células se mostrou

negativa para os marcadores o0 CD14, CD34 e o CD45. Ou seja, foram positivas para
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marcadores celulares mesenquimais e negativas para marcadores celulares
hematoldgicos.

Verificou-se que as DPSC produzem maior quantidade de matriz extracelular e
mineraliza¢do do que as BMSC (Figura 11.).

O canal que tinha 0 MTA manteve-se vazio e o canal preenchido com células estaminais
regenerou tecido pulpar totalmente vascularizado com células de densidade uniforme
como acontece na polpa natural. No grupo de controlo, o espagco canalar vazio foi
preenchido por tecido adiposo que preencheu cerca de 2 mm do canal (Figura 12. A-
B.).

Neurogenic

Odonto/osteogenic Adipogenic
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Figura 11. Comparacdo da inducéo odontogénica, adipogénica e neurogénica entre as DPSC e
as BMSC Maior colorag&o positiva para a matriz mineralizada das DPSC (G)
comparativamente com as BMSC (A). Maior diferenciacdo adipogénica das BMSC (B) em
comparacdo com as DPSC (H). Maior diferenciacdo neurogénica das DPSC (1) em

comparagdo com as BMSC (C).
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Figura 12. A.-B. Analise histologica do grupo de controlo Um fragmento de raiz humana com
canal radicular vazio foi transplantado subcutaneamente para um rato imunocomprometido do
grupo de controlo. A seta indica o tecido subcutaneo do rato a desenvolver-se € a introduzir-se

no canal radicular humano através da sua abertura/apex (A), maior ampliacéo (B).

As DPSC colocadas no canal formaram uma camada de tecido mineralizado uniforme
com uma espessura de aproximadamente 200um depositada ao longo das paredes de
dentina pré-existentes e ao longo da superficie de MTA dentro do canal, bem como uma
camada de odontoblastos que se alinhou ao longo da camada de dentina mineralizada
(Figura 13.).

A nova dentina depositada ficou aderente a dentina pré-existente, mas a polpa do lado
da dentina regenerada ndo era macia, pelo contrario, existiam projeccdes de estruturas
dentro da polpa e os odontoblastos ndo se apresentavam bem organizados, tendo sido
dificil observar as caracteristicas tipicas dos odontoblastos naturais (por exemplo, o seu
corpo celular polarizado, isso ndo foi observado). Utilizaram-se anticorpos de
mitocondria humana e a maioria das células apresentou coloragdo positiva,

conformando a origem humana das células da polpa regenerada.
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Figura 13. Anélise histologica da regeneracdo de dentina e polpa in vivo usando DPSC. D -

dentina pré-existente, rD - dentina regenerada, rP - polpa regenerada, Od - odontoblastos. As

setas verdes indicam a dentina regenerada e as setas azuis indicam a entrada do fornecimento
sanguineo (A), as setas azuis indicam uma fina camada de dentina regenerada por baixo do

canal preenchido com cimento de MTA (B e C), interface da dentina com a dentina
regenerada e polpa regenerada (D e E), as setas azuis indicam a juncéo da dentina pré-
existente com a dentina regenerada (F e G), as setas pretas indicam os odontoblastos que se
podem observar alinhados e as setas amarelas indicam os tibulos dentinérios (G). Scale bars:
1mm (A), 200um (B), 100um (C-E), e 50um (F e G).
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Este trabalho permitiu concluir que as hDPSC produzem mais matriz mineralizada do
que as BMSC e que as hDPSC permitem formar dentina de novo apesar dos
odontoblastos diferenciados ndo apresentarem uma morfologia tipica.

3.4. Por Alge, D., et al., em 2010

Alge, D, et al., realizaram um trabalho experimental para comparar as caracteristicas
das DPSC e as das BMSC de um mesmo dador. Recolheram os dois tipos celulares de
um Unico rato adulto, para poderem comparar diferentes tipos celulares oriundos de um
mesmo dador, e implantaram as células num modelo animal também de rato. Foram
extraidos os incisivos mandibulares de um rato e posteriormente isoladas as células da
polpa, a mandibula foi removida e os tecidos moles que rodeavam o0s dentes foram
dissecados para se conseguir observar a inser¢do dos dentes.

Os dentes foram colocados numa imerséo de povidona a 1% durante 2 minutos e depois
numa imersao de tiosulfato de sodio 0,1% durante 1 minuto. A polpa foi removida de
cada dente e cultivada numa mistura enzimatica que continha colagenase tipo I,
colagenase tipo 1l e termolisina. Passados 40 minutos de incubacgdo a 37°C as enzimas
foram neutralizadas num meio de cultura com soro 10% e a polpa foi recolhida por
centrifugacdo. As BMSC foram recolhidas com uma seringa, da tibia e do fémur do
rato. Em 6 placas para cada tipo de células, BMSC e as DPSC, cultivaram-se 10.000
células a 37°C em 5% de CO,, no meio de cultura de Eagle a-modificado, contendo
FBS, penicilina, glutamina e streptomicina e tendo sido trocado duas vezes por semana
até se atingir uma confluéncia celular de 70%. Por fim, as células foram tripsinizadas e
incubadas com os seguintes anticorpos de rato: CD11b, CD29, CD59, CD90 e CD106.
Apos 5 dias em cultura, tanto as DPSC como as BMSC tinha proliferado e formado
colonias (Figura 14.), exibindo uma morfologia fibroblastica e mostrando-se positivas
para algumas moléculas de adeséo tais como: CD29, CD59, CD90 e CD106, e negativas
para 0s marcadores hematoldgicos CD45 e CD11b. Ou seja, foram positivas para
marcadores celulares mesenquimais e negativas para marcadores celulares

hematoldgicos.
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BMMSC

DPSC

Figura 14. Proliferacdo de novas culturas de DPSC e BMSC. Fotografias representativas
(amplificacdo de 40x) de culturas de DPSC e BMSC apés 2 e 5 dias de cultura mostram que
ambas as células parecem saudaveis, em proliferacdo e exibem uma morfologia fibroblastica
tipica de MSC.

Depois de 3 semanas formaram nédulos mineralizados num meio de cultura osteogénico
(Figura 15. A. e B.); 0 que é importante dado o interesse de se usarem estas células para

a regeneracao de tecidos mineralizados.

Figura 15. A. e B. Coloracéo positiva com alizarina das DPSC e das BMSC. Tanto as DPSC

(A) como as BMSC (B) formaram nédulos mineralizados (amplificagdo de 20x).

A taxa de proliferacdo foi avaliada com base no tempo de duplicacdo, calculado para as
DPSC (39,6 + 2,5 horas) e significativamente mais rapido do que o calculado para as
BMSC (61,7 = 4,1 horas) (Figura 16.).
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Figura 16. As DPSC tém um tempo de duplicagdo significativamente mais curto do que as
BMSC As DPSC e as BMSC foram colocadas em placas 10.000 e 20.000 células por placa,
cada uma em 6 placas diferentes, e colocadas em cultura durante 96 horas. As DPSC
mostraram possuir um tempo de duplicacdo de 39,6 + 2,5 horas, significativamente mais curto
do que o de 61,7 + 4,1 horas, demonstrado pelas BMSC (h=4; P=0,0192).

O nGmero total de células obtidas ap6s a digestao celular (aproximadamente 0,5-1 x 10°
celulas/dente) foi significativamente menor relativamente as BMSC (aproximadamente
100 x 10° células mononucleares/osso) (Figura 17.), embora a polpa possuisse um
nimero mais elevado de células estaminais mesenquimais. Os clones celulares de DPSC
retinham a capacidade de proliferar depois de formarem coldnias, enquanto que as
BMSC de forma geral ndo conseguiam; isto sugere que as DPSC contém mais células
estaminais com o potencial proliferativo necessario para as aplicagdes em engenharia
tecidular do que as BMSC.
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Figura 17. As DPSC geraram significativamente mais coldnias e contém significativamente
maior potencial clonal do que as BMSC. As DPSC e as BMSC foram colocadas em placas de
2,000 e 5,000 células/pogo em 15 pocos, e ao fim de 14 a 21 dias em cultura, as colonias com
mais de 1 mm de didmetro por pogo foram contabilizadas. As DPSC formaram
significativamente mais colénias, 151,5 + 52,3 colénias/1,000 células, quando comparadas
com as 63,8 £ 18,1 coldnias/1,000 células para as BMSC (n=4; P=0,023) (A). As DPSC e as
BMSC foram recolocadas numa placa de 96 pogos, cada um com uma célula. Ao fim de 21

dias as DPSC tinham formado 58,1 + 4 clones/placa, o que foi significativamente maior do
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que os 11,1 + 2,6 clones/placa formados pelas BMSC (P<0,0001) (B). 36 clones de cada tipo
celular foram cultivadas em placas de 24 pocos e o potencial de expanséo foi avaliado.
Enquanto que algumas BMSC retiveram a sua capacidade proliferativa depois de recultivadas
(4/36), uma fraccéo significativamente maior de clones de DPSC (29/36) proliferaram (n=8
placas de duas experiéncias independentes; P<0,0001) (C).

