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RESUMO

A Medicina Regenerativa tem sido considerada na odontologia como uma area em progresso,
focando-se na elaboracdo de terapias de substituicdo de dentes projetadas por bioengenharia, com
potencial para fornecer a funcdo e a capacidade de resposta sensorial dos dentes naturais. Entender
o processo de mineralizagdo do dente, tanto durante a fase pré-eruptiva como na fase pds-eruptiva,
revela-se extremamente importante no desenvolvimento de tratamentos para doengas relacionadas
com a mineralizagdo. Durante a génese dentaria, a formagao mineral ganha expressdo durante o
desenvolvimento do esmalte e da dentina. O processo de mineralizagdo envolvido resulta de um
conjunto de intera¢des bioquimicas, coordenadas por moléculas sinalizadoras, as quais estimulam
a sintese ¢ a libertagao de proteinas e efluxo de ides para o espago extracelular. Estas proteinas e
i0es, os quais incluem enzimas, fatores de transcrigdo, fatores de crescimento ¢ componentes da
matriz extracelular, participam conjuntamente no processo de formagao e regulacdo mineral, desde
a nucleacdo ao crescimento do cristal. O conhecimento das vias de sinalizacdo que induzem a
expressdo de varios sinais envolvidos na formagao do esmalte e da dentina, proporcionam novas
perspetivas direcionadas a identificacdo de interagdes durante a fase mineral e cristalina da apatite
biologica.

Durante a amelogénese e a dentinogénese, os ameloblastos e os odontoblastos respetivamente,
sofrem interacdes possibilitando a sua diferenciacdo celular e polarizacdo. Consequentemente,
ativam a sintese proteica, libertando proteinas e minerais para a regido extracelular, onde ocorre a
mineralizacdo. A apesar de serem processos especificos de cada célula, interagem entre si através
de sinais reciprocos permitindo a formagdo e crescimento dos cristais de hidroxiapatite. Apds a
formagao dos ameloblastos, estes sofrem apoptose o que constitui um dos maiores desafios da sua
regeneracdo. Por sua vez, a dentina apresenta uma relagdo estreita com a polpa, onde os
odontoblastos permanecem junto da regido vascularizada permitindo a regeneracao e reparacdo da
mesma ao longo do seu tempo de vida. As estratégias terapéuticas atuais na dentina, focam-se
principalmente na regeneracdo do complexo dentino-pulpar, com o intuito de aprimorar os
materiais de capeamento pulpar, através de uma matriz organica de colagénio. No esmalte, as
abordagens compreendem a reprodugdo da montagem dos cristais de HAp através do uso de
proteinas. O objetivo é recriar o ambiente espago-temporal da deposicdo e formacao da estrutura
mineral. A presente revisao, retrata o estado da arte do processo de mineralizagdo dos tecidos
dentarios, fornecendo novos horizontes e oportunidades futuras para a sua regeneracao e reparacao.
Assim, torna-se primordial perceber quais os componentes que atuam durante este processo de
forma a serem aplicados em novas abordagens preventivas, novos materiais biomiméticos, ou
mesmo novas estratégias terapéuticas de doencas que afetam o desenvolvimento do esmalte e da
dentina.

Palavras-chave: mineralizagdo, esmalte, dentina, amelogénese, dentinogénese, matriz

extracelular, hidroxiapatite






ABSTRACT

Regenerative Medicine has been considered in dentistry as an advancing area, focusing on
the development of bioengineered tooth replacement therapies with the potential to provide the
function and sensory responsiveness of natural teeth. Understanding the tooth mineralization
process, both during the pre-eruptive and post-eruptive phases, proves to be extremely important
in the development of treatments for diseases related to mineralization. During dental genesis,
mineral formation gains expression during enamel and dentin development. The mineralization
process involved results from a set of biochemical interactions, coordinated by signaling
molecules, which stimulate the synthesis and release of proteins and ion efflux to the extracellular
space. These proteins and ions, which include enzymes, transcription factors, growth factors and
extracellular matrix components, jointly participate in the mineral formation and regulation
process, from nucleation to crystal growth. The knowledge of the signaling pathways that induce
the expression of various signals involved in the formation of enamel and dentin, provides new
perspectives aimed at identifying interactions during the mineral and crystalline phase of
biological apatite

During amelogenesis and dentinogenesis, ameloblasts and odontoblasts, respectively,
undergo interactions enabling their cell differentiation and polarization. Consequently, they
activate protein synthesis, releasing proteins and minerals to the extracellular region, where
mineralization occurs. Despite being processes specific to each cell, they interact with each other
through reciprocal signals, allowing the formation and growth of hydroxyapatite crystals. After
the formation of ameloblasts, they undergo apoptosis, which is one of the biggest challenges in
their regeneration. In turn, dentin has a close relationship with the pulp, where odontoblasts
remain close to the vascularized region, allowing its regeneration and repair throughout its
lifetime. Current therapeutic strategies in dentin focus mainly on the regeneration of the pulp-
dentin complex, with the aim of improving pulp capping materials through an organic collagen
matrix. In enamel, approaches include reproducing the assembly of HAp crystals through the use
of proteins. The objective is to recreate the space-time environment of the deposition and
formation of the mineral structure. This review represents the state of the art of the mineralization
process of dental tissues, providing new horizons and future opportunities for its regeneration and
repair. Thus, it is essential to understand which components act during this process in order to be
applied in new preventive approaches, new biomimetic materials, or even new therapeutic

strategies for diseases that affect the development of enamel and dentin.

Keywords: mineralization, enamel, dentin, amelogenesis, dentinogenesis, extracellular matrix,

hydroxyapatite
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

Ao longo da vida, a cavidade oral apresenta-se sujeita a agressdes externas e
internas que podem levar a vulnerabilidade das suas estruturas (1). Apesar das suas
propriedades resistentes e protetoras, as doengas orais como a carie dentaria, a doenga
periodontal, a perda dentaria, as lesdes da mucosa oral, o cancro orofaringeo, a doenga
oral relacionada com problemas de imunodeficiéncia humana como VIH/SIDA e o
trauma dentario tornam-se num dos principais problemas de saude publica no mundo (2).
Uma satde oral defeituosa prejudica tarefas simples como a mastigagdo, a comunicagao,
a alimentacdo, o sorriso, os aspetos sociais da vida cotidiana ¢ o bem-estar pessoal,
contribuindo para a reducdo da autoconfianca (2,3). Os dentes apresentam desgastes
fisioldgicos continuos que, ao serem acentuados por fatores externos e internos, resultam
em traumas dentarios na forma de lesdes nao cariosas como abrasao, atrigao, abfragao e
erosdo (4). Estas lesdes levam a perda dos tecidos mineralizados e respetivas estruturas
(desmineralizagdo), o que por sua vez pode levar a formacdo de uma dentina reacionaria
como resposta compensatoria (2,3). A suscetibilidade a lesdo de carie encontra-se
igualmente presente ao longo da vida da populacdo mundial, correspondendo a um grande
problema de saide na maioria dos paises industrializados. A um nivel global, a
prevaléncia da doenga carie em adultos ¢ elevada, afetando quase 100% da populagdo na
maioria dos paises (2,5). Pode ser interrompida e potencialmente revertida em estagios
iniciais por meio da ligacdo de célcio, fosfato e fluoreto, mas sem os devidos cuidados
pode progredir levando a desmineralizagdo dos tecidos duros e consequente destruicdo
do dente (5,6).

A doenga periodontal ¢ caracterizada pela perda de estrutura de suporte do dente,
devido a uma higiene oral deficiente ou fatores genéticos. A periodontite grave afeta mais
de 700 milhdes de pessoas (11% da populagdo mundial), tornando-se numa das doengas
inflamatorias cronicas mais prevalentes em todo o mundo, podendo levar a perda
prematura dos dentes (7).

Para além das doencas orais, numerosos defeitos genéticos, e fatores ambientais
podem afetar a formagdo, erupcdo, calcificagio e maturacdo dos dentes, como a
amelogénese imperfeita, dentinogénese imperfeita e agenesia dentaria (9,10).

A compreensdo do processo que leva a mineralizagdo destes tecidos, permite

demonstrar eventuais falhas que ocorreram, ou eventualmente demonstrar quais as
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melhores formas de atuar. A desmineralizagdo leva a perda de ides e consequente redugao
mineral, pode estar associada as fases organicas do mineral e ao aumento da porosidade
do esmalte (11,13). Esta pode ser contrabalangada por uma deposicdo de minerais:
remineralizacdo. A magnitude relativa deste processo desmineralizagcdo-remineralizagao
determina se ocorre a destruicao ou o reparo do tecido. Atualmente varios agentes foram
desenvolvidos de forma a compensar o desequilibrio dos componentes do esmalte e da
dentina (11,12)

Na formag¢do do osso, varios componentes e interacdes moleculares sio
equiparados a formagdo dentdria pois apresentam semelhancas na sua génese. Os
pardmetros comuns entre ambos, facilitam a compreensdo da biomineralizacdo e dos
processos bioquimicos envolvidos nos mamiferos (1).

A biomineraliza¢do ¢ um processo dindmico e complexo que se prolonga ao longo
da vida. Os organismos vivos apresentam um mecanismo inerente, que atua na formacgao
de nanocristais inorganicos dentro das matrizes organicas para formar tecidos bioldgicos
hibridos unicos, como o esmalte, dentina, cemento e osso (1,13). Logo, materiais
compostos com minerais inorganicos com potencial de mimetizar as propriedades
mecanicas destes tecidos, promovem um reparo fisioldgico mais natural dos tecidos (1).
Os tecidos dentarios t€ém pouca ou nenhuma capacidade de autorregeneragdo (10). O
esmalte ¢ um dos tecidos mais mineralizados, atuando como barreira protetora para a
dentina e a polpa. Nao contém colagénio e uma vez formado ¢ desprovido de quaisquer
células, logo ndo tem capacidade de ser remodelado, tornando-se numa grande limitagdo
(10,14).

A regeneragdo da dentina também ¢ muito limitada, ao estar vinculada ao
complexo polpa-dentina, encontra-se regulada sob os mecanismos da polpa. A sua
compreensdo bioquimica, entre matriz extracelular (ECM) e interagdes com o colagénio
sdo essenciais para a deposi¢do, desenvolvimento e crescimento dos cristais minerais
(15).

Como a dureza dos tecidos esta diretamente relacionada com o conteido mineral,
a formagdo dos cristais nos tecidos mineralizados torna-se um aspeto fulcral no
desenvolvimento da mineralizag@o. Os cristais de hidroxiapatite desenvolvem-se a partir
de uma fase mineral de fosfato de calcio (16,17). Ao serem depositados num local
especifico em cada tecido, interagem com o meio através de trocas idnicas, de interagdes
com proteinas e outros componentes da matriz (18). A compreensdo da forma do seu

crescimento em solugdes aquosas, em func¢do da supersaturagdo pode indicar novas
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Introdugdo

informagdes quanto ao processo de mineralizagdo (19). Estudos adicionais sdo
necessarios de forma a identificar quais os processos bioquimicos concretos, necessarios
a mineralizagdo correta do esmalte e dentina, de forma a gerar novos horizontes (11,22).