Neste trabalho demonstrou-se a formacdo mineral e quantificou-se o potencial de
mineralizacdo das DPSC através do célculo da actividade da fosfatase alcalina (Figura
18.C.), verificando-se que a actividade da fosfatase alcalina era significativamente mais
elevada para as DPSC do que para as BMSC. Em contraste com o dente humano, 0s
incisivos dos ratos crescem continuamente, 0o que deve resultar em diferencas

significativas entre as rDPSC e as hDPSC.
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Figura 18.C. Actividade da fosfatase alcalina das DPSC e das BMSC. As DPSC tiveram uma
actividade de fosfatase alcalina de 121,3 + 31,3 nmole/mg*min significativamente maior,

comparativamente com as BMSC que tiveram de 67,7 + 5,4 nmole/mg*min (n=3; P=0,0102).

3.5. Por Balic, A, et al., em 2010

Balic et al., compararam DPSC, BMSC e osteoblastos oriundos de molares nédo
erupcionados e erupcionados de ratos. Os dadores da primeira amostra, dentes nao
erucpionados, tinham entre 5 e 7 semanas de idade, enquanto que os dadores da segunda
amostra tinham entre 18 e 21 semanas de idade.

Apesar das semelhancas existente entre as DPSC e as BMSC, o seu potencial
dentinogénico é muito diferente (Figura 19.). Comparado com a mineralizacdo das
DPSC, as BMSC apresentam uma distribuicdo irregular nos nodulos mineralizados
(Figura 20.), e a quantidade de mineralizagdo aumentou com o tempo de cultura (Balic,

A, etal., 2010).
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Figura 19. Expressao odontogénica das DPSC e das BMSC. As rDPSC oriundas de molares
erupcionados formaram mais nddulos mineralizados ao vigésimo primeiro dia (D) do que ao
décimo quarto (A) e do que as rBMSC (G). As rDPSC mostraram uma expressdo de DSP
significativamente mais elevada ao vigésimo primeiro dia de cultura (E e F) do que ao décimo

quarto (B e C). Esta expressao foi significativamente maior em comparacdo com as rBMSC (1).
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Figura 20. Comparacdo da mineralizacdo in vitro das rDPSC (ratos com 5 a 7 semanas de
idade, P5-7; e ratos com 18 a 21 semanas de idade, P18-21), das rBMSC e dos osteoblastos nos
dias 7, 10, 14 e 21 de cultura. Os primeiros sinais de mineralizacdo para as DPSC e BMSC s0
surgem ao décimo dia de cultivo, e para os osteoblastos apenas apareceram ao décimo quarto
dia de cultivo. As rBMSC demonstram uma mineralizagdo mais irregular em comparagdo com
as rDPSC. As rDPSC dos dentes ndo erupcionados (P5-7) apresentam uma quantidade de

nodulos mineralizados mais elevada do que as rDPSC dos dentes erupcionados (P18-21).

Este trabalho permite concluir que as BMSC podem ndo ser um éptimo substituto das

DPSC na regeneracao tecidular dentaria (Balic, A., et al., 2010).
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3.6. Por Kawashima, N., em 2012

Num outro trabalho experimental, com o transplante de DPSC com marcadores CD31 e
CD146 para um modelo in vivo apos apexificacdo, observou-se a regeneracdo completa
de todo o tecido pulpar com vasos sanguineos e nervos apos 14 dias (Kawashima, N.,
2012). Experiéncias com ratos saudaveis demonstraram que o tecido pulpar tem
capacidade para reparar tecidos conjuntivos, 0 que sugere que a regeneracdo do
complexo pulpo-dentinério pode ser induzido por tecido pulpar remanescente saudavel
sob condigdes especificas como a presenca de um suplemento sanguineo abundante
(Kawashima, N., 2012).

As MSC dentarias podem realizar dentinogénese sem interacdes epitélio-mesénquima e
formar o complexo pulpo-dentinario contendo odontoblastos, pré-dentina, dentina e
tubulos dentinarios (Yan, M., et al., 2011). Muitos estudos revelam a capacidade das
DPSC para formar tecidos duros como a dentina ou 0 0sso, enquanto que 0s estudos
sobre a regeneracgéo de toda a polpa em tecido conjuntivo incluindo vasos sanguineos e

nervos sdo mais escassos (Kawashima, N., 2012).

3.7. Por Atari, M., et al., em 2012

Em 2012, Atari e a sua equipa realizaram estudos sobre regeneracdo dentaria com
células estaminais da polpa de humanos tendo recolhido hDPSC de dentes do siso de 20
individuos, de ambos 0s sexos, com idades entre 14 e 60 anos, extraidos por motivos
ortoddnticos ou profilaticos, e posteriormente implantaram-nas num modelo animal de
dentes de rato. Apos a injeccdo das hDPSC no modelo animal houve formacdo de
colonias celulares e de teratoma (Figura 21. F.), HE-positivas para tecidos da
mesoderme, endoderme e ectoderme, comprovando a pluripoténcia que se pensava ser

exclusiva das ESC.

Figura 21. F. Transplantes das hDPSC para um rato imunocomprometido e formacéo de um

teratoma ao fim de 5 semanas.
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As hDPSC foram cultivadas até se atingir uma densidade de 80 a 100 células/cm? e foi
realizada expansdo celular através de varias passagens até as culturas atingirem uma
confluéncia de 60%.

No exame morfolégico das hDPSC por microscopia electrénica de transmissao
verificou-se que as hDPSC possuem nucleo grande relativamente ao seu volume

citoplasmatico (Figura 22. D.).

Figura 22. D. Analise morfolégica das hDPSC examinadas por microscopia
electronica de transmissdo. As hDPSC apresentam nucleo grande e um volume citoplasmatico

pequeno. Escala bar: 10um.

Demonstrou-se com este trabalho que as hDPSC tém propriedades pluripotentes que
ndo foram encontradas em nenhumas outras células estaminais de nenhum outro tecido
adulto (Figura 23.). No estudo por RT-PCR as DPSC expressam marcadores
embrionarios como o OCT3/4, o NANOG (mantém a capacidade de diferenciacao
multilinhagem e auto-renovacdo) e o SSEA4, indispensaveis para a divisao das células

estaminais.

DPPSC15 DPPSC15 DPPSC15

Figura 23. Analise do fendtipo das hDPSC por microscopia confocal. Expressao
positiva de SSEA4, OCT3/4 e NANOG.
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3.8. Por Wang, Y., et al., em 2013

Em 2013, Wang, Y., et al., realizaram um trabalho de regeneracéo pulpar com células
estaminais da polpa de humanos e de cées. Para isso recolheram DPSC de dois dentes
do siso de um individuo masculino com 18 anos e fordmen apical aberto e células
estaminais da polpa de trés molares de cdes da raca Beagle consanguineos com
aproximadamente 19 semanas de idade e com peso aproximado de 13,5 kg, no estadio 8
de Nolla (2/3 de desenvolvimento radicular) e implantaram estas células num modelo
animal canino (os mesmos cées usados como dadores celulares).

O modelo animal utilizado foram 12 dentes incisivos superiores, 4 dentes de cada um
dos Beagle utilizados como dadores. A exodontia dos 2 sisos impactados com foramen
apical aberto para recolha das células estaminais adultas da polpa humana foi realizada
com anestesia geral. Seguiu-se o protocolo de extrac¢do dentaria aprovado pelo Comité
de Etica da Escola de Medicina da Universidade de Peking apds obtencdo do
consentimento informado. Também a recolha das células estaminais da polpa adulta de
canideos de 3 dentes foi feita sob anestesia geral, e 0 modelo animal canino usado
correspondeu a incisivos definitivos sem polpa de 3 cdes de raca Beagle. Utilizaram-se
4 incisivos superiores de cada um dos cées, totalizando 12 dentes incisivos definitivos.
Os cdes estavam em quartos com luz e temperatura controlados, seguiram-se as
Guidelines do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos que prezam os cuidados
do uso de animais para procedimentos experimentais, e recomendacdes das Regras
Administrativas de Beijing dos Animais de Laboratdrios.

Os modelos animais foram utilizados para posteriormente se realizar o implante das
células estaminias da polpa humana bem como o implante das células estaminais da
polpa canina. Aos incisivos superiores extraidos foi realizada remoc¢do pulpar, e 0s
canais radiculares foram lavados com hipoclorito de sodio 5,25% e cloreto de sodio
0,9%. A superficie dos dentes foi limpa, e depois foi feito um corte na juncdo amelo-
cimentaria para exposicdo da camara pulpar. O tecido pulpar foi separado da coroa e da
raiz, e foi posteriormente colocado numa solucdo de colagenase tipo 1 (3mg/ml) e
dispase (4mg/ml) durante 1 hora a temperatura de 37°C.

Obtiveram-se suspensdes celulares das duas amostras de SC que foram colocados em
meio de cultura celular de Eagle a-modificado com 15% de soro de bovino fetal,
penicilina (100U/ml) e streptomicina (100mg/ml), incubadas a 37°C a 5% de CO,. As

culturas celulares foram fixadas com formol 4% e coradas com azul de toluidina 0,19%,
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tendo-se obtido col6nias com agregados celulares superiores a 50 células. Para a
expansdo in vitro as hDPSC e cDPSC foram colocadas separadamente em placas de 96
pogos, adicionando-se 10 microlitros de tetrazolium e sal de monosddio a cada placa
antes de serem incubadas a uma temperatura de 37°C durante 4 horas e avaliou-se o0
namero de células vidveis de acordo com as instru¢des do fabricante nos primeiro,
terceiro e quinto dias de incubagéo.

Os valores de densidade Optica foram analisados estatisticamente e as curvas de
crescimento para as células estaminais da polpa humana e canina foram obtidas
utilizando o software SPSS. Obtiveram-se 150 colénias/10* células da polpa canina e 60
colénias/10* células da polpa humana, o que permite afirmar que a formagdo de col6nias
celulares caninas foi significativamente mais elevada (Figura 24. C.).

=+ Beagle dog
@ Human

Figura 24. Caracterizagdo das cDPSCs dos Beagles. cDPSCs com morfologia tipica de
fibroblasto (A). Formacdo de coldnias celulares representativas ap6s 7 dias em cultura (B).
Taxa de crescimento das cDPSCs superior & das hDPSC (C). Expresséo positiva para STRO-
1 (D), ALP (E) e nestina (F) das cDPSC. Formacdo de nodulos mineralizados (G) e de
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goticulas lipidicas (H) pelas cDPSC (como indicado pelas setas). Seccdo de corte dos
transplantes das cDPSC, 8 semanas depois dos mesmos terem sido realizados (coloragédo HE).
Superficies de hidroxiapatite revestidas por uma matriz de dentina (d) rodeada por tecido
pulpar com vasos sanguineos (bv) e uma interface de células odontoblasticas (od) (1).

Apobs analise das cDPSC comprovou-se a presenca de STRO-1, ALP, nestina, bem
como a capacidade das células para se diferenciarem em multiplas linhagens. As cDPSC
colocadas em scaffold de p6 de hidroxiapatite Gelfoam foram transplantadas para os
canais radiculares dos incisivos definitivos com apex aberto de rato. Ap6s 6 semanas
depois gerou-se uma estrutura dentinaria com uma matriz de colagénio altamente
organizada depositada perpendicularmente a camada de odontoblastos na superficie das
particulas de hidroxiapatite. Houve regeneracdo do tecido pulpar com vasos sanguineos
e regeneracao de tecido dentinario com as cDPSC implantadas nas raizes sem polpa e
com 4apex aberto dos modelos animais. Os odontoblastos tinham o0s seus
prolongamentos citoplasmaticos dentro da matriz dentinaria na interface do tecido
intersticial com o tecido pulpar infiltrado por vasos sanguineos. Com a analise clinica
verificou-se auséncia de mobilidade dentaria e auséncia de fistula (Tabela 6.). Com a
analise radiografica verificou-se desenvolvimento radicular completo, continuidade do

comprimento radicular e encerramento do foramen apical (Figura 25. e Tabela 7.).

Tabela 6. Avaliacdo clinicas dos 3 grupos, 24 semanas pés-cultura.

Clinical assessment (24 weeks) Radiologic evaluation (24 weeks)
Tooth Gingiva evaluation Restoration Complete root Root wall Foramen
Group (no. of teeth) mobility (swelling and fistula) retention development thickening closure
Group 1(n=6) Mo No Good 6 6 6
Group 2 (n=6) MNo No Good 4 0 0
Group 3 (n=6) No No Good 0 0 0

Nenhum dos grupos apresentou mobilidade dentaria nem desenvolveu fistula. Apenas o grupo 1
completou o desenvolvimento radicular com encerramento do fordmen apical e aumento da

espessura da parede radicular.
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Tabela 7. Avaliagéo radiogréfica dos 3 grupos.

Pretransplantation 24 Weeks
Group (no. of teeth) RL W WT RL FW WT
Group 1(n=6) 15.3 £ 0.09 1.51 + 0.09 1.0 + 0.07 18.7 +0.27 0.30 +0.07 3.0+ 035
Group 2 (n =6) 15.4 +0.09 1.48 + 0.08 0.95 + 0.07 15.6 + 0.22 1.10 + 0.07 1.0 + 0.07
Group 3 (n=8) 15.3 £ 0.09 1.55 + 0.07 1.05 + 0.06 155 £ 0.23 1.45 +0.07 1.08 + 0.09

MedicOes pré-transplante e medicGes apos 24 semanas de cultura. RL, comprimento radicular;

FW, largura do fordmen apical; WT, largura da parede.

Figura 25. Radiografias pré e p6s-operatdrias. Radiografia pré-operat6ria que mostra os 6

incisivos superiores de 18 semanas imaturos, com o fordmen apical aberto e paredes

dentinarias finas (A). Radiografia 24 semanas depois (B), a mostrar que o desenvolvimento

radicular estava completo, o fordmen apical encerrado e a parede dentinaria engrossada, nos 3

dentes do grupo 1. O mesmo nao foi ndo se observou nos 3 dentes dos grupos 2 e 3 (como

indicado pelas setas).

Por fim, com a analise histologica observou-se deposi¢do da dentina ao longo da

parede radicular interna, regeneracdo do tecido pulpar com vasos sanguineos e

regeneracao de tecido dentinario (Figura 26.).
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Figura 26. Avaliacdo histoldgica da regenaracao de tecido pulpar com HE. Dentina
regenerada depositada ao longo da parede radicular interna (A). Tecido pulpar regenerado com
vasos sanguineos (bv) e tecido dentinario (d) (B).

3.9. Por Attar, A., etal., em 2013

Em 2013, uma equipa de investigadores iranianos verificou que DPSC isoladas de
polpas diagnosticadas com pulpite hiperplasica cronica de quatro sisos de jovens
humanos adultos, apresentavam células que possuiam os critérios minimos das MSC,
confirmando a presenca de SC em polpas com pulpite. Nesta investigacdo, houve nédo so
formacdo de colonias, proliferacdo, (Figura 27.), como diferenciacdo celular (Figura
28.) das DPSC isoladas da polpa inflamada. (Attar, A., et al., 2013)

w ¥

8

CFU-Fs/10" Cells

PupPolyp MNormal Pulp
Figura 27. Comparacdo da formacdo de colonias pelas DPSC isoladas de polpa

saudavel e polpa diagnosticada com pulpite.
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Figura 28. Comparagdo da diferenciagcdo celular das DPSC isoladas de polpa
saudavel e polpa diagnosticada com pulpite.

3.10. Por Horibe, H., et al., em 2013

Uma equipa de investigacdo, japonesa, realizou em 2013, um trabalho com DPSC
isoladas com base na sua resposta migratéria ao G-CSF (factor de estimulacdo de
colonias de granulécitos). As hDPSC foram isoladas de seis doentes jovens, entre 19 e
30 anos, e seis doentes mais velhos, entre 44 e 70 anos de idade, e foram colocadas em
estruturas com forma de raiz de ratos, para comparacdo das suas caracteristicas. Na
presenca de niveis elevados de factores troficos verificaram uma elevada proliferacgéo,
migracao e efeitos anti-apoptoticos, para ambas as populacdes celulares, positivas para
0os marcadores CD29, CD44, CD73 e CD90 e negativas para o marcador CD31. A
diminuicdo das caracteristicas estaminais, incluindo o potencial de migracdo e
diferenciacdo, foi ligeiramente maior para as hDPSC de dadores mais velhos.

Assim sendo, uma vez que os resultados mostraram alteragdes minimas nas DPSC dos
dadores com mais idade, pode-se considerar que o potencial regenerativo das células
estaminais da polpa de dentes definitivos é independente da idade do seu dador,
permitindo a utilizacdo clinica de células de dadores mais idosos em transplantes

autologos para regeneracao pulpar (Horibe, H., et al., 2013).

3.11. Por lohara, K., et al., em 2013

Também em 2013, lohara, K., et al., realizaram transplantes aut6logos de células

estaminais de polpa canina (cDPSC) juntamente com o factor de estimulacdo de
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formacdo de colonias de granulécitos (G-SCF), apds pulpectomia das raizes, a fim de
verificar regeneragao pulpar.

Depois de um corte longitudinal feito em caninos superiores extraidos de cdes de raga
Beagle com aproximadamente 9 meses de idade, foram recolhidas DPSC e tecido
pulpar, com o objetivo de comparar as caracteristicas das DPSC com as das células da
polpa. As células foram mantidas numa solucdo de liberase (0,04mg/ml) onde sofreram
digestdo enzimatica durante 30 minutos a uma temperatura de 37°C. Depois foram
semeadas em placas numa concentracdo de 2 a 6x10* células e cultivadas no meio
modificado de Eagle até atingirem uma confluéncia de 70%.