A presente revisao na literatura visa perceber a formacdo dos tecidos esmalte e
dentina, através de uma analise das modelag¢des das vias de sinalizagdo, nas interagdes
entre enzimas e ides que levam a sua formagao e desenvolvimento. De forma a identificar
fontes adequadas de células dentdrias adultas, malhas de colagénio, proteinas e
combinagdes de fatores de crescimento que podem direcionar adequadamente a

modelacdo destas estruturas levando a regeneracdo de dentes funcionais (11,23).
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Desenvolvimento

II. DESENVOLVIMENTO

1. Cristais Hidroxiapapite

A hidroxiapatite estequiométrica (HAp, Caio(PO4)s(OH)2) € 0 componente base
biolégico estrutural inorgdnico em todos os tecidos mineralizados em animais
vertebrados, apresentando como principal caracteristica o seu polimorfismo. Em
condig¢des fisiologicas, a apatite tem a solubilidade mais baixa entre os minerais de fosfato
de célcio, sendo a fase mineral quimicamente mais estavel (35). A HAp estequiométrica
tem uma estrutura do tipo P21/b. Devido a substitui¢des inerentes ao meio as apatites
biolégicas sdo geralmente indexadas no grupo espacial hexagonal P63/m. E uma estrutura
cristalina de simetria hexagonal, compreendendo tetraecdros PO4*- coordenados com ides
de Ca?". Os grupos tetraédricos apresentam fosforo no centro, € no topo sdo ocupados por
4 dtomos de O». Cada tetraedro PO4* é compartilhado por uma coluna, delimitando dois
tipos de canais ndo conectados. Os ides H" em solugdes aquosas apresentam a capacidade
de difundir e serem substituidos por outros ides. O Ca?" apresenta dois tipos de posi¢des
unicas, formando canais que permitem o movimento dos anides ao longo do eixo ¢ do
cristal de apatite, servindo de hospedeiro para grupos OH- no eixo, equilibrando a carga
positiva da matriz. O primeiro canal é rodeado por ides Ca>" (Ca (I), 4 por célula unitaria).
O segundo canal (Ca (I)) contém 6 ides de Ca®* localizados na sua periferia. A existéncia
de dois locais de Ca** diferentes é vantajoso na medida em que possibilita o ajuste de
HAp por modificagdes especificas dos locais (36,37). As apatites bioldgicas sdo nao
estequiométricas devido a deficiéncia de Ca®* e/ou substitui¢des dos grupos de PO4*"e/ou
HO". Atualmente, o modelo de calcificagdo bioldgica aplicado ¢ de apatite carbonatada
ndo estequiométrico, tanto no o0sso, como no esmalte e dentina. A preparagcdo da
hidroxiapatite ndo estequiométrica pode ser explicada pelo facto da perda do Ca®" ser
corrigida pela introdugdo de H* ¢ deplegdo de OH". Assim, em solugdo aquosa os ides das
apatites bioldgicas apresentam a capacidade de ser substituidos por outros equivalentes
como por exemplo os ides de fluoreto, carbonato ou cloro (24,36,38). A HAp carbonatada
tem reduzido teor de calcio e de grupos hidroxilo em relagdo a HAp estequiométrica. Os
ides carbonato apresentam dois sitios anidnicos na estrutura da apatite: nos sitios PO4> e
nos sitios OH-. Outros ides também se encontram presentes parcialmente substituidos na

estrutura cristalina: Mg?*, K*, Na*, Zn?**, Mn?*, SiO4* ¢ CI' numa camada superficial
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hidratada. A presenca de hidrogenofosfato (HPO4*) em substituicdo dos ides PO4* é
igualmente possivel e parece ocorrer concomitantemente com um défice de Ca?* na HAp.
Esta forma de apatite bioldgica resulta na troca de ides bivalentes: CO3>* e HPO4* (37,38).

O mineral da dentina ¢ semelhante ao do osso. Geralmente estdo intimamente
associados a matriz de colagénio, amplamente dispostos com os seus eixos ¢ paralelos ao
colagénio. No entanto, o 0sso apresenta mais vestigios de carbonato (39). Estudos
demonstram que matrizes semelhantes ao colagénio tipo I, podem promover o
crescimento do mineral de apatite carbonatada, mesmo na auséncia de outras moléculas
da ECM (35).

A apatite ¢ o principal componente inorganico. A estrutura amorfa precipita numa
solucdo de fosfato de calcio altamente supersaturado, convertendo-se prontamente em
fases cristalinas termodinamicamente estaveis, como fosfato de calcio ou apatite. A teoria
classica defende o crescimento do cristal, a partir de precipitados de uma solugdo
fisiologica aquosa para formar aglomerados de cristal e iniciaram a mineralizagdo.
Contudo acredita-se que exista uma fase percussora de fosfato de calcio amorfo ou fosfato

de octacalcio (35.,41).

2. Desenvolvimento embrionario do dente

A biomineralizagdo dos tecidos calcificados, ¢ um processo pelo qual ides
inorganicos sdao acumulados em conformagdes coordenadas, juntamente com moléculas
organicas (19). Este processo apresenta um alto nivel de controlo espacial e hierarquico.
O seu ambiente exige condic¢des especificas de temperatura e de pressdo ambiental de
forma a originar intera¢des necessarias ao seu desenvolvimento (19,20). Os processos nos
quais resultam os tecidos mineralizados iniciam-se durante o desenvolvimento
embriondrio, prolongando-se apds o nascimento. No dente envolvem interagdes entre o
ectoderma e as células da crista neural, originando as células nucleo para a formagao do
esmalte (pelos ameloblastos) e da dentina (pelos odontoblastos). No osso envolvem
mecanismos de ossificagdo endocondral, que possuem fases condrociticas e osteogénicas,
e hormonas de forma a impulsionar a formagdo dssea (21). Estudos in vivo com
micromamiferos, culturas organoétipo e modelos geologicos presentes na natureza
permitiram examinar os mecanismos reguladores subjacentes a formacdo biologica e

mineral. Varios destes componentes bioativos sdo expressos num padrao espagotemporal,
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durante o desenvolvimento dos tecidos dentarios. Ao longo da literatura a descri¢do sobre
a tematica tem como base explicativa esses estudos (22,23).

A formacao dos tecidos dentarios, ou odontogénese, ¢ um processo de eventos
celulares que origina a formagao do dente. A odontogénese ¢ caracterizada pela formagao
da denticdo decidua que posteriormente ¢ substituida pela denticdo permanente (13). O
dente maduro ¢ definido por duas regides: a coroa — por¢do que se encontra em contacto
com a cavidade oral localizada a cima da gengiva - e a raiz — por¢ao inserida no 0sso
alveolar — como detalhado na Figura 1 (24). Na coroa a camada mais externa ¢
denominada esmalte, na raiz ¢ denominada cemento. A dentina esta presente em ambas,
na sua superficie exterior na regido da coroa, encontra-se em estreito contato com o
esmalte e na raiz com o cemento. Na sua superficie interior encontra-se em extremo
contato com a polpa dentaria (13). A polpa dentaria encontra-se na regido central do
dente, na cAmara pulpar. E um tecido conjuntivo altamente vascularizado e inervado que
acomoda células estaminais, odontoblastos, oxigénio e células inflamatorias, de forma a

manter a viabilidade e vitalidade do dente (13,25).

Figura 1 - Seccdo transversal dente molar.
1 — esmalte; 2 — dentina; 3 — cemento; 4 — polpa; 5 — coroa; 6 — raiz, (Adaptado (102))
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A odontogénese inicia-se por meio de interagdes epiteliaismesénquimais. O
epitélio deriva da endoderme e o mesénquima deriva da crista neural. O epitélio oral
embriondrio, ou endoderme, ¢ separado do tecido conjuntivo subjacente por uma lamina
basal que, através do seu espessamento, forma a banda epitelial primaria, regido
especifica onde se origina o desenvolvimento dentério. As atividades celulares mitéticas
nesses espessamentos epiteliais induzem a migragdo de células para o mesénquima onde,
a partir da banda epitelial primaria, se forma a lamina dentaria. Na lamina ocorrem
interagdes moleculares que vao dar origem ao desenvolvimento do gérmen dentario.
Assim, esta area precede a formacgao inicial de cada dente (24,26).

A formagdo dentéria ocorre de forma sequencial através dos seguintes estagios:
estagio de botdo, chapéu e sino (ou campanula) - como representado na Figura 2. A sua
morfogénese e desenvolvimento envolve destintos fenomenos que se complementam e
relacionam. Vdrios inibidores e ativadores especificos de sinalizagdo tém papéis centrais
na modulacgdo local das atividades destes sinais. As diferentes vias de sinaliza¢do sao
integradas em varios niveis, funcionando através de efeitos sinérgicos (25,27). As
diferentes vias de sinalizagdo incluem os fatores de crescimento BMP (proteina
morfogénica do 0sso), os fatores de crescimento do fibroblasto (FGF), os fatores de
transcri¢do Hedgehog (HH), os fatores da familia do gene wingless integrado (WNT) e

os fatores de necrose tumoral (TNF) (28).

[Lﬁmina Dentéria) ( Botao ) [ Chapéu ) [ Sino ] ( Coroa )

Figura 2 - Estagios Odontogénese.
Esquerda para a direita: inicialmente formagao da ldmina dentaria, estagio botdo, estagio de
chapéu, estagio de sino e formagdo da coroa, (Adaptado de (32)).

No estagio botdo, ¢ observado o inicio de uma invaginacao epitelial. Os sinais
necessarios para a sua formacdo partem principalmente do epitélio oral para o
ectomesénquima. As células ectodérmicas regulam o desenvolvimento do placédio
dentario, permitindo o surgimento do epitélio (25,27). Os primeiros sinais epiteliais
induzem no mesénquima a expressdo de moléculas sinalizadoras reciprocas, que atuam

novamente no epitélio regulando a formacao do placodio dentéario (27). Estas moléculas
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apresentam uma regulacao cruzada entre o epitélio e 0 mesénquima (29). No final deste
estagio, o tecido epitelial ganha espessura e curva-se em torno do tecido mesenquimal,
agregam-se formando o gérmen dentario, uma estrutura com formato semelhante a um
botdo (24,28). Nesta fase surge os centros de sinais de regulacdo da forma da cuspide, os
ndés de esmalte. Estes determinam os locais onde a folha epitelial se dobra e inicia o
desenvolvimento da ctspide (28,30).

Durante a transicdo do estagio botdo para chapéu na regido distal do botao
observa-se o né de esmalte primdrio, responsavel pela producao de varias moléculas
sinalizadoras (24,29). Os sinais orquestrados nesta regido promovem a continuidade das
interagdes durante a morfogénese dentaria nos subsequentes estagios de chapéu e sino.
Os dentes que apresentam varias cuspides perdem o n6 de esmalte primario e adquirem
nés de esmalte secundarios na localiza¢do futura de cada cuspide. Os nos de esmalte
secundarios expressam maioritariamente as mesmas moléculas que os primarios (24,25).

No estagio de chapéu, os tecidos adquirem a conformac¢ao de gérmen dentario: as
suas estruturas compreendem o componente epitelial, o 6rgao do esmalte € o componente
mesenquimal ou papila dentéria, os quais originam o esmalte e o complexo dentinopulpar,
respetivamente (27). O 6rgdo do esmalte ¢ composto pelo epitélio externo (regido
convexa) e epitélio interno (regido concava). No seu interior, as células epiteliais
apresentam uma morfologia estrelada, iniciando a sintese de glicosaminoglicanos,
tornando-se células do reticulo estrelado. Na zona de unido entre o epitélio externo e
interno, encontra-se a al¢a cervical, uma regido epitelial proliferativa do dente (27,31).
No epitélio interno, mais concretamente na regido adjacente a sua concavidade, observa-
se a papila dentaria, onde ocorre a condensagdo do mesénquima. Na fase de chapéu, o
ectomesénquima, que envolve todo o germe dentario, sofre igualmente uma condensagao
e as suas células, que constituem o foliculo dentario, dao origem aos componentes do
periodonto, através dos cementoblastos, fibroblastos e osteoblastos (27). No final do
estagio de chapéu, na transi¢do para o estagio de sino, as células epiteliais acumulam-se
no nd de esmalte. Os designados nds de esmalte sinalizam a proliferagdo das células
adjacentes, contribuindo para o inicio da diferenciagdo celular (28,32).

As células do epitélio interno, estimuladas por via das integrinas a superficie das
suas membranas, expressam e secretam para a matriz extracelular moléculas sinalizadoras
e fatores de crescimento que atuam nas células ndo diferenciadas da papila (sinalizagdo
paracrina), induzindo a sua diferenciacdo em pré-odontoblastos. Reciprocamente, as

células do epitélio interno sdo estimuladas a diferenciar-se em pré-ameloblastos. Nesta
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fase, o epitélio interno e 0 mesénquima encontram-se ainda separados por uma membrana
basal (27).