Os resultados obtidos mostraram formacdo de col6nias com aproximadamente 90% de
DPSC ao final de 10 dias de incubacdo (Figura 29. C.), com expressdo positiva para o
CD29, 0 CD44, 0 CD73, 0 CD90 e negativas para 0 CD31, caracteristico das MSC.

Figura 29. A.-C. Isolamentos das DPSC de um cdo adulto. Células da polpa ao sétimo dia

(A), DPSC ao segundo dia (B), e formacéo de coldnias de DPSC ao décimo dia de cultura (C).

Para além disso, observou-se regeneracdo completa da raiz e do tecido dentinario
depositado corono-radicularmente (Figura 30. A.-C. e E.) verificando-se uma actividade
migratoria elevada das DPSC (Figura 31. S.) para a parte apical da raiz antes de ocorrer
a vascularizacdo; uma elevada expressao de multiplos factores troficos que estimulam a
migracdo e a proliferacdo das DPSC endodgenas de tecidos e de vasos sanguineos
adjacentes (Figura 32. D.); expressdo de propriedades imunosupressoras; diminuicdo do
namero de células inflamatérias e apoptoticas permitindo uma menor inflamacdo dos
tecidos regenerados (Figura 33. K.); aumento significativo do volume de tecido
regenerado, a angiogénese e a neurogénese in vivo (Figura 33. Q.-S., e Figura 34.).
(lohara, Y., et al., 2013)
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Tabela 8. Comparacdo da expressao de marcadores de superficie entre as DPSC e as células da

polpa.
Pulp stem cells Total pulp cells

Positive (%) sD Positive (%) SD
cD29 99.4 0.3 99.4 0.2
CD31 0.4 0.1 0.3 0.1
CD44 99.5 0.9 99.7 0.3
CD73 94.1 0.9 94.1 0.3
CD30 96.6 2.5 96.3 34
CD105 95.2° 0.3 38.7 5.4
CXCR4 18.2° 2.0 49 1.0
G-CSFR 71.5° 3.6 19.6 3.9

p < .01 versus total pulp cells.
°p < .05 versus total pulp cells.

Maior percentagem de CD105, CXCR4 e G-CSFR expressos pelas DPSC em comparagéo
com as células da polpa. Os restantes marcadores celulares expressaram-se de forma

semelhante em ambas as populagoes.

521&“
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Figura 30.A.-E. Regeneracdo do tecido pulpar depois do transplante das DPSC com G-CSF
para dentes de cdo apos pulpectomia. Tecido pulpar regenerado (A, B, C, E). Taxa de tecido
regenerado nos dias 14 e 60 (D). As setas indicam os odontoblastos formados ao longo da

nova osteodentina e dentina tubular formadas (C).
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Figura 31. R. e S. Actividade proliferativa (R) e actividade migratdria (S) das DPSC superior
as das células da polpa, com G-SCF.
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Figura 32. D. Expressdo de marcadores celulares e factores tréficos pelas cDPSC com G-SCF.
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Figura 33. K.-T. Andlise histoldgica da regido periapical e gréfico da evolucdo do diametro
apical . Regido periapical sem infiltracdo, células inflamatdrias e sem reabsorcéo interna e
externa do dente ao vigesimo oitavo dia (K). Imagens tridimensionais da regido apical (Q, R e
S). Diminuicéo gradual do diametro do fordmen apical fisioldgico (T) que demonstra

progressiva maturacéo radicular.

63



Células estaminais da polpa em regeneracdo tecidular dentaria

DP§CS total+cells
collagen G-CSF DPSCs G-CSF G-CSF H (%) e
+ + + + g 80 dede
only collagen collagen collagen collagen £
I Py I \ : \ g
A - 1S (ST ¢ £5
& 4 ; 53
-
8 |
3
g8, |
collagen + + + + +
-CSF = + - + +
Stem cell - - + + (total)
I
» I
&
=8
s
o
= ol
collagen + + + +
G-CSF = + - + +
J Sl(egz; cell - - + + (total)
¥ 2| = R
53 # § i
&a |
0 ———

YRt collagen + + +  + +
A G-CSF - + - + e
o i 3 L Ly Stem cell - - + +  (total)
D gEsrR G-CSFR GCSFR = eesFR K %) e
@
: / 3 it / / ‘:;g *k
= ! i ’ 282 # #
Ay v 54 :
//’ P =l o / / colla?gen + I : :
~ 50pm- .CSF_ - -
50pm $alu L S0um UL Sopm Stem cell - S + +  (total)
E- “#7 CDeg ~w. CD68 ~ . CDeés8 cDég - L (:/‘,)
F > A - s = 290
e S % 593 2 4
v L R ~ e‘ﬂg b #
’/ V; ‘[ q P RS g?,:_ *%
o % e 4 e e r Ii—l *k
w7 , —F ey e AN A S MG ¥ o
AR S Crg: 2 : ARRISREN < 2 e ko collagen + + + + +
-~ 50um- S0pm © S0pm " LSepme o 8 Sopm G-CSF - + + +
- " . e . - ety . < Stem cell - - +  (total)
F —*". MHC MHC MHC MHC MHC M g‘fo-%r
class Il class Il class Il class Il class Il 52
o / i
GOS8
A \ Porgoels / m§§ *k Kk kK
'-]‘ A , collagen + I I I
2 50pm S0pm Sopm S0pm S0pm Sg-rﬁsczu ) 3 + +  (total)
G Caspase-3 , Caspase-3 ~ , , Caspase-3 Caspase-3 Caspase-:3 | mz%’ b
- \ ' " AYE. B r X 588
N 343
- / 282
/ . g8
f / i N Oa
) / > é) —— e W
4 ¢ \ A colidgen + F— ¥ T
‘ 4 : ~ G-CSF = + - + +
Soum S Sopm o, 50um Soum S0um semcell - -+ 4 (ou)

Figura 34. Efeito combinatério das DPSC e do G-CSF na regeneracdo do tecido pulpar
Analises histologicas do transplante das DPSC, G-CSF e colagénio a demonstrarem resultados
mais positivos de regeneracdo tecidular, quando em comparacdo com o0s resultados
demonstrados pelo transplante de apenas colagénio, de G-CSF com colagénio, e de colagénio
com DPSC (A, B, C, D, E, F e G) e graficos representativos da regeneracao para as 5 amostras

de células estaminais e proteinas (H, I, J, K, L, M e N), ao décimo quarto dia de cultura.

Este trabalho permitiu comprovar as inimeras vantagens da utilizacdo de G-SCF com
DPSC (Figura 35.), bem como confirmar que as caracteristicas das DPSC se mantém

ao longo do tempo, sem alteracdes irreparaveis, quando crioconservadas para posterior
utilizacdo.
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Figura 35. Diagrama dos efeitos do G-CSF e outros factores tréficos na regeneracéo de tecido
pulpar e dentinario.

3.12. Por Zhou, Y., et al., em 2014

Num estudo publicado em 2014, uma equipa de trés investigadores confirmou que as
DPSC mantém em condi¢des de hipoxia a sua capacidade de “stemness” ou seja a sua
capacidade estaminal. Para isso compararam a expressdo de marcadores de
pluripoténcia como o OCT-4, 0 SOX2 e o ¢c-Myc entre DPSC cultivadas em 20% e em
2% de O, sob condicbes de normoxia e hipoxia, respectivamente. O que estes
investigadores verificaram foi que as DPSC aumentavam a expressdo dos marcadores
de pluripoténcia quando cultivadas em 2% de O, indicando que a hipoxia néo altera a
capacidade de diferenciacdo destas células. Os resultados obtidos estdo de acordo com
alguns estudos recentes que demonstravam que as SC estdo localizadas num

microambiente com taxas de oxigénio reduzidas (Zhou, Y., et al., 2014).

3.13. Por Ueda, M., et al., em 2014

Em 2014, o departamento de reabilitacdo oral e medicina regenerativa da faculdade de
Okayama no Japdo, liderado por Mayu Ueda, realizou um trabalho que permitiu
confirmar que o factor tumoral de necrose-alfa (TNF-a) aumenta a capacidade de
diferenciacdo e migracdo das DPSC, para além de aumentar o fendtipo de SC. As DPSC
foram recolhidas da polpa de um rato vivo, incubadas com TNF-o durante 2 dias ¢

implantadas num modelo do mesmo animal. Apds analise confirmou-se que o nimero
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de células positivas para os marcadores CD146, SSEA-4 (um antigénio do estadio
embrionério 4), STRO-1 (marcador das MSC) (Figura 36. A.), juntamente com OCT-4
(marcador de pluripoténcia) e NANOG (marcador de pluripoténcia) (Feng, R., et al.,

2013) (Figura 37. C.) aumentou, devido ao tratamento a curto prazo com TNF-a (Ueda,
M., et al., 2014).
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Figura 36. A. O tratamento com TNF-o aumenta o nimero de DPSC marcadas
positivamente para 0 STRO-1, 0 CD146 e 0 SSEA-4.
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Figura 37. C. O tratamento com TNF-a aumenta a expressdo de OCT-4 e NANOG pelas
DPSC.
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De facto, 0 TNF-o estda envolvido em processos de proliferagdo, diferenciacdo e
apoptose celulares, e numerosos estudos ja demonstraram que este factor promove a
potencial odontogénico das DPSC (Yu, S., et al., 2014).