No estagio de sino, a invaginacao do epitélio dentério interno aumenta adquirindo
um formato de sino. Durante esta fase, ocorrem varias alteragcdes histoquimicas no 6rgao
do esmalte, papila dentaria e foliculo dentario. O estrato intermediario aparece no 6rgao
do esmalte entre o reticulo estrelado e o epitélio dentério interno (26,28). As células da
papila dentdria encontram-se aderidas as células epiteliais internas através de uma
membrana basal, possibilitando a transmissdo de sinais entre os dois tecidos. As
moléculas de sinalizagdo do epitélio interno induzem a diferenciagdo das células da papila
dentaria em odontoblastos. Por sua vez, estes induzem as células do epitélio interno a
diferenciarem-se em ameloblastos, dando inicio a fase de mineraliza¢ao da dentina ¢ o do
esmalte. A formagdo da dentina precede ligeiramente a formagdo do esmalte (33). Apos
a formagdo da coroa, a al¢a cervical das células epiteliais, alonga-se formando uma
estrutura epitelial de camada dupla localizada entre o foliculo dentério e a papila dentaria,
designada como bainha da raiz epitelial de Hertwig (HERS) (26,28). A HERS ¢
considerada como o centro de sinal da formacao da raiz. A HERS transmite estimulos as
células mesénquimais da papila dentaria induzindo a diferenciacdo em odontoblastos, os
quais vao formar a dentina radicular, proporcionando o crescimento da raiz. Permite o
contacto das células do foliculo dentdrio com a superficie da dentina radicular, originando
a deposicdo da primeira camada de cemento (25,27). O destino das células progenitoras
do foliculo dentario ¢ mantido por meio da sinalizacdo do péptido PTHrP, relacionado
com a hormona paratire6ide (também conhecido como Pthlh) e do seu recetor PPR
(também conhecido como Pthlr). A perda de Pthlr causa diferenciacdo prematura em
células semelhantes a cementoblastos, resultando em fixagao periodontal defeituosa (34).

O processo de formacdo do esmalte e da dentina compreende uma interagao
complexa entre componentes. A mineralizagdo do esmalte e da dentina inclui uma cascata
complexa de eventos regulados por células que expressam proteinas da matriz. A
abundancia de proteinas da matriz sintetizadas por ameloblastos e odontoblastos retrata a
complexidade envolvida durante a formacdo desses tecidos. A formagdo do esmalte
dentario ocorre num ambiente extracelular confinado entre a dentina e as células
ameloblasticas em movimento. A matriz extracelular rica em amelogenia ¢
continuamente secretada e montada com niao amelogeninas e o mineral resulta de uma
"matriz mineralizada de formacao". Na dentina, a mineralizag¢ao ¢ definida como "matriz

pré-formada”. O seu processo ¢ mediado pela matriz, resultando na sua formacao. As
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fibrilhas de colagénio autoformadas servem de modelo para alocar proteinas ndo
colagénicas, onde os nucleos cristal sdo inicialmente depositados, orientando o
crescimento adicional do cristal, na dentina ¢ no osso (17,20,35). Na natureza, a
conversao de fosfatos de célcio inorganicos em apatites cristalinas requer condi¢des
rigorosas de temperatura, pressao e pH, sob controlo molecular restrito. Assim, materiais
que procuram mimetizar estes componentes necessitariam de reproduzir as condi¢des
bioldgicas necessarias para a biomineralizagao da apatite de forma a originar um ambiente
equivalente a alguns dos ambientes extremos que ocorrem durante a cristalizagdo
fisioldgica da hidroxiapatite (14). A matriz extracelular proporciona uma estrutura fisica
para manter a integridade estrutural de organismos multicelulares, serve como um
reservatorio para sinais bioquimicos e biofisicos de forma a apoiar a sobrevivéncia,
organizagdo e diferenciagdo celular (36). Define os locais onde a mineralizagdo comeca
e o tamanho de crescimento dos cristais. No esmalte o0 modelo ¢ estruturado por meio de
automontagem mediada por moléculas de amelogenina resultando na formacao de
estruturas em forma de esferas, termodinamicamente estaveis, que constituem as unidades

fundamentais da matriz extracelular (36).

3. Dentinogénese

3.1. Diferenciacio e Polarizacio

Durante a odontogénese, no final do estagio de chapéu, as células da papila
dentaria indiferenciadas sdo estimuladas a sofrer divisdo celular. Apds a mitose, as células
em contato com a membrana basal iniciam o processo de diferenciagdo, enquanto as mais
afastadas, que ndo contactaram com a membrana, passam a fazer parte da camada celular
de Hohl. As células associadas a membrana basal, aumentam de tamanho, desenvolvem
saliéncias na membrana citoplasmatica e aderem a superficie da membrana basal (37).
Adicionalmente, a sua superficie contém recetores designados por integrinas, os quais
permitem receber sinais de ligandos extracelulares, proporcionando a adesdo e a mudanga
da forma celular. A membrana basal atua como via de difusdo de sinais e moléculas entre
as células do epitélio interno e as células da papila dentaria em diferenciacdo. A
sinalizacdo por via das integrinas ¢ possibilitada por um complexo intracelular de
proteinas, que se liga aos filamentos de actina e controla as cascatas de sinalizacdo que

regulam o rearranjo do citoesqueleto das células em desenvolvimento (38).
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A membrana basal envolve diversas glicoproteinas como a laminina e a
fibronectina, sulfato de heparina PG e alguns glicosaminoglicanos GAGs. A fibronectina,
uma glicoproteina da ECM e molécula de adesdo, esta presente na jungdo epitélio-
mesenquimal antes e apo6s a diferenciacdo do odontoblasto, podendo interagir com
colagénio do tipos I, III e IV presentes na jungdo, o que facilita adesdo celular (39). A
lamininaa2 interage com o proteoglicano de sulfato de heparina, regulando a adesdo
celular envolvida com a expressdo do epitélio dentario. As ligagdes via integrina 1 sdo
crucias para a indug¢do da disseminagdo celular, polimerizagdo e reorganizagdo
intracelular dos organelos (40). A panexina 3 (PANX3 - familia de proteinas de junc¢do
gap panexina) ¢ expressa nos pré-odontoblastos e estd relacionada com a redugdo da
proliferacdo celular e indugdo da diferenciacdo, através do aumento da expressao de p21
(inibidor 1 cinase dependente de ciclina) (41). A membrana basal sofre alteragdes de
acordo com as fases de diferenciacdo dos pré-odontoblastos, apresentando-se, nesta fase,
como uma rede fibrosa formada por ligacdes GAG-colagénio, fibronectina-colagénio e
fibronectina-GAG. A fibronectina também pode servir como glicoproteina estrutural de
reticulagdo nas membranas basais, desempenhando um papel importante na sua
organizac¢do interna (39).

Na diferenciacdo de pré-odontoblastos a odontoblastos, os nucleos migram
gradualmente para a regido basal da célula (polarizacao celular) e sofrem uma alteragao
morfoldgica correspondendo a uma extensdo citoplasmatica tubular designada de
processo. Os odontoblastos apresentam um corpo celular no polo basal (local proximal,
no limite da camara pulpar) e um processo celular no polo apical (local distal, em estreito

contato com a membrana basal) (27).

3.2. Formaciao da dentina do manto

Durante a deposi¢@o da primeira camada dentinaria, o colagénio do tipo III/ V ¢
secretado pelo corpo celular do odontoblasto (19,33). As fibras de colagénio e a
fibronectina promovem a adesdo celular (33). O hemicanal Panx3 regula a sinalizagdo de
calmodulina-Smad (samd - principais transdutores de sinal para recetores da superfamilia
do fator de crescimento transformador beta (TGF-f)), induzindo a expressdo de DSPP.
Panx3 também atua como um canal no reticulo endoplasmatico (ER) célcio para aumentar
os niveis intracelulares de célcio para a diferenciacdo do odontoblasto. Nos osteoblastos,

PANX3 funciona como o canal ER calcio que ativa a sinalizagdo CAMKII-SMAD
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(proteina cinase dependente de calmodulina II) e a expressao de Osterix (Osx) necessaria
para a secrecao de calcio (41).

A mineralizacdo da dentina do manto, ¢ processada através de vesiculas,
relaciona-se com a mineraliza¢do da cartilagem calcificada e com o 0sso. As vesiculas
apresentam um conteddo amorfo, estabelecendo uma relagdo proxima com
proteoglicanos e glicosaminoglicanos que se ligam aos ides de célcio — como detalhado

na Figura 3 - (42,43).
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Figura 3 - Mineralizagdo Dentina Manto.

Esquerda: conteudo das vesiculas Ca-P; vesiculas com contetido amorfo; solugdo supersaturada. Direita:
nucleacao dos cristais; cristais rompem as vesiculas; cristais contactam com adjacentes, mineralizagdo,
(Autoria propria).

Apos a secre¢do da matriz extracelular os processos celulares libertam, na regido
apical vesiculas com conteido mineral. Estas apresentam incorporadas glicoproteinas,
fosfolipidos acidicos, fosfatase alcalina, metaloproteinases. O seu interior permite
acumular altas concentracdes de ides de calcio e fosfato inorganico. Por sua vez, ¢é
estabelecido uma relacdo proxima com proteoglicanos e glicosaminoglicanos pela sua
alta afinidade aos ides de calcio (42,43). A participagdo de fosfatase alcalina tissular ndo-
especifica (TNAP) codificada pelo gene Alpl, leva a modificacdo da matriz extracelular e
expressao de fosfatase Orfan 1 (PHOSPHOL1), o fator iniciador da deposi¢do de HAp no
interior das vesiculas de matriz (1,28,43). O Ca*" e PO4* acumulam-se no seu interior,
originando uma solugdo supersaturada, induzindo a nucleagdo cristalina. Com o
crescimento do cristal dentro das vesiculas, estas rompem depositando-se na matriz. Mais
tarde os cristais fundem-se com os adjacentes e mineralizam - como representado na
Figura 3. A membrana basal gradualmente dissolve-se exibindo descontinuidades pela

secre¢do de enzimas tanto do esmalte e dentina (33,44). O colagénio remanescente
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agrega-se com as fibras da matriz, perpendicularmente a membrana, formando uma

malha, fortalecendo a futura formacao da JAD (33,44).

3.3. Formacao da dentina intertubular

A diferenciacao celular ¢ caracterizada pela amplificacdo da sintese de colagénio
tipo I e de proteinas ndo colagénicas no interior celular dos odontoblastos. A presenca da
expressao de DMP1 regula diretamente a expressdo de DSPP ligando-se ao seu promotor
ativando a sua transcri¢do (20). A DSPP ¢ considerada uma proteina precursora, ativada
apods o processamento proteolitico pela proteina morfogenética dssea de metaloproteinase
de zinco-1 (BPM1) resultando em dois fragmentos de proteina: DPP e DSP. O DSP
liga-se a integrina 6 e causa a ativagdo de ERK1/2 e P38 (proteina cinase regulada por
sinal extracelular / proteinas cinase ativagdo-mitogénio), atuando na fosforilacdo de Smad
1/5/8 induzindo a diferenciacdo do odontoblasto mediada pela expressdo aumentada de
DSPP e DMP1 (37). Numa fase terminal da diferenciagdo, as integrinas de superficie
celular especificas 04p1 ligam-se a DPP interagindo com dominios RGD. Este complexo
de adesdo permite a ativagao de complexos focais (FAK-paxilina-integrina) que atuam na
organizac¢do do citoesqueleto, onde a polimerizagdo de actina impulsiona a extensdo de
protrusdes na frente da célula levando a alteragdes na sua conformagdo, por sua vez
permitindo a migragdo da celular (44).