3.14. Por Han, N, et al., em 2014

No inicio de 2014, um dos laboratdrios de investigacdo da universidade de Wuhan na
China, juntou sete investigadores que confirmaram que a [-catenina activa a Runx2 e
outros marcadores de pluripoténcia, e pode elevar a capacidade de diferenciacdo das
DPSC em odontoblastos (Figura 38. B).

B-catenin Runx2 DAPI Merge

Day 0

Day 14

Figura 38. B. Coloracdo imunofluorescente para a B-catenina, Runx2, DAPI e Merge

No primeiro dia de cultura (a-d) e no décimo quarto dia de cultura (e-h), respectivamente.

Esta equipa liderada por Nana Han, verificou que as DPSC e os odontoblastos obtidos a
partir da diferenciacio das DPSC in vitro tém a expressio da [-catenina
significativamente aumentada, o que singnifica que a [-catenina tem acgdo na
diferenciacdo dos odontoblastos. Nas DPSC cultivadas com p-catenina e LiCl a
diferenciacdo de odontoblastos foi ainda mais aumentada (Figura 39.), uma vez que 0
LiCl provoca acumulagdo de B-catenina uma vez que bloqueia a actividade da quinase
KSG-3, uma quinase que fosforila a B-catenina e desempenha func¢des na proliferacéo

celular e apoptose (Han, N., et al., 2014).
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Figura 39. Expressdo aumentada de marcadores celulares por acumulagdo de PB-
Catenina com tratamento de LiCl. Expressdo de B-Catenina do grupo tratado com LiCl
e no grupo de controlo, nos sétimo e décimo quarto dias de cultura (A). Expressao de
DSPP (B), DMP1 (C), ALP (D), BSP (E) e OCN (F) aumentados ao longo dos dias de

cultura, no grupo tratado com LiCI.

3.15. Por Choi, Y.-A., et al., em 2014

Num outro estudo realizado em 2014, quatro investigadores verificaram que o factor
de transcricdo homdlogo bobby-sox (BBX) é fortemente expresso durante a
diferenciacdo in vitro de hDPSC isoladas de sisos humanos, extraidos por motivos
ortodonticos e implantadas num modelo animal de rato, em odontoblastos. Este
trabalho permitiu concluir que o gene BBX regula a diferenciagdo odontoblastica das
hDPSC (Choi, Y-A., et al., 2014).
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4. Investigacgdes recentes com SHED

4.1. Por Miura, M., et al., em 2003

Miura et al. foram quem primeiramente isolou, expandiu e caracterizou as SHED, SC
da polpa dentéria de dentes deciduos esfoliados. Os resultados relevantes desta
investigacao serdo descritos em seguida.

As SHED representam uma populagdo de ASC capazes de proliferagdo extensa e
diferenciacdo multipotente. Os dentes deciduos esfoliados podem desta forma ser uma
fonte ideal de SC para reparacdo de estruturas dentéarias danificadas. As SHED séo
capazes de gerar dentina e induzir a formagdo de 0sso in vivo, ndo conseguem
diferenciar-se directamente em osteoblastos mas induzem a formacéo de 0sso de novo
através do recrutamento de células odontogénicas do tecido hospedeiro. hSHED séo
capazes de induzir a formacdo de o0sso apOs transplante para um rato
imunocomprometido sem se diferenciarem directamente em osteoblastos, enquanto que
rSHED tém capacidade para se diferenciarem em osteoblastos e adipdcitos. Para além
de derivarem de uma fonte tecidular muito acessivel, sdo capazes de providenciar
células suficientes para potenciais aplicacdes clinicas regenerativas. Em comparacgéo
com as BMSC e as DPSC, as SHED apresentam uma taxa de proliferacdo mais elevada
e um tempo de duplicacdo de populacbes celulares mais rapido (Miura, M., et al.,
2003).

As SHED diferenciam-se das DPSC pela sua taxa de proliferacdo mais elevada, o seu
tempo de duplicacdo celular é mais rapido, formam agrupamentos esféricos, possuem
capacidade osteoindutiva in vivo e ndo conseguem restituir o complexo pulpo-
dentinario, ou seja, diferem na sua capacidade de diferenciacdo odontogénica e de
inducdo osteogénica.

SHED expandidas in vitro expressam os marcadores celulares mesenguimais STRO-1 e
CD146, anteriormente descobertos nas BMSC e nas DPSC, outros marcadores
mesenguimais e vasculares como FGF-B e endostatina, e ainda marcadores 6sseos como
ALP, MEPE, CBFALl e sialoproteina do osso (aumentada em caso de inducdo
osteogénica). Também por inducdo osteogénica, as SHED expressam DSPP e
osteocalcina, o que indica a sua capacidade de diferenciacdo em odontoblastos in vitro e

in vivo apds transplante para um rato imunocomprometido (Miura, M., et al., 2003).
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As SHED in vitro expressam varios marcadores neuronais como: nestina, plll-tubulina,
GAD, NeuN, GFAP, NFM e CNPases. Com inducdo neurogénica as SHED perdem a
sua morfologia fibroblastica desenvolvendo prolongamentos multicitoplasmaticos.
SHED injectadas no hipocampo de um rato imunocomprometido conseguiram
sobreviver durante mais de 10 dias (demonstrado por coloragdo fluorescente de
anticorpos mitocondriais humanos) mantendo a expressdo de marcadores neuronais
como o NFM.

As SHED expressam marcadores celulares das células da glia e dos neurénios, o que
pode estar relacionado com a origem da polpa dentaria, a crista neural. Estudos
anteriores ja tinham demonstrado que as BMSC sdo capazes de se diferenciar em
células neuronais ap6s transplante in vivo. Estas evidéncias demonstram que SC de
origem n&o-neuronal sdo capazes de se diferenciar em células neuronais. Quando
cultivadas, mesmo sob condi¢des de inducdo neuronal, as SHED formam agrupamentos
esféricos que aderem a um substrato ou se mantém livres no meio de cultura. Depois de
separadas dos agrupamentos esféricos, as células crescem como fibroblastos individuais
(Miura, M., et al., 2003).

Tal como com as DPSC, outros innvestigadores seguiram o legado de Miura et al., o
que fez surgir nos ultimos anos observacgdes actualizadas em relacdo a caracterizagédo e
potencialidades das SHED. Os resultados relevantes das investigacfes recentemente

desenvolvidas serdo apresentados em seguida.

4.2. Por Shi, S., et al., em 2005

Shi et al., isolaram e compararam DPSC, SHED, PDLSC e BMSC com o objectivo de
verificar qual destas MSC possui maior capacidade proliferativa. E verificaram que as
DPSC, as SHED e as PDLSC mantém o seu potencial de crescimento elevado, mesmo
apos 100 duplicacbes (geracbes). As BMSC comecam a sofrer senescéncia quando
atingem aproximadamente 50 duplicacdes.

A incidéncia elevada das DPSC na fase S do ciclo celular em contraste com as BMSC
tem sido correlacionada com o aumento dos niveis da quinase ciclina-dependente 6
(activador do ciclo de divisao celular) e o factor de crescimento insulina-2 que medeia 0
ciclo celular de G1-S (Shi, S., et al., 2005).
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O potencial de crescimento das ASC in vitro € menor do que o das ESC, eventualmente
devido & elevada expressdo de telomerase (0 complexo enzimatico responsavel pela
manutengdo do comprimento dos telémeros e estabilidade cromossomal durante a
divisdo celular) (Shi, S., et al., 2005).

4.3. Por Cordeiro, M., et al., em 2008

As hSHED foram recolhidas e transplantadas para um rato imunocomprometido num
scaffold inserido numa Iamina/folha de terceiros molares humanos. As laminas de dente
humano forem recolhidas de doentes com entre 15 e 22 anos de idade, para posterior
introducdo do scaffold de PLA com SHED humanas juntamente com e sem células
endoteliais. O tipo de scaffold aqui referido € 0 mesmo que indicado na Tabela 4. como
“Scaffold de ECM com células”.