Uma vez formada a dentina do manto, inicia-se a secre¢ao de uma nova camada
de matriz orgadnica na regido inferior interna, regido esta denominada frente de
mineralizagcdo. Esta camada corresponde a uma area entre a interface de dentina
mineralizada e uma pré-dentina distal ndo mineralizada, que permite a interagdo entre
componentes da matriz originando uma nova camada de dentina. Este processo ocorre de
forma incremental pela deposicdo sucessiva de matriz e mineralizagdo. Nesta fase, os
corpos celulares apresentam-se fora do tecido mineralizado, numa dire¢do considerada
proximal, caracterizada como pré-dentina produzida centripetamente, e constante ao
longo da dentinogénese. A camada de pré-dentina ¢ secretada pelos corpos celulares dos
odontoblastos, apresentando como conteido o colagénio tipo I nativo e alguns
proteoglicanos (decorina, biglicano, lumicano, fibromodulina) implicados na fibrilhacdo
do colagénio (19,33). Simultaneamente, o corpo celular afasta-se em dire¢do a cadmara
pulpar e os processos celulares estendem-se para a regido distal. Na extensdo da

membrana celular, desenvolvem-se ramificagdes, que por sua vez originam estruturas
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semelhantes secundarias. O seu citoesqueleto, apresenta microfilamentos, filamentos
intermediarios e microtubulos, sem organelas de sintese, exceto algumas pequenas
mitocondrias na base dos processos proximas ao corpo celular. Apresenta também
vesiculas secretoras que envolvem os componentes da prédentina e vesiculas endociticas
com fragmentos moleculares da maturagdo e degradacgdo parcial desta mesma camada.
Sucessivamente estes distanciam-se da dentina mineralizada onde os processos celulares
mantém-se incorporados formando os tiibulos dentindrios — como detalhado na Figura 4

(26,39).

Dentina mineralizada

Fase mineral PNC

AN \RY Q

| _ |
\ 7
ECM Prédentina
Colagénio| |moleculares

Processo odontoblasto Frente de mineralizacao

Odontoblasto

Figura 4 — Odontoblasto.

Representagao migra¢do odontoblasto; camadas da dentina; Corpo celular na por¢ao proximal; processos
celulares em dire¢do a dentina mineralizada; dentina mineralizada; frente de mineralizac¢do; prédentina;
componentes da matriz, (Adaptado de (47)).

Na matriz extracelular, a fibronectina ¢ redistribuida, interagindo juntamente com
a decorina na reorganizacdo dos componentes intracelulares, acumulando-se no polo
apical juntamente com colagénio do tipo I. A fibronectina e o colagénio tipo I formam
um complexo via integrinas interligando-se aos microfilamento e microtibulos no interior
celular induzindo modificagdes citologicas — como detalhado na Figura 2 (19,33). O
corpo celular, responsavel pela sintese da matriz extracelular, secreta procolagénio,
glicoproteinas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos, enzimas ¢ PNC (proteinas nao
colagénicas) para o espaco extracelular (19,33). A principais PNC incluem DSPP que
sofre clivagem imediata dando lugar a DSP ¢ DPP, DMP-1, OPN, MEPE, BSP,
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amelogenina. A DSP sofre clivagem do terminal-C pelas metaloproteinases MMP2 e
MMP20 levando a libertagio de um terceiro fragmento denominado glicoproteina
dentinaria (DGP), que possui forte afinidade pela hidroxiapatite (37). No limite entre o
corpo ¢ o processo do odontoblasto uma area de jungdes intercelulares separa o
compartimento extracelular da zona subodontoblasto. Um local onde apresenta fibras
sintetizadas pelas células pulpares. Essas fibras s3o compostas principalmente de
colagénio tipo I e III e fibronectina (fibras de Von Korff). Esta regido vai atuar como um
filtro seletivo, permitindo a passagem de vesiculas secretoras e endociticas.
Posteriormente os complexos juncionais desenvolvem-se para jungdes do tipo
desmossomas, juncdes comunicantes e jungdes estreitas, mantendo a membrana
plasmatica do corpo celular unidas com os odontoblastos adjacentes, formando uma
estrutura palhigada (19,33). A proteina de membrana integral ocludina (OCLN) encontra-
se associada as jun¢des comunicantes em odontoblastos. O complexo estd presente nos
espagos intercelulares permitindo a regulagdo ativa de célcio. O dominio de DSPaa
interage com alga extracelular 2 de OCLNaa, fosforilando OCLN em Ser, ativando a
fosforilagdo de FAK em Ser722 e Tyr576, proporcionando a entrada de calcio. No
entanto, o mecanismo como OCLN fosforila FAK em Ser722 e Tyr576 permanece
desconhecido, pois existem varios locais potenciais de fosforilagdo Tyr, Ser ¢ Thr em
FAK. Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer o mecanismo (38).

A dentina circumpulpar resulta de mudancas que ocorrem entre a pré-dentina
distal ndo mineralizada dindmica e a dentina localizada na regido distal a frente de
mineralizagcdo — como detalhado na Figura 4. Na pré-dentina proximal os corpos celulares
dos odontoblastos incorporam prolina e hidroxiprolina nas cadeias pro-alfa 1 e pro-alfa
2, iniciando a sintese de fibrilhas de pro-colagénio nas vesiculas de Golgi. Ao serem
secretadas na matriz, as fibrilhas de pro-colagénio sao hidrolisadas nos dominios N- e C-
terminal, originando o tropocolagénio que, uma vez formado, tende a agregar-se
imediatamente a outras moléculas, formando as fibras. Consequentemente, alongam e
agregam-se influenciados pela a¢do de pequenos proteoglicanos ricos em leucina. As
cadeias GAG do sulfato de condroitina (CS) ¢ do sulfato de dermatanina (DS), atuam na
inibicdo da mineralizacdo, proporcionando a fibrilhacdo do colagénio (42,45). Por sua
vez, o colagénio migra em dire¢do a frente de mineralizagdo e forma ligacdes cruzadas
garantindo estabilidade as fibrilhas de colagénio, permitindo iniciar a mineralizagdo de
uma nova camada de dentina. O seu movimento da pré-dentina proximal para a distal ¢

regulado por uma substdncia amorfa atuando como um gel viscoso permitindo a
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translocagdo das fibrilhas. Estudos indicam que a matriz interfibrilar rica em
glicosaminoglicano ¢ amorfa, e como tal, pode cumprir esse requisito. Posteriormente os
PG sdo alvo de substrato da enzima estromelisina (MMP-3), sofrendo degradacao (42).
Numa zona proxima a frente de mineralizagdo os GAG associados a familia
proteoglicanos pequenos ricos em leucina (SLRP) de classe 11, sulfato de queratana (KS),
atuam na organiza¢do da matriz e direcionam a ligagdo da hidroxiapatite e o crescimento
do cristal. A osteoaderina (OSAD), um KS-SLRP, apresenta alta afinidade para
hidroxiapatite, através do grande e acido terminal-C. Esta liga-se as fibras de colagénio
helicoidal tripla e estabiliza a arquitetura geral da ECM. Estudos (46) indicam que as
proteinas ndo colagénicas podem funcionar como reticuladores ndo covalentes, ligando
as fibrilhas de colagénio formando um molde ordenado, necessario para mediar a
deposicao mineral controlada (42,46).

Continuamente, o corpo celular do odontoblasto sintetiza moléculas da matriz
extracelular, permitindo a sua secrecdo através do processo celular. Na frente de
mineralizacdo, o colagénio encontra-se organizado por unidades paralelas entre si.
Apresentam regides de sobreposi¢do, que servem de guia para a deposi¢do de cristais, e
nas suas extremidades ocorrem espagos com orificios, para alocar os cristais. O transporte
de ides ¢ facilitado pela atividade da fosfatase alcalina e bombas calcio-ATPase. O calcio
¢ transferido da rede vascular na area subodontoblastica, para a extremidade proximal dos
odontoblastos, ativamente transportados pelas vias intracelulares no citoplasma corpo do
odontoblasto, estes ligam-se a proteoglicanos com afinidade ao cdlcio, como
calmodulina, a calbindina de 28 kDa, a parvalbumina e as anexinas III a VI e sdo
secretados na frente de mineralizagdo para serem incorporado na fase mineral. O fosfato
¢ incorporado por acdo de varias enzimas, nomeadamente a TNAP, que atua na
desfosforilagdo de algumas proteinas da ECM, hidrolisa o pirofosfato e fornece fosfato
inorganico para promover a mineralizagao (34,40). Quando incorporados nesta camada,
a presenca de PNC, proteoglicanos, e outras proteinas fosforiladas contribuem para a
mineralizacdo da dentina (34).

Na mineralizacdo da dentina, a formagdo dos cristais de hidroxiapatite, depende
dos locais onde ocorre a mineralizagdo. A mineraliza¢do interfibrilhar ainda levanta
algumas questdes, devido aos padrdes de mineralizacdo das fibrilas de colagénio
altamente mineralizadas com os cristais HAp orientados ao longo dos eixos das fibrilhas
de colagénio. Dois modelos possiveis foram propostos, ambos considerando a existéncia

de uma fase amorfa. Um modelo propde que a natureza polieletrolitica das proteinas
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acidas ndo colagénicas ¢ fundamental para formar complexos que estabilizam o ACP
transitorio (47). Esses complexos amorfos ligam-se as zonas de orificio das fibrilhas,
possibilitando a transformacdo de uma fase amorfa para uma fase cristalina — como
representado na Figura 5. Segundo este modelo, o crescimento do cristal ¢ controlado
pela inibi¢do de certos planos cristalograficos através de moléculas vizinhas do colagénio
e adsorcdo preferencial de PNC a planos cristalograficos minerais da apatite especificos
ao seu crescimento. O segundo modelo sugere que a cristalizagdo seja promovida pela
presenga de um péptido anidnico cuja fungdo € estabilizar a sua superficie um percursor
mineral amorfo em fase liquida (pré-HAp). De acordo com este modelo, o carater fluido
do precursor amorfo facilita a mineralizagao intrafibrilar, pois a fase mineral pode infiltrar
nas zonas de orificio e fibrilhares do colagénio por agdo capilar. Apos a perda de agua de
hidratacdo o precursor solidifica e cristaliza, formando cristais de HAp nas fibrilhas de

colagénio — como representado na Figura 5 (41).

DSP DPP
Terminal Acidico

OPN
Acido poli-aspartitico

DMP-|
Terminal-C

(b)

Figura S - Mineralizagdo Intertubular.
(a) Mineralizagdo zonas de orificio do colagénio. Estabilizagdo estrutura amorfa pelos dominios
polianionicos PNC. (b) Mineralizagdo dos Cristais de Hidroxiapatite (circulos azul claro), paralelamente as
fibras de colagénio, (Autoria propria).

A matriz extracelular ¢ crucial para a correta mineralizag¢do. A matriz de colagénio
representa uma estrutura ideal para a deposi¢ao de Ca-P em locais especificos, facilitando
a sua precipitacao e expansao por toda a camada dos intersticios das fibrilhas. A deposi¢do
mineral dentro da zona de lacuna ¢ considerada intrafibrilar e aquela que ocorre na
superficie externa das fibrilhas ¢ chamada de mineralizagao interfibrilhar ou extrafibrilhar
(41). Os PG sao os principais responsaveis pela estabilizacdao das fibrilhas de colagénio.
Estes sdo macromoléculas com uma série de cadeias laterais glicosiladas,

glicosaminoglicanos (GAG), covalentemente ligado a um ntcleo de proteina. A interagao
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dos PG/GAG com o colagénio ¢ caracterizada por essa proteina do nticleo, principalmente
pela decorina. A decorina e biglicano (membros da familia de pequenas repeti¢cdes ricas
em leucina - SLRP), retém um nucleo de proteina que adota uma configuracao helicoidal
dobrada estabilizada por ligagdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e eletrostaticas,
possivelmente para se ligar a quatro ou mais microfibrilhas de colagénio por meio de uma
matriz de ligagdes de hidrogénio. As cadeias GAG interagem entre si unindo as fibrilhas
e expandindo a rede de colagénio. Os proteoglicanos formam um complexo
supramolecular interfibrilhar nanoestruturado mantendo a rede colagénio unida. A
participagdo de moléculas de dgua e outros meios idnicos € crucial para permitir a
formagdo do complexo proteoglicano-glicosaminoglicano garantindo a separagdo entre
as fibrilhas de colagénio, promovendo um grau significativo de pressdo osmotica na
matriz organica (42,43).

Desta forma, as PNC vao atuar, formando um complexo que interage com a
extremidade terminal-C carregada positivamente do colagénio, promovendo a infiltragao
da fase mineral nas fibrilhas. Os aminoacidos carregados formam aglomerados que atuam
nos locais de nucleagdo, controlando a orientacao dos cristais de apatite, tanto nas regidoes
de lacuna como nas zonas de sobreposi¢do. A estrutura do colagénio apresenta regides
candidatos putativos para Ca®" e PO4>. Os ides de Ca** interagem com os residuos cidos,
combinam-se com PO4* iniciando a nucleagdo. Estudos indicam que grupos carregados
na estrutura do colagénio podem entregar locais de nucleacdo que induzem a nucleagdo
da apatite — como detalhado na Figura 5 (41).

A DMPI est4 envolvida na organizacdo mineral fora da fibrilha de colagénio e na
mineralizacdo da dentina peritubular (41). Ao ser secretada pelo odontoblasto na frente
de mineralizagdo, a proteina DMP1 sofre clivagem proteolitica e, na presenga de ides
Ca?", altera a estrutura secundaria na sua extremidade C-terminal para uma folha B, que
lhe permite assumir uma conformagdo estereoespecifica favoravel simultaneamente a
nucleagdo de cristais e a estabilizacdo transiente dos precursores de Ca-P, prevenindo a
sua precipitacdo prematura. A regido C-terminal das DMP1 ¢ altamente acida devido aos
residuos de 4cido glutdimico abundantes ao longo com serinas que podem ser fosforiladas,
aumentando a carga negativa. Logo propenso a direcionar-se aos locais de orificio nas
fibrilas de colagénio. Na presenga de colagénio tipo I, tanto a sua forma nativa como a
sua forma fosforilada, através do terminal-C, permitem induzir a nucleagdo e crescimento

de HAp, ao invés do terminal-N que inibe a nucleacao (20,42).
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| Dentina peritubular
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Figura 6 - Tipos de mineralizagdo dentina
(adaptado de Odontoblasto. Painel a esquerda: formagao da dentina do manto; Painel central:
formagao da dentina peritubular; Painel a direita: mineralizagdo dentina peritubular, (Adaptado de

(47)).

3.4. Formacgao da dentina peritubular

A dentina peritubular ¢ uma dentina hipermineralizada que se forma ao redor dos
processos do odontoblasto, sensivelmente distanciada da frente de mineralizagdo —
conforme apresentado na Figura 6. Na frente de mineraliza¢do, a matriz mineralizada
contrai o didmetro do tiibulo e o processo celular permanece incorporado cerca de 1/3 da
distancia da prédentina em direcdo ao JAD. As ramificagdes dos processos secretam
moléculas da matriz extracelular ao longo das paredes dos tubulos. Simultaneamente os
componentes do plasma sanguineo, como albumina, difundem para dentro dos tubulos. A
sua composi¢cdo organica ¢ uma mistura de acido glutdmico contendo proteinas e
fosfolipidios (ricos em colina), tais como fosfatidilserina, fosfatidilinositol e
fosfatidilcolina, juntamente com a presenca de glicosaminoglicanos (glicoproteina alfa-2
HS) e alguns SIBLING. A sua estrutura ¢ caracteristicamente desprovida de fibras de
colagénio do tipo I. A matriz organica forma uma rede amorfa entre os cristais
isodiamétricos ao longo do lumen dos tubulos, onde posteriormente mineraliza
apresentando uma forma de anel - como representado na figura 7. Os cristais permanecem
em forma de placa dispostos em camadas de natureza porosa. Nos anéis sdo detetados
ligeiras perfuragdes como canais pequenos, permitindo a passagem de componentes para
a dentina intertubular e entre o fluido do tubulo e o processo celular (42,47). Estudos
indicam que pode ocorrer um transporte ativo como atividades regulatorias relacionadas
na manuteng¢ao do tecido vivo e vital ao longo da vida do dente - como indicado na figura
7 (48).
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Precursor Albumina Precursor
Glicoproteina a-2 HS
SIBLINGS

Proteinas
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Figura 7 - Mineralizagao Peritubular.

Figura esquerda: componentes da matriz organica, desprovida de colagénio; rica em acido glutamico e
proteinas ricas em colinas. Figura direita: mineralizagdo em forma de anel; canais indicados pelas setas
onde permite transporte ativo de componentes; permite manutencdo de tecido vivo e vital ao longo da
vida do dente, (Autoria propria).

3.5. Dentina Pos-eruptiva

A dentina pode ser considerada como um tecido conjuntivo calcificado em que o seu
processo de formacdo compreende interagcdes complexas entre varios fatores do tecido,
celulares e extracelulares sendo reconhecido como equivalente ao do osso (25). E o tecido
mais abundante no dente, apresenta 70% de matéria inorganica (HAp), 20% de matriz
organica e os restantes 10% de agua. O colagénio tipo I € o principal componente da
porc¢do organica da dentina, correspondendo a cerca de 90%, com poucas quantidades de
colagénio dos tipos III, IV e V (1). A por¢do ndo colagénica da matriz organica inclui
proteinas fosforiladas e nao fosforiladas, proteoglicanos, lipidios, fatores de crescimento
e enzimas (1,26). Cerca de metade das proteinas ndo colagénicas desempenham fungdes
como inibidores, promotores ¢ estabilizadores da deposi¢do do material mineral,
encontrando-se envolvido nos poros de fibrilas (1,26). A por¢ao inorganica ¢ composta

maioritariamente por cristais de HAp com fisionomia de agulha (1,27).
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4. Amelogénese

4.1. Diferenciacao e Polarizacio Ameloblastos

Durante a odontogénese, na transicdo do estagio de chapéu para sino, o
mesénquima induz o potencial odontogénico nas células do epitélio interno do esmalte.
Na transi¢do para o estagio de sino, as células do epitélio interno induzem a diferenciacdo
das células da papila dentdria em pré-odontoblastos, que por sua vez atuam na
diferenciagdo dos pré-ameloblastos. O mesénquima emite sinais difusiveis que
atravessam a membrana basal para promover a diferenciacdo dos ameloblastos (38). A
diferenciagdo de ambas as células, estd dependente de uma rede complexa de sinais,
facilitada pela membrana basal e meio extracelular correspondente. Esta membrana atua
como um reservatorio de fatores de paracrinos e autocrinos, maioritariamente de origem
epitelial, permitindo interagdes reciprocas. A sua rede fibrosa ¢ resultado de interacdes
entre varias moléculas. Varios estudos (53—55) indicam que a regulacao da diferenciagdo
ocorre por difusdo a longo alcance de sinais, pela interacdo mediada pela matriz e pela
interagdo mediada por células, refletindo assim a sua importancia na diferenciacdo
terminal de odontoblastos e ameloblastos (33,39).

Os pré-ameloblastos ao interagirem com a membrana basal, alongam-se
gradualmente e aderem a matriz da membrana via integrina Bl promovendo a
disseminagdo celular, a polimerizagdo e reorganizagdo intracelular (acumulacio de
actina, c-actinina e vinculina nos pélos apical e basal), formando novas adesdes integrina-
substrato que vao contribuir para a diferenciagdo celular e inicio de sintese de proteinas
da matriz. A laminina a5 (a3B3y2) regula diferencialmente a ancoragem e a motilidade
das células epiteliais por meio da integrina a6p4 e a3B1 (40). A sinalizacdo via RhoA
(Familia Rho de pequenas GTPases) ¢ crucial para a integridade estrutural dos
ameloblastos, adesdo celular e organizagdo do citoesqueleto, permitindo a indugdo da
expressdo de amelogenina (56). Por sua vez, interagdo de fibronectina e integrina 1
através do motivo RGD induz o fator neutréfico (NT-4) regulando a fosforilagdo de
ERK1/2 e a expressdo de ameloblastina. As integrinas 3 e 6 sdo expressas mais tarde,
na fase de maturagdo (57). Entre os fatores derivados do epitélio dentario, a copine-7
(Cpne7 - familia ubiqua de proteinas de ligacdo a fosfolipidios dependentes de célcio) é
expressa em pré-ameloblastos e secretada no meio extracelular, sendo internalizada nos

pré-odontoblastos. Cpne7 liga-se a nucleolina da superficie celular pelos microdominios
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lipidicos (do inglés “rafts) e entra no interior dos pré-odontoblastos por endocitose
mediada por caveolae. De seguida o complexo Cpne7-nucleolina ¢ translocado para o
nicleo celular, induzindo a formacdo de cilios primdrios através da expressdo de
componentes ciliares Kif3a e Ift88. Ift88 atua como promotor na regulagdo positiva da
expressao DSPP (58).Durante esta fase, as interacdes entre a membrana basal e os pré-
ameloblastos induzem a sinalizagao de fatores de crescimento imobilizados na membrana
basal interagindo com os pré-odontoblastos, induzindo a sua diferenciagdo (56).

Desta forma, os odontoblastos iniciam a secre¢do da primeira camada da matriz
de dentina induzindo o alongamento nos pré-ameloblastos. Estes reorganizar os seus
organelos intracelulares iniciando a fase de polarizagdo. Estudos sugeriram que a
lamininaa?2 interage com as integrinas nas células epiteliais dentais e com proteoglicano
de sulfato de heparina nas células mesenquimais dentais e regula a ligacdao celular
envolvida com a expressdo do epitélio dentario e da matriz dentindria numa fase inicial
(38,40).

A membrana distal dos ameloblastos adquire projecdes citoplasmaticas que se
estendem em dire¢do a dentina, segregando colagénio ndo mineralizado, seguido de perda
gradual da membrana basal. Na matriz dentindria, a fibronectina permite a ligagdo dos
ameloblastos ao colagénio do tipo I via integrina o2f, facilitando a sua adesdo.
Concomitantemente, inicia-se a mineraliza¢do vesicular da matriz de dentina (38). As
membranas plasmaticas dos ameloblastos adquirem dominios apical, lateral e basal, o
citoesqueleto sofre distribui¢do assimétrica e reposicionamento das organelas
intracelular, permitindo a secre¢do de complexos de proteinas nomeadamente
Amelogenina (Amel) (38).

Na regulacdo da adesdo célula-célula mediada por caderina, a sinalizagdo f3-
catenina/TCF (fator de células T) induz a expressdo do gene familia snail, finger 2 de
zinco (Snai2) e este reprime a expressao de E-caderina, atuando na diminui¢@o da adesado
celular, facilitando a migragao celular do ameloblasto (59).

Varias possibilidades funcionais foram investigadas entre a relagdo dentina e o
esmalte: onde a dentina pode servir como uma base estrutural sobre a qual a matriz e os
cristais do esmalte sdo depositados, envolvendo uma ligacdo quimica entre as duas
matrizes. Estas interacdes quimicas podem servir para promover a nucleagdo dos cristais
do esmalte, onde os componentes organicos e inorganicos da dentina podem alterar a
matriz do esmalte para promover a formagao de cristais do esmalte. Estudos (61) relatam

que durante esta fase, DSPP ¢ transitoriamente expresso nos ameloblastos no momento
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do estabelecimento da juncdo esmalte dentina (JAD), onde DSP atua como um nucleador
dos cristalitos de esmalte, e estd presente na estrutura interprismatica (61). A exposi¢cdo
dos cristais de dentina diretamente na matriz do esmalte pode promover o crescimento
epitaxial dos cristais do esmalte (62,63). Considerando que essas interacdes podem atuar
em conjunto, uma com a outra, todos esses componentes formam uma delicada rede
interativa molecular e contribuem para o estabelecimento da polaridade celular. A
formagdo de jungodes celulares entre ameloblastos e células intermedidrias do estrato é

mediada por nectina, necessaria para as fungdes de secre¢do e maturagdo (64).

4.2. Fases da amelogénese

Estabelecida a polarizagdo do ameloblasto, este apresenta-se funcional para iniciar
o processo de mineralizagdo do esmalte A sua formacdo ocorre através de uma série de
eventos coordenados que englobam protedlise e interagdes mineral-proteinas (36). A
matriz organica do esmalte resulta da conformagdo estrutural das proteinas
intrinsecamente desordenandas, que regulam a matriz extracelular por meio de auto-
montagem através de mecanismos hidrofobicos de baixa energia, servindo de um
esqueleto para deposi¢do mineral que posteriormente sofre substituicdo pela fase mineral
apatite do esmalte convertendo-se em HAp (36). A sua sintese envolve interacdes
genéticas, moleculares e celulares que ocorrem ordenadamente através do estagio de
secre¢ao ¢ maturagao (65).