Observou-se expressdo positiva de LacZ (gene que codifica para a B-galactosidade
utilizado como marcador das hSHED) nas SHED presentes na area adjacente da pré-
dentina, juntamente com inimeros vasos sanguineos funcionais, com a maioria destes
vasos a mostrarem-se positivos para a expressdo de LacZ o que mostra a capacidade das
SHED se diferenciarem em vasos sanguineos capazes de se anastomosarem com 0s
vasos sanguineos do tecido hospedeiro. As SHED revelaram-se capazes de formar uma
rede microvascular, que € um requisito essencial para a regeneracdo do tecido pulpar.
Isto foi observado na amostra de SHED co-cultivadas com células humanas endoteliais,
resultando em tecido pulpar bem organizado com muitas células, como se verifica para
a expressao positiva de LacZ pelas SHED (Figura 40). A rede microvascular que
permite o influxo de nutrientes e oxigénio seguidos da sobrevivéncia e aumento da
quantidade de células que formam o novo tecido regenerado ndo foi produzida nas
amostras de SHED cultivadas isoladamente, ou seja, sem co-cultura de células
endoteliais. Nestas amostras 0 numero de vasos sanguineos ndo aumentou
significativamente durante o periodo de 14-28 dias de cultivo, o que pode significar que
as SHED atingiram homeostase vascular durante esse periodo e portanto o nimero de
vasos sanguineos necessarios para oxigenacdo é semelhante nos dois tempos (dia 14 e
dia 28).
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B-gal staining

ED-

LX

IHC for LacZ

Figura 40. Diferenciacao vascular e endotelial das SHED. SHED isoladas B-galactosidade
diferenciam-se em células endoteliais (seta) in vivo (B), e SHED isoladas com LacZ

diferenciam-se em vasos sanguineos (seta) in vivo (D).

De facto, as SHED ndo foram capazes de formar uma estrutura vascular mas apenas de
conectar alguns vasos sanguineos com outros presentes no tecido do rato que serviu de
modelo hospedeiro.

Uma das desvantagens do tipo de scaffold utilizado nesta investigacdo é o facto de ser
quase impossivel recriar exactamente a forma e o tamanho para a construcdo do tecido
no processo de regeneracdo, uma vez que 0 mesmo e enxertado no local na forma de
folha ou l&mina previamente fabricadas. Um scaffold injectavel seria melhor opcéo,
uma vez que pela bibliografia actual aparenta manter a mesma capacidade morfogénica
do tipo de scaffold aqui utilizado.

Este trabalho demonstrou que as SHED podem ser isoladas de forma ndo invasiva e que
mantém as suas potencialidades ap0s expansdo in vitro, como a capacidade de auto-

renovacéo e difrenciacdo multipotente.
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As SHED transplantadas para o rato imunocomprometido e localizados na periferia do
tecido hospedeiro, mostraram caracteristicas de dentina activa, diferenciando-se em
odontoblastos que expressam DSP. E apesar da DSP estar presente no 0sso, ela é 400
vezes superior na dentina, o que confirma a capacidade de diferenciacdo odontogénica
das SHED. A presenca de odontoblastos foram confirmados por anélise microscépica
destas células que revelaram polariza¢do nuclear, presenca de gap junctions e reticulo
endoplasmatico bem desenvolvido (caracteristicas tipicas dos odontoblastos).

4.4. Por Casagrande, L., et al., em 2009

Casagrande et al., isolaram SHED em duas amostras, e cultivaram-as em meios
diferentes: SHED isoladas e SHED cultivadas com dentina (SHED colocadas em discos
dentarios). Cada uma das duas amostras foram divididas em trés placas diferentes, uma
delas foi tratada com NaOCI durante 5 dias, outra colocada em EDTA a 10% durante 1
minuto e a 37°C, e a outra manteve-se intacta (grupo de controlo). As SHED cultivadas
em scaffolds nos discos dentarios foram transplantadas para um rato
imunocomprometido.

Os resultados demonstraram que as SHED cultivadas sem dentina ndo expressaram
marcadores de diferenciacdo odontoblastica, porém atingiram a taxa de proliferacédo
mais elevada. AS SHED tratadas com hipoclorito de sddio apresentaram uma taxa de

proliferacdo mais elevada do que as SHED tratadas com EDTA (Figura 41. C.).
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Figura 41. C. Taxa de proliferagdo das trés amostras de SHED e do grupo de controlo (
scaffold)
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Contudo, as SHED cultivadas com dentina e tratadas com EDTA foram as Unicas a
expressar 0s marcadores: DPM-1, DSPP e MEPE, in vivo (Figura 42.). Nas culturas de
SHED mantidas in vitro (Figura 43.) houve expressdo de alguns marcadores nas
amostras ndo tratadas e nas amostras tratadas com EDTA.
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Figura 42. C. Expressdo de marcadores odontogénicos pelas amostras de SHED in vivo
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Figura 43. B. Expressdo de marcadores odontogénicos pelas amostras de SHED in vitro

As SHED cultivadas com dentina as quais foi adicionado o hipoclorito ndo expressaram
quaisquer marcadores uma vez que ocorreu desnaturagao.

As SHED deste trabalho também expressaram BMP-IA, a BPM-IB e a BPM-I1, sendo a
BMP-II considerada necessaria para a diferenciacdo das SHED em odontoblastos. E
critico compreender quais sdo as moléculas de sinalizacdo dentinarias requeridas para a
diferenciacdo odontoblastica. A dentina contém moléculas bioactivas capazes de
estimular respostas celulares importantes na regeneracdo dentinaria (Casagrande, L., et
al., 2009).
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4.5, Por Nakamura, S., et al., em 2009

Nakamura et al. isolaram hSHED e hDPSC de oito doentes aparentemente saudaveis e
utilizaram BMSC para comparacdo de resultados, obtidas de um laboratério e
posteriormente cultivadas seguindo os mesmos protocolos usados para as SC da polpa.
Por andlise fluorescente confirmaram que as SHED apresentam maior taxa de
proliferacdo in vitro do que as DPSC e as BMSC, o que as torna possiveis fontes para
utilizacdo em terapéuticas regenerativas (Nakamura, S., et al., 2009).

Com a comparacao dos perfis de expressao genética das SHED e das DPSC verificou-se
a diferenca entre 4386 genes de um total de 41078, que sdo expressos pelas SHED duas
vezes mais do que pelas DPSC. Outros 2159 genes apresentam uma expressao
aumentada nas SHED, enquanto que outros 2227 apresentam uma expressao reduzida
nas SHED, em comparagdo com as DPSC.

Para além dessa diferenca, os genes mais identificados nas SHED foram de forma geral
os relacionados com a ECM, apesar de genes de vasos sanguineos se apresentarem
também elevados. A expressdo de outros genes, como: FGF-B2, colagénio tipo I, e
colagénio tipo Il estdo significativamente aumentadas nas SHED em relacdo as DPSC.
Para além disso identificaram-se certas citoquinas, como: factor de crescimento
fibroblastico 1 (FGF-1), factor transformante beta 2 (TGF-B2), factor transformante beta
3 (TGF-B3), factor de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), proteina morfogénica
do osso 1 (BMP-1) e interleucina 1-beta (IL-1B) (Figura 44.) (Nakamura, S., et al.,
2009).

g  FGF? ¢  TGFB-2 D Coll
1

Col I

= M

= [N = €h

1.5 + 1.5 * -
1 1
T 0.5 0.5 5 | |
0 l I 0 [ = 0 |I| |

DPECe  SHEDR DP&Ce  GHEDR DF&ce:  SHEDR DPECe  SHED

5
I

Figura 44. Comparacdo da expresdo de alguns marcadores odontogénicos pelas hDPSC e
hSHED. A expressdo de FGF-2, TGFB-2, Colagénio tipo | e Colagénio tipo Il foi mais elevada
para as hSHED.
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4.6. Por Coppe C., et al., em 2009

Uma vez que os ameloblastos que originam as proteinas do esmalte sdo eliminados
quando o esmalte sofre mineralizagdo, ou seja logo ap6s a erupcdo dentaria,
hipoteticamente a possibilidade de regeneracdo do esmalte com a utilizacdo de células
estaminais implicaria a utilizacdo de SC embrionérias. Contudo, em 2009 Coppe et al.
realizou um estudo in vitro com células da polpa de incisivos deciduos (SHED), isolou-
as e colocou-as num meio com colagenase (4mg) e 10% de soro fetal de bovino.
Processos imunohistoquimicos permitiram identificar as SHED por imunofluorescéncia
usando os marcadores STRO-1 e CD146 que sdo expressos nestas células. Os resultados
mostraram que aproximadamente 2% do total da populacdo celular eram SC através de
FACS STRO-1°. As SHED co-cultivadas com células do epitélio oral mostraram
expressdo de amelogenina, 0 que pode significar que as células estaminais da polpa de
dentes deciduos esfoliados tém capacidade para se diferenciarem em ameloblastos,
sugerindo-se o uso destas celulas heterogéneas em engenharia celular para regeneragéo
de esmalte (Coppe, C., et al., 2009).

4.7. Por Hara, K., et al., em 2011

Em 2011, a equipa de investigadores liderada pelo japonés Kenji Hara, caracterizou
SHED e SC da medula éssea na perspectiva de comparar as caracteristicas destes dois
tipos de MSC, e concluiu que as SHED utilizam BMP-4 para originar polpa e dentina
regeneradas, além de BMP-2, Runx2, OCN e DSPP, e que a expressao destes factores é
significativamente superior nas SHED em relacdo as BMSC (Figura 45. A.-E.), 0 que
significa que as SHED tém uma expressao superior de genes odontogénicos (Hara, K.,
etal., 2011).
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Figura 45. A.-E. Analise PCR da expressdo de BMP-2, BMP-4, RUNX2, OCN e
DSPP pelas SHED e pelas BMSC durante 21 dias de inducdo odontogénica (Hara, K., et al.,
2011).