Inicialmente no estagio secretério, o ameloblasto, secreta proteinas da matriz, e
regula o transporte de ides, através do seu polo apical. O ameloblasto comeca a estender-
se em dire¢ao ao polo basal e os fragmentos restantes da membrana basal s3o endocitados
e posteriormente degradados por lisossomas (52,66). As saliéncias dos ameloblastos em
forma de “dedo” iniciam a formagdo da estrutura mineral principalmente nas laterais e
nas pontas das fibrilas de colagénio mineralizadas para formar a JAD. Os cristais
alongam-se juntamente com o movimento dos ameloblastos incorporados como
componente interno do esmalte (47,66). Esta primeira camada ¢ aprismatica de contetido
mineral, onde os cristais se encontram alinhados perpendicularmente a superficie e
paralelos uns aos outros. Esta camada ocorre como resultado da auséncia dos processos
de Tomes e possivelmente por apresentar-se livre de proteinas na zona basal
(aprismatica), onde o contetido de residuos inorganicos aumenta em dire¢do a JAD. Por

sua vez, na camada de dentina, surgem pequenos focos de mineralizacdo como ilhas de
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mineral, onde estes se expandem e se fundem numa camada continua de dentina. Desta
forma, os ameloblastos migram num angulo de 90° paralelo ao alinhamento das fibras de
apatite aprismaticas. Isto resulta numa extremidade apical curva que leva a uma extensao
o "processo de Tomes" (47,66).

A matriz organica contém os i0es de calcio e fosfato hidratados ligados por meio
de agua de forma a possibilitar a nucleacdo cristalina (36). As proteinas interagem com
os aglomerados de nucleacdo de fosfato de calcio liquido modulando a taxa de
cristalizagdo (36). Os canais de troca de Ca®" tornam-se funcionais, permitindo a sua
incorporagdo na matriz pela troca de Na* através das membranas distais/apicais. O Pi, que
também ¢ incorporado com Na *, juntamento com os ides de Ca** estabelecem os cristais
de apatite — como representado na figura 10. Os ides de Mg?*, Na*, K*, e Ca®" ligam-se
as superficies do cristal em equilibrio como um reservatério soluvel no fluido do esmalte
controlando e inibindo a sua expansao (51,73).

Os processos de Tomes permitem a organizacdo espacial dos cristais, em
estruturas prismaticas e inter-prismaticas, atuando na secre¢cdo de componentes da matriz
— como detalhado na Figura 8. A angulacao inicial é perpendicular e consoante a formagao
dos processos de Tomes. A estrutura prismatica e interprismatica deriva da deposi¢cdo
assimétrica das proteinas da matriz que ocorre em o locais distintos, na extremidades
distais e proximais do processo. A matriz situada entre os processos de Tomes resulta na
formagdo de zonas de lacuna, seguindo um padrdo morfoldgico semelhante a uma
fechadura — como detalhado na Figura 9. Este arranjo pode sofrer alteracdes, resultando
em diferentes tipos de padrdes. Nos limites dos prismas, os cristalitos desviam-se 40-60°
daqueles dentro do prisma, resultando numa microporosidade na fronteira do prisma,

propicia a receber mais matéria organica (47,66).

Ameloblasto Ameloblasto

I > I

Processos Processos. MMP20
Tomes el Tomes =
Enam

DSP

Figura 8 - Desenvolvimento Processos Tomes.
Secregdo componentes da matriz e organizagdo prismatica e interprismatica, (Autoria propria).
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Espagos da bainha

Primas

Interprismatico

Figura 9 - Estrutura prismatica e interprismatica.
Representagdo esquematica: prismas e interprismas, entre ambos encontra-se a bainha do esmalte,
(Adaptado de (47)).

As principais PME, a Amel, a ameloblastina (Ambn), a enamelina (Enam) e a
tuftelina (Tuftl), ao serem secretadas agregam-se e sofrem imediata clivagem pela
MMP20, resultando em produtos intermediarios estdveis, que proporcionam espago
dentro da matriz mais profunda para o posterior crescimento dos cristalitos em largura e
espessura (60,67). As amelogeninas fornecem os locais para a precipitagdo de fosfatos de
calcio, atuando também como inibidores da nucleagao, dependendo da sua conformacao
estrutural, morfologia, concentracdo e ligagdes cooperativas com outras proteinas da
matriz do esmalte em desenvolvimento (36). Estudos indicam um efeito sinérgico entre a
amelogenina e enamelina, mantendo a fase mineral amorfa estavel. A por¢do 32KDa
enamelina, atua juntamente com a Amel para estabilizar a fase transitoria amorfa (47).

As proteinas da matriz do esmalte apresentam-se como proteinas intrinsecamente
desordenadas (IDP — do inglés intrinsically disordered proteins), com propriedades
estruturais altamente variaveis, onde ndo assumem estruturas secundarias tipicas (o-
hélice, folha-f). A Amel ao ser fosforilada, o seu terminal-N (aminodcido rico-tirosina 45
com dominio N-terminal (TRAP), altera de conformagdo e aumenta a capacidade de
estabilizar o fosfato de calcio. Esta proteina circunda os prismas pelas laterais facilitando
a formagao dos cristais. O seu terminal-C hidrofilico contém residuos acidos carregados
negativamente fornecendo locais de nucleagdo e guia de orientagdo para o crescimento
de cristal. Este mecanismo mineral-proteina, atua como controlo de trocas idnicas da fase
de solu¢do. A Amel e a Ambn ligam-se as faces crescentes do cristal permitindo o seu
crescimento ao longo do seu eixo ¢, perpendicularmente a jun¢do amelo-dentinaria (JAD)
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(10,36). A Amel pode formar nanoesferas, oligomeros, nanocadeias e outras montagens
alongadas. As nanoesferas formam-se via interagcdes hidrofobicas intermoleculares. As
interacdes que participam na autojuncdo dos monomeros em oligdmeros sdo
principalmente mediadas pelo terminal N (potencialmente N-terminal para N-terminal) —
como detalhado na Figura 5. No entanto, possibilitam a formacdo de nanosferas, pela
ligacdo dos oligdmeros regulados principalmente por intera¢des hidrofébicas da por¢ao
central (dominio central hidrofobico, rico em histidina, glutamina e prolina) (68,69). As
cadeias de nanosferas, impedem sequencialmente o crescimento do cristal nos eixos a e
b, promovendo a formag¢do no eixo c. Esta ligacdo pode ser necessaria para prevenir o
alargamento prematuro das fitas e a transformag@o prematura de cristal amorfo em HAp

— como representado na figura 10 (70).

X Ameloblasto \

Figura 10 - Crescimento dos cristais durante fase de secregao
Entrada do Ca-P e incorporacao na estrutura amorfa. Regulagido do crescimento dos cristais pelas proteinas
da matriz, (Adaptado de (73)).

Durante a formacdo do cristal, uma por¢ao de protdes ¢ secretada quando as
amelogeninas se encontram ligadas a superficie do cristal. Os protdes sdo tamponados
por bicarbonatos produzindo agua e CO,. Adicionalmente, a ligagdo do Ca?" a matriz
origina um pH local, que permite a acumulagdo de PO4*- ¢ OH" facilitando a iniciagdo da
nucleagdo do cristal. Durante esta fase o pH mantém-se em equilibrio, maioritariamente
devido a acdo das amelogeninas. A alcalinidade do meio estimula a répida transi¢do de
fase entre os estagios. Além do mais, o principal produto final do metabolismo celular é
CO2, um ido soluvel em agua, com capacidade de passar liviemente pelas membranas
fosfolipidicas. O CO; dissolvido reage com a dgua para formar acido carbonico (H> CO3)

que por sua vez dissocia-se em H* e bicarbonato (HCO3") (51,73).
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A ameloblastina, a enamelina e as proteases junto com a sialofosfoproteina da
dentina, articulam a ligag¢do de fitas do esmalte incipientes ao colagénio da dentina. A
MMP20 serve como um mediador critico para produzir essa linha fina do esmalte
hipermineralizado na JAD (36). Entre os ameloblastos, na membrana baso-lateral,
encontram-se complexos juncionais intercelulares que formam uma Dbarreira
semipermeavel permitindo a difusdo intercelular dos ides minerais, da circulagdo para a
matriz (10). Os ameloblastos secretores participam no transporte de calcio passivamente
ou por canais SOCE (Store-operated calcium channels) através das diferencas de
concentragdes. O calcio no interior da célula é regulado pela bomba Ca*"-ATPases da
membrana plasmatica (PMCAs) onde os canais de troca de Na*/ Ca?* (NCX1 / NCX3)
regulam a excre¢do para a matriz extracelular — conforme representado na Figura 10 (73).
Desregulagdes ou defeitos moléculares durante este estdgio resultam num alongamento
insuficiente do cristal, onde a camada de esmalte se apresenta patologicamente fina ou
hipoplastica (52).

Como o cristal se encontra propenso a incorporagdo de ides nao desejaveis, estes
devem ser posteriormente removidos, de forma a ndo afetar o comportamento fisico-
quimico. A hidroxiapatite ndo estequiométrica ao perder o ido de Ca 2* ¢ corrigida pela
introdu¢do de H" e deplegdo de OH". Assim, em solugdes aquosas apresentam a
capacidade de se difundir e serem substituidos por outros os ides como F~,CO3* ou CI
(18,73). O ido de COs* permite a formagdo HAp carbonatada, ocupando duas posi¢des
distintas: ou substitui PO4** ou devido a altas pressdes de CO», ocupa locais hidroxilo.
Devido a exigéncia do equilibrio de carga ¢ necessario intervir uma troca de ides. Se o
COs* for substituido pelo PO, intervém outra substitui¢do, do Na* pelo Ca?*. Se o0 CO3>
ocupar um grupo OH" ou se 0 ido Ca?* for substituido por um catido de menor carga (como
Na*), um segundo local OH" tem de ser deixado livre. Estas trocas resultam numa apatite
mais porosa do que a hidroxiapatite, sendo mais suscetivel a carie por apresentar uma
maior solubilidade e alteragdes nas propriedades fisicas dos cristais (75,76). Quanto ao
Mg?*, este apresenta a capacidade de inibir o crescimento dos cristais e diminuir a sua
cristalinidade, podendo competir com o Ca?" por locais de ligagdo na superficie dos
cristais. O ido de Mg?" altera o crescimento do cristal por meio de ligagdo as suas
superficies, particularmente apds a perda de por¢des inibidoras organicas no estagio de
transicao (51,73). A formagdo da hidroxiapatite carbonatada, deficiente em célcio traduz-

se pela seguinte equacdo quimica:
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18Ca?" + 10HPO4* + 2CO3% + 4H20 -> Caig (PO4)s(HPO4)2(CO3)2(OH)4 + 12H*

4.3. Fase Maturacao

Apos a deposicao de toda a espessura da matriz do esmalte segue-se o estagio de
maturagdo, o material organico ¢ removido, existe a perda de maior parte das proteinas e
agua da matriz, e adi¢do de quantidades crescentes de minerais, deposi¢do de fosfato de
calcio (54,71). Cerca de 25% dos ameloblastos sofrem apoptose, possivelmente devido
as células apresentarem-se num estado metastavel de sobrecarga de célcio. Os restantes
reduzem de tamanho e perdem os processos de Tomes adquirindo uma forma rasa
(10,66,71). A expressao genética Amel, Ambn e Enam ¢é regulada negativamente e aqueles
que regulam a homeostase do pH e envolvidos no transporte de ides e protedlise sdo

regulados positivamente (26,72,73).

Mineralizacao pré-eruptiva do esmalte
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Figura 11 - Mineralizagdo do esmalte.
(1) Fase de secregdo; (2) Fase de maturagdo (3) Fase final de maturagdo crescimento dos cristais,
(Adaptado de (66)).