4.8. Por Zheng, Y., et al., em 2012

Em 2012, um grupo de investigadores chineses utilizou SHED de porco transplantadas
par um modelo do mesmo animal e observou regeneracao de dentina. As SHED foram
obtidas de incisivos deciduos de 12 porcos com 6 a 7 meses de idade e crioconservadas
para futura utilizacdo. Depois de misturadas num scaffold de fosfato tricalcico-beta (-
TCP) foram testadas para obtencdo da densidade éptima para regeneracdo dentinaria
(Figura 46.). Dezasseis semanas depois do transplante feito para os modelos animais de
porco, as SHED foram capazes de gerar estruturas dentinarias (Figura 47.) (Zheng, Y.,
etal., 2012).
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Figura 46. Analise de SHED de porco em dentina regenerada. Secg¢do histolégica da dentina
regenerada (E). Scale bar: 50um.
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Figura 47. Andlise histologica da regeneragdo de dentina pelas SHED de porco. Secgédo
histolégica da regeneragdo de dentina nos defeitos iniciais do ch@o da camara pulpar numa
vista mesio-distal, passadas 16 semanas do transplante com SHED de porco e B-TCP (A, B, C,
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e D). A nova dentina formada é uniforme (A). A espessura da dentina formada é de 553-
838um. A seta amarela indica 0s escassos poros e a seta verde indica a juncOes entre a dentina
e a dentina regenerada (B). N&o se observou inflamagdo nem dilatagdo dos vasos sanguineos
(C). Formou-se osteodentina (D). No grupo de controlo com B-TCP (E, F, G, e H) a
osteodentina formou-se apenas no orificio do canal radicular, ndo se formou dentina
regenerada no chdo da cAmara pulpar (E). A dentina formada de novo apresenta fissuras ou
poros (F). O tecido pulpar aparece com alguns vasos sanguineos dilatados (G). Tubulos
dentinarios espacados e irregulares (H). No grupo de controlo com hidréxido de célcio (I, J,
K, e L), a dentina recém-formada é minima, insuficiente para cobrir o chdo da camara (I). A
dentina reparadora tem estrutura tubular com uma espessura fina, poros e defeitos (seta
amarela) (J). Muitas células inflamatérias (seta pequena azul) e dilatacdo dos vasos
sanguineos (seta amarela) (K). A dentina reparadora apresenta uma estrutura dentinaria menos
tubular (L). Dentina regenerada calculada na area de mineralizacdo (regido amarela), e seccdo
de corte do scaffold implantado (dimensGes do scaffold: 3x4x1mm) (M). Percentagem de
dentina regenerada nas trés amostras celulares: SHED com B-TCP, B-TCP e hidroxido de

célcio (N).

4.9. Por Rosa, V., et al., em 2013

Em 2013, um grupo de investigadores realizou um estudo experimental para confirmar a
hipdtese das SHED conseguirem gerar tecido pulpar funcional guando injectadas ao
longo de todo o comprimento dos canais radiculares. As SHED que sobreviveram
expressaram, ao final do sétimo dia de cultura, marcadores de diferenciacdo
odontoblastica. Algumas populacdes de SHED foram misturadas com um hidrogel
peptidico de nome comercial Puramatrix, enquanto outras foram misturadas com
hidrogel de colagénio tipo | humano recombinante de nome comecial rhCollagen type I,
e posteriormente injectadas in vitro em canais radiculares de pré-molares humanos,
extraidos por motivos ortodénticos a doente com idades entre 0s 12 e 0s 14 anos.

Estes canais radiculares injectados com SHED e scaffold injectavel de rhCollagen type
| e Puramatrix foram implantados em ratos imunocomprometidos, o que resultou na
regeneracao de tecido pulpar com a formacdo de novos odontoblastos (Figura 48 A., 7
days) com capacidade para formarem dentina tubular de novo ao longo dos canais

radiculares (Figura 51. A.).
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A 1 day

Puramatrix

rhCollagen type |

Figura 48. A. Morfologia e proliferacdo in vitro das SHED num scaffold injectavel. Quando
cultivadas em Puramatrix ou rhCollagen type | durante um dia, as SHED apresentam-se
dispersas e com uma morfologia arredondada (A, 1 day). Ao fim de sete dias em cultura, as
SHED proliferam, alongam-se, e formaram aglomerados. O nlcleo aparece com coloracédo
azul (A, 7 days).
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Figura 49. B. Proliferacdo das SHED ao longo dos setes dias de cultura quando misturadas
com Puramatrix e com rhCollagen tipo 1 O numero de células ndo apresentou diferenca
estatistica quando cultivadas com um ou outro scaffold, este valor foi determinado pelo teste t

parap > 0,5.
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Figura 50. Expressdo de marcadores osteogénicos: DSPP, DMP-1 e MEPE, pelas SHED em
Puramatrix e pelas SHED em rhColaggen type I, nos dias 7, 14, 21 e 28 de cultura in vitro. A
expressdo destes marcadores revela-se semalhante para ambos os scaffold cultivados com
SHED.

Puramatrix + SHED rhCoIIagen + SHED Human pulp (Control)

Figura 51. A. Caracterizacdo das SHED nos scaffold Puramatrix e rhCollagen em
comparacdo com o grupo de controlo (polpa humana). Estabilidade das SHED traduzida pela
proteina verde fluorescente (GFP) quando misturada nos scaffold de Puramatriz ou
rhCollagen type | e injectadas ao longo de todo o comprimento dos canais dos pré-molares
humanos. A anélise imunocistoquimica para a GFP (a castanho) confirma a formacéo
tecidular (A).
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Um estudo também de 2013 ja tinha comprovado a capacidade do Puramatrix manter a
viabilidade e suportar a diferenciacdo odontobléastica das DPSC in vitro, mas a
investigacdo referida anteriormente permitiu verificar a capacidade das SHED
originarem odontoblastos funcionais, uma vez que a polpa regenerada apresentava
células e vascularizagdo semelhantes aquelas encontradas na polpa humana natural
(grupo de controlo) (Figura 52.) (Rosa, V., et al., 2013).
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Figura 52. Caracterizacdo das SHED injectadas nos canais radiculares humanos e
consequente transplante para um rato imunocomprometido. SHED no scaffold Puramatrix e
no scaffold de rhCollagen tipo I, em ampliacdo reduzida (A) e ampliacdo elevada (B). O
tecido conjuntivo vascularizado ocupa toda a extensdo do canal radicular. As setas pretas
representam 0s vasos sanguineos na camada odontoblastica (A e B). Ao longo das paredes de
dentina é possivel observar uma densificacdo microvascular (C) e celular (D) de varios vasos
sanguineos formados. As densidades microvascular e celular foram semelhantes as dos grupos
de controlo (C e D).

4.10. Por Yu, S., etal., em 2014

No primeiro semestre de 2014, uma equipa de investigadores chineses isolou SHED de
polpas saudaveis e de polpas diagnosticadas com pulpite irreversivel, de 6 criancas
chinesas com idades entre 3 e 10 anos, com 0 objectivo de comparar as caracteristicas
das populagdes celulares nestas duas situacbes. Com a investigacdo realizada
confirmaram que as SHED das polpas diagnosticadas com uma inflamacédo, pulpite
irreversivel, mantinham o seu potencial de regeneracdo, apesar de reduzido, em
particular para tecido mineralizado. Nao se verificaram diferencas significativas nos
potenciais de diferenciacdo in vitro entre os dois tipos celulares em estudo, ambos
possuiam morfologia tipica de fibroblasto, para além de se mostraram positivas para 0s
marcadores celulares CD105 (endogeno do receptor TGF-B), CD90 (antigénio de
superficie celular thy-1) e CD146 (molécula de adesdo celular de melanoma), também
os factores inflamatorios, as interleucinas IL-1p, IL-6 e 0 TNF-a (factor de necrose
tumoral - alfa) expressaram-se em niveis semelhantes, apesar do TNF-a ter sido

superior para as SHED de polpa inflamada.
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Esta equipa concluiu que as SHED de polpa inflamada também sdo uma fonte potencial
de células estaminais mesenquimatosas (MSC) para regeneracao dentaria, uma vez que
0 seu potencial dentinogénico in vitro se revelou semelhante aos das SHED isoladas de

polpas saudaveis (Yu, S., et al., 2014).
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5. Criopreservacdo e Bancos de SC dentarias

H& duas formas de criopreservar as DPSC: manté-las em nitrogénio liquido a uma
temperatura de -150°C que permite a conservacdo e consequentemente o seu potencial
uso futuro, ou, utilizando um campo magnético que mantém as células estaminais
abaixo dos 0°C num processo de congelamento magnético que assegura igualmente a
manutengéo da viabilidade sem causar danos na parede celular (Rai, S., et al., 2013).

O meétodo de congelamento magnético foi testado por uma equipa da universidade de
Hiroshima no Japdo que obteve uma taxa de sobrevivéncia superior a 83% para as
DPSC (Rai, S., etal., 2013).

As DPSC mantém as suas caracteristicas durante anos depois de criopreservadas
independentemente como DPSC e ndo como polpa (La Noce, M., et al., 2014).

Dado que os dentes deciduos tém sido indicados como uma fonte potencial de SC, é
possivel a criacdo de um futuro banco de células estaminais de origem dentéria atraves
da conservacdo das SHED (Hacking, S. A., et al., 2009). J& existem quatro bancos
licenciados para criopreservacao das SC dentarias: o "Three Brackets™ na universidade
de hiroshima, no Japdo; o "bioEden” no Texas, Estados Unidos; o "banco dentario

noruegués” na Noruega; e 0 "stemade biotech", na india (Rai, S., et al., 2013).

5.1. Investigacdo desenvolvida por Ma, L. et al., em 2012

Em 2012, Lan Ma et al., criopreservaram células isoladas de criangas com idades entre
0s 5 e 0s 7 anos de idade, a -80°C num meio com 10% de dimetil-sulfoxido e 90% de
soro de bovino fetal antes de serem transferidas para um meio de nitrogénio liquido
onde ficaram armazenadas durante mais de dois anos. Passados 30 meses, metade das
SHED da amostra, foram transplantadas para um modelo fémea de rato com 6 semanas
de idade (seguindo-se 0 mesmo protocolo para as SHED acabadas de obter), enquanto
que a outra metade das SHED congeladas foi mantida in vitro para posterior
comparacdo das caracteristicas destas 3 populacfes celulares. Antes de analisadas, as
SHED foram colocadas a 37°C (Ma, L., et al., 2012).

Os resultados mostram que a formacdo de coldnias foi semelhante na SHED-crio
(SHED congeladas) (Figura 54. B) e nas SHED-fresh (SHED acabadas de recolher),
mantendo as primeiras um nivel elevado de capacidade proliferativa, para além de

ambas expressarem o0s seguintes marcadores celulares: STRO-1, CD146, CD73, CD105,
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CD90, NANOG, OCT-4, factor de crescimento neural, Nestin e Notchl. Depois de 4
semana de inducdo odontogénica, as SHED-crio formaram nddulos, mostraram uma
actividade de ALP elevada, e expressaram genes especificos dos odontoblastos como a

osteocalcina e a sialoproteina (Ma, L., et al., 2012).

m

Minaralized Tissue

Figura 53. B. Formagé&o de tecidos mineralizados pelas SHED-fresh e pelas SHED-crio.

Este estudo permitiu demonstrar que as SHED-crio preservam as caracteristicas de
MSC, tal como as SHED-fresh, pois ja se verificou que as células criopreservadas até
30 meses, conseguiram manter propriedades de SC similares como clonagem,
multipotencia, auto-renovacao, e expressao de marcadores celulares (Figura 56.), tanto
in vitro como poés transplante in vivo, as SHED recentemente isoladas. Ao mesmo
tempo que mantiveram uma acividade de telomerase semelhante as SHED-fresh, o que
permitiu confirmar a estabilidade genética (Figura 55. J.) das SHED-crio, demonstrando

serem uma potencial fonte de SC para regeneracdo (Ma, L., et al., 2012).
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Figura 54. J. As SHED-crio conseguiram manter uma actividade de telomerase semaelhante as
SHED-fresh.
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Figura 55. Comparacao da expressao de marcadores de diferenciacdo osteogénica e
odontogénica pelas SHED-crio e SHED-fresh. Expressdo de marcadores de diferenciagéo
osteogénica: coloracdo de alizarina red para comprovar a formacao de colénias (A), actividade
da ALP (B e C), Runx2, OCN, DSPP (C), expressao de marcadores de diferenciacao
odontogénica: Sox9, AGG, Col. X (D), expressdo de marcadores de diferenciacédo adipogénica:
CD405 (E), LPL, PPARY2 (F), ALB (G), expressdo de marcadores de diferenciacdo endotelial:

CD34 (H), e expressao de marcadores de diferencia¢do neural: NMF (1).
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1.  CONCLUSAO

A utilizacdo de DPSC para regeneracdo tecidular dentaria € um processo complexo e
multidisciplinar. A recolha de células estaminais dentarias tornou-se um processo
relativamente facil que permite a utilizagdo destas células para processos regenerativos
(Casagrande, L., etal., 2011).

As BMSC sdo as SC mais estudadas até hoje, sdo precusores de osteoblastos
conhecidos, contudo a sua capacidade de diferenciagdo odontogénica fica aquem das SC
da polpa. Gronthos et al. foram os primeiros a isolar ASC dentarias que se revelaram
como progenitores de tecido pulpar (Gronthos, S., et al., 2000)

O uso de DPSC oferece vérias oportunidades terapéuticas e permitira o tratamento de
condicbes dentarias actualmente inconcebiveis em relagio aos materiais e
procedimentos que temos actualmente a disposi¢cdo. Deste modo, a regeneragédo
tecidular dentéria € um campo de actuacéo que potenciard uma transformacéo na forma
como praticamos medicina dentaria (Casagrande, L., et al., 2011).

As hDPSC demonstraram em diversas investigacdes desenvolvidas nos ultimos anos a
sua capacidade de diferenciacdo em odontoblastos funcionais in vivo, com geracdo do
complexo pulpo-dentinario in vivo apos transplante para modelo animal (Gronthos, S.,
et al., 2000)

As hSHED representam uma populacdo de ASC capazes de proliferacdo extensa e
diferenciacdo multipotente. Os dentes deciduos esfoliados podem desta forma ser uma
fonte ideal de SC para reparacdo de estruturas dentarias danificadas. As SHED sao
capazes de induzir a formacdo de osso e de gerar dentina. As SHED néo so derivam de
uma fonte tecidular muito acessivel como sdo capazes de providenciar células
suficientes para potenciais aplicacdes clinicas regenerativas. A sua principal
desvantagem centra-se na incapacidade em gerar tecido pulpar funcional (Miura, M., et
al., 2003).

A possibilidade de se usarem células estaminais terapeuticamente para recuperar ou
substituir tecidos lesados é um incentivo para realizar estudos que permitam reconhecer
e cultivar estas células de capacidades notaveis encontradas em varios tecidos animais
adultos. (Lodish, H., et al., 2005) As SC tém propriedades bioldgicas importantes, pelo
que se tem assistido a um progresso rapido no uso destas células para regeneracao
dentaria. Mas h& ainda obstaculos a ultrapassar até a regeneracao com células ser uma

pratica acessivel aos médicos dentistas (Volponi, A., et al., 2010), como o
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desenvolvimento de novas investigacOes eficazes no conhecimento das moléculas
bioactivas necessarias aos processos regenerativos dentérios, para além da construcao

de melhores scaffold comercializados a pregos razoaveis (Chan, B., e Leong, K., 2008).

1. Viabilidade e perspectivas da utilizacdo de células estaminais dentérias.

O desenvolvimento de terapéuticas com células estaminais depende da sua capacidade
de amplificacdo in vitro em larga escala que pode estar associada a instabilidade
genética (Atari, M., et al., 2012). Um dos aspectos a melhorar para se tornar possivel a
pratica clinica com SC é a sua taxa de sobrevivéncia, uma vez que a capacidade
proliferativa das células em cultura vai diminuindo progressivamente (Huang, A., et al.,
2009).

Uma das dificuldades a considerar quando pensamos na transformacao destes estudos
em procedimentos clinicos s@o os custos a ela associados, e ndo falamos sé do custo dos
tratamentos em si, mas também das tecnologias necessarias, das instalaces necessarias
para a realizacdo e manutencdo de bancos de crioconservacdo, e da necessidade de se
fabricarem scaffolds a precos razoaveis (Rosa, V., et al, 2011).

O progresso da engenharia tecidular na utilizacdo de SC esta dependente da colaboragéo
entre investigadores e clinicos, com o objectivo comum de desenvolverem novas
abordagens (Casagrande, L., et al., 2011). E esperado o estabelecimento de métodos de
regeneracdo do complexo pulpo-dentinario seguros e reprodutiveis contendo tecido
pulpar ndo mineralizado (Kawashima, N., 2012). A regeneracdo do complexo pulpo-
dentinario com SC pode ser clinicamente possivel, apesar de ndo poder ser aplicavel em
todos os casos clinicos como no caso de camaras pulpares demasiado pequenas (Rosa,
V., et al., 2011). Um dos desafios criticos da regeneracao pulpar é conseguir gerar uma
rede vascular funcional tendo em conta as restricdes anatomicas da polpa, uma vez que
toda a vascularizacdo dentaria tem acesso radicular apenas pelo fordmen apical
(Casagrande, L., etal., 2011).

O enxerto com hDPSC autblogas é extremamente dificil, implica processos longos e
extremamente caros, por isso € que nao existem ainda muitos ensaios clinicos (La Noce,
M., et al., 2014).
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