A atividade da via de sinalizagdo candnica Wnt/f-catenina atua na funcdo de

maturagdo e mineralizagdo dos ameloblastos. Permite a secrecdo de KLK4, degradacao
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das proteinas da ECM previamente secretadas e parcialmente hidrolisadas (por Mmp20)
de modo a facilitar o crescimento dos cristalitos de hidroxiapatite promovendo a sua fusdo
(59,60). A KLK4 ¢ MMP-20 atuam na clivagem e remo¢ao do material organico,
degradando gradualmente as PMEs da matriz do esmalte proporcionando o crescimento
dos cristalitos em largura e espessura — conforme indicado na Figura 11 (67). Quando
amelogenina ¢ removida as fitas crescem em espessura e largura, e os seus produtos
proteoliticos apresentam capacidade de formar nanobastdes (68,69). As concentragdes de
COs2%, Mg?* e F- diminuem significativamente e a taxa de mineralizagdo aumenta. O
transporte de Ca?" aumenta resultando num efeito duplo, promove a precipitagdo do
cristal através da forga motriz gerada e promove o deslocamento dos ides de Mg?* das
superficies do cristal, reduzindo o seu efeito inibitorio facilitando o crescimento do cristal.
Com o aumento dos ides na solugdo ocorre a precipitagdo do cristal. Os ides de Ca?*, H-
e HPO4* estendem os cristais em largura e espessura, aumentando ainda mais o
reservatorio de Ca?’, formando-se assim a HAp — conforme indicado na Figura 12.
Durante este processo o cristal liberta protdes, aumentando a acidez do meio para valores
de 6,2 0 que vai contribuir para a quebra de ligagdo dos ides inibidores (Mg?*) da
superficie do cristal. Nesta fase as nanosferas de AMEL dividem-se em oligomeros
devido ao ambiente, sofrendo degradagdo pela KLK4. No entanto, se os valores se
mantiverem baixos este processo ndo ocorre. De forma a neutralizar o meio, os
ameloblastos sofrem mudangas ciclicas na sua morfologia entre extremidade distal rugosa
(ER) e extremidade distal lisa (EL), participando no equilibrio dcido-base e na remocao

(10,54).
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Figura 12 - Trocas Ionicas durante crescimento do cristal na Fase de Maturagao.

Aumento de ides na solugdo, formagdo cristais com libertagdo de protdes. Controlo do pH através canais
CFTR (regulador de condugao transmembranar de fibrose cistica), anidrase carbonica e mudangas ciclicas
entre extremidade lisa e rugosa, (Adaptado de (73)).
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As células ER atuam na troca anionica, controle de pH e producdo local de
bicarbonato (via anidrase carbonica) (66,74). As células EL permitem a difusdo de fluidos
intercelulares e pequenas moléculas para dentro e para fora do esmalte em maturagdo
permitindo a neutraliza¢do do pH local — conforme representado na Figura 12 (21).

Os ameloblastos de extremidade lisa libertam altas cargas de HCOj3™ via anidrase
carbonica (AC), estabilizando os valores de pH. Durante esta fase a anidrase carbdnica
ganha expressao, catalizando a reagdo entre agua e o didxido de carbono, formando acido
carbonico. Este dissocia-se formando H" e HCOs", o bicarbonato é excretado para o meio
tamponando 1 protdo — conforme representado na Figura 12 (10,73,78). Os cristais
imaturos expandem em largura e espessura até entrarem em contato com o0s cristais
adjacentes, levando a uma substancia extremamente dura, rica em mineral (66,74).
Defeitos no estagio de maturagdo, como uma inadequada degradagdo e reabsor¢io da
matriz do esmalte, produzem uma camada de esmalte de espessura normal, mas
patologicamente mole. Os defeitos do esmalte que ndo sdo herdados geralmente refletem
um disturbio sistémico (52).

Numa fase final da amelogénese ¢ formado um forro de ameloblastos na superficie
do esmalte com funcgdo protetora do dente até a sua erup¢do. Quando este surge na
cavidade oral, as células epiteliais morrem, exceto algumas que se tornam parcialmente

incorporadas no epitélio juncional (26,74).

4.4. Fase Pos-eruptiva

O tecido de esmalte, ¢ uma estrutura cristalina altamente mineralizada e acelular,
apresentado uma organizagdo Unica dos seus componentes. E caracterizado por
propriedades estruturais, mecanicas e propriedades fisico-quimicas Unicas e excecionais
(14,49). E composto principalmente de 96-97% de matéria inorganica (hidroxiapatite,
HAp), 3% de matriz organica (proteinas da matriz) e 1% de dgua (49). As suas principais
estruturas sdo os prismas de esmalte — cristais de hidroxiapatite organizados numa forma
prismatica — as estruturas interprismaticas, e uma substancia intermedidria designada por
a bainha do esmalte (49,50). Os prismas sdo formados linearmente por aposi¢ao sucessiva
de incrementos de cristais de HAp. Os cristais de HAp apresentam uma grande relacdo
comprimento-largura, estando dispostos paralelamente um ao outro (51). Esta por¢do
mineral ¢ composta por fosfato de célcio cristalino na fase quimicamente mais estavel

apatite, formando uma rede cristalina de hidroxiapatite com simetria hexagonal em que
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apresenta posi¢des disponiveis para a ligagdo de outros anides (OH-, CI', F- e CO3>"). Estes
anides nas formas hidroxi, carbonatada ou fluoretada conformam-se ao espago ou
deformam a rede, potencialmente aumentando ou diminuindo sua solubilidade e forca
(36,49). O modelo estrutural no esmalte ¢ considerado uma hidroxiapatite de calcio
carbonatada ndo estequiométrica, a sua estrutura molecular contém cerca de 2 a 3% de
carbonato, responsavel pela estabilidade quimica e estrutura fisica do cristal durante o seu
desenvolvimento, tornando-o assim um pouco suscetivel as perdas de minerais (49-51).
Como base quimica os seus componentes principais englobam ides de célcio e fosfato,
apresentando varia¢des secundarias como aluminio, bario, estroncio, magnésio, chumbo
e vanadio, podendo também ser incorporados aos cristais, quando presentes durante a sua

formagdo (49,51).
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Figura 13 - Estrutura HAp e FAp.
Esquerda: estrutura hidroxiapatite; Direita: estrutura fluoropatite, (Adaptado de (36)).

Os i0es de F* podem substituir os ides H e HO", favorecendo a formacao de
fluorohidroxiapatite, uma estrutura cristalina altamente ordenada, e um potente
mecanismo de protecdo — como detalhado na Figura 13 (51,73). A fluoroapatite (FAp)
consegue suportar um pH 4 sem dissoluc¢do, enquanto que a apatite carbonatada dissolve-
se num pH proximo a 5. Estas substituicdes quimicas afetam a estrutura cristalina na
medida em que vao diminuir a sua simetria, originando energias de ligacdo baixa, € um
aumento na solubilidade quimica da fase mineral. A perda de uma carga negativa pode
ser compensada através de um local livre cationico e um local livre aniénico sem sitios
monovalentes. Conferindo assim uma carga elétrica neutra estrutural, pela substitui¢ao

de ides bivalentes de fosfatos trivalentes (18,77).
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Tanto HAp e FAp apresentam uma estrutura em hexagono de P63/ m. Os
parametros cristalograficos das células unitarias a e ¢ sdo semelhantes em ambos os
minerais e totalizam a = 9,43, ¢ = 6,88 para HAp e, respetivamente, a = 9,37, ¢ = 6,87
para FA. Os parametros a e c sdo ligeiramente menores para FAp do que HAp, devido a
maior razdo do ides hidroxilo/ido fluoreto. Considerando que o HAp apresenta menor
cristalinidade em rela¢dao ao FAp (77).

Os cristais formam-se pela adi¢cdo e fixagdo de particulas que variam de
complexos multides a nanoparticulas totalmente formadas. A cristalizacdo por fixagdo de
particulas envolve modelos classicos e ndo classicos de cristalizagdo, sendo que ambos
podem ser influenciados pela presenca de proteinas. A via ndo classica processa-se por
meio de montagem de varias particulas solidas primarias e a via cldssica envolve a adi¢ao
gradual de ides ou moléculas as superficies do cristal em crescimento. O modelo nao
classico governado pela presenca de fosfato de calcio amorfo em forma de fita (ACP) na
frente de mineralizagdo, real¢a a capacidade das proteinas do esmalte, através dos seus
dominios, de estabilizarem a fase mineral ACP e inibir a transi¢do para apatite cristalina.
Assim evidéncias sugerem que o rapido crescimento do mineral em espessura e largura e
aumento do contetido mineral de 30% para> 95%, facilitado pela remocgdo das proteinas
da matriz durante o estdgio de maturacdo, podem ser devidos a uma combinagdo de
cristalizagdo cléssica e ndo clédssica. Portanto, ¢ plausivel de se assumir que as vias
classicas e ndo classicas de cristalizacgdo dominem durante os diferentes estagios da

formacao do esmalte (36).

5. Vias de sinalizaciao

A especificidade do padrao espagotemporal das principais vias de sinalizagao,
permitem a expressao de sinais moleculares que regulam a comunicacao celular através
de fatores de crescimento - moléculas que se ligam a recetores especificos na superficie
das células - e fatores de transcricdo - moléculas responsaveis pela modulagdo da
expressao genética através de interacdes em locais especificos do ADN: BMPs, FGFs,
SHHs (Sonic Hedgehog), WNTs e TNFs (25,27,28). Na odontogénese, as células
mesénquimais e epiteliais sdo estritamente reguladas por varios fatores. O sinal indutivo
para a diferenciacao do odontoblasto é conhecido por originar-se no epitélio interno do

esmalte possibilitando a transmissdo de sinais necessarios entre esses dois componentes
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do tecido, além de ser um marcador de diferenciacdo para pré-ameloblastos (82). Uma
abordagem que permita conhecer quais os sinais ou as vias de sinaliza¢do que induzem a
diferenciagdo celular, permite estabelecer um suporte nas terapéuticas na regeneragao dos
tecidos celulares. Seguidamente apresentam-se algumas vias envolvidas neste processo —

como detalhado na Figura 14 (27,28).
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Figura 14 - Desenvolvimento células ameloblasto e odontoblasto.

Vias de desenvolvimento das células dentais. Ameloblastos e odontoblastos diferenciam-se separadamente
das células-tronco ectodérmicas e da crista neural, respectivamente. Uma membrana basal separa as células
iniciais do ameloblasto ¢ do odontoblasto e permite a interferéncia entre as duas linhagens durante o
desenvolvimento ocorre o contato entre os dois compartimentos celulares e as respetivas matrizes
extracelulares. Os genes que governam a diferenciagdo das células sdo colocados em caixas azuis
indicando fungdes estimulatorias e em caixas laranjas indicando as fungdes inibidoras. Os genes que sdo
caracteristicamente expressos por diferentes estagios de desenvolvimento sdo indicados acima ou abaixo
dos respetivos tipos de células e ndo sdo incluidos em caixas. AE2, proteina de troca anidnica 2;
ALP, fosfatase alcalina; AMBN, ameloblastina; AMELX, amelogenina; ATF4, ativando o fator de
transcrigcdo 4; BGLAP, proteina y-carboxiglutamato dssea ou osteocalcina; BMP, proteina morfogenética
ossea; BSP/ SPP1, sialoproteina 6ssea ou fosfoproteina 1 segregada; CA2, anidrase carbonica 2; COL1AI,
colagénio tipo I al; COL2A1, colagénio tipo II al; COL10A1, colagénio tipo X al; DIX2 / DIX3,
homologo desgrenhado 2 ou 3; Homeobox 6 sem distal DLX6; DSPP, sialofosfoproteina dentinaria; EGF,
fator de crescimento epidérmico; ENAM, enamelina; FGF, fator de crescimento de fibroblastos; HDAC4,
histona desacetilase 4; IHH, hedgehog indiano; KLK4, peptidase 4 relacionada com calicreina; LEF1,
fator de ligacdo do intensificador linféide 1; MATRIX V, matriz de vesiculas V; MEF2C / D, fator
intensificador de midcitos 2C e D; MMP20, metaloproteinase 20 da matriz; MSX1 / 2, homeobox 1 ¢ 2 de
reparo de incompatibilidade de DNA; NES, nestina; NFYA, fator de transcrigdo nuclear subunidade- a;
NRI1DI1, subfamilia 1 do recetor nuclear, membro do grupo D 1; NRF2, fator nuclear 2 relacionado ao
eritroide; OSX, osterix; PHEX, endopeptidase neutra reguladora de fosfato, ligada ao X;
PITX, homeobox hipofisario; PTHIR, recetor 1 da hormona paratireéide; PTHrP, proteina relacionada a
hormona da paratire6éide; RUNX2 / 3, fatores de transcrig@o relacionados a runt 2 e 3; SOST, esclerostina;
SOXS5 / 6/9, genes HMG-box relacionados com SRY tipos 5, 6 ¢ 9; SP6, proteina de especificidade 6;
TGF-B, fator de crescimento formador trans- B; V- ATPASE, ATPase vacuolar; WNT, (fator Wingless
integrado) (adaptado de 21).
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5.1. Via de sinalizacao Wnt

A via de sinalizagdo Wnt ¢ classificada em trés tipos: sinalizagdo Wnt canonica,
onde a B-catenina transforma o sinal num sistema de expressdo de genes; o Wnt/PCP
(polaridade plana celular), organiza as células no plano do tecido; e a via Wnt dependente
da proteina cinase C (PKC), com fun¢do de aumentar os niveis de Ca?" intracelular e
ativacdo de efetores a jusante. Esta classe de glicoproteinas secretoras, apresenta 19
proteinas Wnt para ativar a via de sinalizagdo em mamiferos: Wntl, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a,
Wnt7b e Wnt8a ativam a via canonica, enquanto Wnt4, Wnt5a e Wntl1 ativam a via ndo
canOnica. Apresenta como recetores Frizzled (Fzr) e co-recetores (Lrp5/6) (83,84). Na
via canénica Wnt/B-catenina, a ligacdo de ligantes Wnt aos seus recetores permite a
acumulacgao citoplasmatica de -catenina, translocagdo nuclear e ativagdo transcricional
por complexos de B-catenina e membro da familia de fator de transcri¢do Lef/TCF (fator
de aumento linfoide/fator de células T), ativando um programa de expressdo genética
altamente especifico. A sinalizagdo Wnt/B-catenina ¢ fundamental para os processos de
desenvolvimento, incluindo organogénese, regeneragdo de tecidos e manutengdo de
células-tronco adultas (83). A via de sinalizacio Wnt/B-catenina apresenta-se ativa
durante os varios estagios de desenvolvimento do dente e desempenha um papel crucial
na regulacdo da proliferacdo celular e diferenciacdo, durante o desenvolvimento do
esmalte (28,60). Estudos realizados através da indugao persistente da sinalizacdo Wnt/[3-
catenina relataram que pode induzir o potencial odontogénico no epitélio, ativando outros
genes odontogénicos (85).

Na odontogénese a via de sinalizagdo Wnt participa no padrdo cuspide e na
calcificagdo da coroa dependendo da sua regulacdo espago-temporal (28). O ligante
Wntl0a sinaliza do epitélio para o mesénquima, permitindo a diferenciagdo dos pré-
odontoblastos em odontoblastos, o efetor PKP1 controla o processo de diferencia¢do de
ameloblastos regulando o complexo de adesdo celular (84,85). Estudos Knock-out em
micromamiferos observaram que a sinalizacdo epitelial Wnt/B-catenina desencadeia a
expressao de Wntl0a e Wntl10b, e que esses ligantes potencialmente poderiam ativar a
sinalizacdo Wnt/B-catenina no mesénquima subjacente, mas uma investigacdo mais
profunda ¢é necessaria (85). Além do mais, estudos in vitro relataram que Wntl0a inibe a
proliferacao de células da papila dentaria e promove a diferenciacdo. A sua diminui¢ao
resulta numa reducdo da deposi¢do de dentina, com uma camada fina e camara pulpar

ampla (84). Curiosamente, a sinalizacdo Wnt/B-catenina pode ativar diretamente BMP4
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e a via dependente de Smad4 envolvida na diferenciag@o de odontoblastos e ameloblastos,
apesar de estudos adicionais sejam necessarios para perceber o seu mecanismo. (85).
Estudos através da indugdo persistente da expressdo de Wnt/B-catenina no epitélio,
demonstraram uma diferenciagdo prematura dos odontoblastos e um atraso na
diferenciagdo dos ameloblastos via BMP/p-p38. (85). Além disso, a via candnica
dependente de Wnt/B-catenina ¢ MAPKSs (proteina cinase ativada por mitogénio) estdo
envolvidas na diferenciagdo e proliferacdo de células da polpa dentaria. B-catenina ativa
Runx2 (fator transcri¢do relacionado runt-2) e induz a diferenciacdo. Foi relatado que o
ligante candnico Wnt3a estimula a proliferacdo em células fibroblastos por meio da
ativacao das vias ERK e Wnt/B-catenina parcialmente. A sinalizacdo ERK /2 foi relatada
que induz a diferenciag@o e mineralizacdo das células da polpa dentéria (86).

Na via de sinalizagdo ndo canonica, Wnt7b induz as células da papila dentaria
promovendo a secrecdo da matriz extracelular, através da fosforilacdo via ERK1/2 em
vez da fosforilagdo de p38 e c-Jun N-terminal cinase (JNK), regulando positivamente a
expressao de genes associados a diferenciacdo odontoblastica (Dspp, Coll) e aumentando
os nddulos de mineralizacdo. A sinalizagdo Wnt/B-catenina e a ndo candénica Wnt5a-Ror2
(recetor tirosina cinase) ambas atuam na modulagdo celular durante a dentinogénese (86).

Viérias anomalias podem ser observadas pela desregulacdo ou delegdo de ligantes
nas vias Wnt. O Kock-out condicional de PB-catenina no epitélio dos incisivos em
micromamiferos resulta num tamanho diminuido, com o esmalte macio e irregular. A
inibi¢do da expressao de WIF1 (Fator 1 de inibigdo Wnt), um inibidor secretor de Wnt
expresso restritamente no n6 do esmalte, causa aumento da apoptose e interrup¢do do
desenvolvimento do dente. Os fatores de co-transcricao da via de sinalizagdo Wnt, Bcl9
e Bcl9l (linfoma de células B proteina do tipo 9) sdo altamente expressos no citoplasma
de ameloblastos, a sua delecdo leva a malformacao do esmalte (84). A delecdo especifica
no odontoblasto do gene Wis, proteina chaperona que regula a secre¢do do Wnt, leva a
inibicdo da maturacdo do odontoblasto e alongamento da raiz, devido a reducdo da
atividade do sinalizador candnico do Wnt. Por sua vez, a superativacdo da via candnica
resulta na regulagdo positiva dos marcadores epiteliais Shh, Epfn e Fgf8 que
sequentemente sdo expressos ectopicamente. Mutacdes em Wntl0b, WntlOa, Lrp6 ¢
outros genes envolvidos nesta via, resultam em agenesia dentdria com ou sem outras

anomalias ectodérmicas (72).
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5.2. Via sinalizacdo FGF

A sinalizacdo dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) atua
maioritariamente pela ligacdo a quatro recetores tirosina cinases diferentes, iniciam a
sinalizacdo por meio de varias vias intracelulares a jusante, ligando-se a varias matrizes
de proteinas adaptadoras, como proteina tirosina fosfatase-2 (SHP2) e proteina ligada ao
recetor do fator de crescimento 2 (GRB2) ativando o dominio citosdlico do recetor, por
sua vez, regulam sinais Ras (virus do Sarcoma de rato) para ativar as cascatas de
sinalizacdo a jusante, como fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) e Akt/Proteina cinase B
(AKT) e vias MAPK. Os genes Sprouty, codificam antagonistas da sinalizacdo de FGF
ligando-se a GRB2 (Proteina 2 ligada ao recetor fator de crescimento), evitando a ativagdo
de Ras (32). Esta sinaliza¢do regula uma série de processos celulares como a proliferagao,
diferenciagdo, adesdo celular e mobilidade celular. A sua expressao ganha importancia
no epitélio dentdrio no estdgio botdo e sequente controlo da invaginacdo do epitélio
dentario no mesénquima subjacente. Posteriormente tornam-se criticos na formagao da
fisionomia do dente, no desenvolvimento e homeostase do nicho de células-estaminais e
diferenciagdo dos ameloblastos e odontoblastos. Mutacdes em genes que codificam
ligantes ou recetores de Fgfs resultam em varias sindromes congénitos caracterizadas por
alteragdes no niumero dentario, morfologia ou estrutura do esmalte (31).

Durante a odontogénese varios fatores sdo expressos. No estdgio de sino a
expressao de Fgf4 e Fgf9 apresentam-se no epitélio interno do esmalte e a expressdo Fgf2,
detetada em micromamiferos, no reticulo estrelado. A expressao de Fgf4 e Fgf20 é restrita
as cuspides em formacgao dos nds secundarios do esmalte, enquanto que a expressao de
Fgf9 e Fgfl6 sao detetadas no epitélio. A expressao do Fgf3 e Fgfl0 ¢ encontrada no
mesénquima da papila dentaria. Durante a diferenciagdo dos ameloblastos Sp7 liga-se
diretamente e regula positivamente a transcricdo do promotor Fgf3, possibilitando a sua
acdo como mitogénio potente (32,87). Em culturas de molares embrionarios
demonstraram que o aumento de Fgf2 diminui a expressao de amelogenina, enquanto que
a sua inibicdo produziu um efeito oposto. Também demonstraram que Fgf2 e Fgf4
exdgenos promovem o nivel de expressdo de Tbx1 (Fator de transcrigdo da caixa T), que
pode ser expresso no epitélio e codificar um fator de transcri¢do. Em micromamiferos
cultivados in vitro com deficiéncia em Tbx1 observou-se a falta de ameloblastos, onde o
esmalte ndo se formava nos incisivos. Considerando que Tbx1 ¢é necessario para a

diferenciagdo dos ameloblastos (32).
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Os recetores de fator de crescimento Fgfrl e Fgfr2Illb estdo presentes nos
ameloblastos. A inativagdo de Fgfrl resulta em ameloblastos disfuncionais, com um
esmalte desorganizado (32). Curiosamente, estudos em micromamiferos com delecdo de
Fgfrl durante a osteogénese, demonstraram um aumento na prolifera¢ao de osteoblastos
e atraso na diferencia¢do e mineralizacdo da matriz. A expressdo de Fgfi/ durante o
comprometimento com a linhagem dos osteoblastos indica ainda a importancia do recetor
na diferenciagdo e mineralizacdo da matriz para formar o osso. Por sua vez, Fgf8,
expresso nos osteoblastos pode regular a capacidade das células em diferenciarem em
osteoblastos e a sua subsequente atividade osteoblastica (88).

No osso alvéolar em desenvolvimento, a expressdo de Fgf2 possibilita a
diferenciagdo de osteoblastos, estimula a proliferacdo de condrécitos, osteoblastos e
células periosteais e estimular a produ¢do de colagénio tipo I (32). O Fgf2 é conhecido
por estimular a migracdo e proliferacdo de diferentes células, incluindo células
endoteliais, fibroblastos e osteoblastos, durante a consolidagdo dssea. Desempenha um
papel critico na angiogénese e mitogénese das células mesénquimais. Tanto Fgf2 e BMP2
estdo envolvidos no recrutamento e formagao de osteoclastos, direta ou indiretamente por
meio do aumento da angiogénese e osteogénese (89).

Evidéncias genéticas e funcionais demonstraram que as interagdes entre o FGF e
a sinaliza¢do de Wnt/B-catenina podem controlar o destino e a diferenciacdo de células

estaminais mesénquimais (MSC) (32).

5.3. Via sinaliza¢ao super-familia TGF-f

A sinalizagdo do fator de crescimento transformador beta (TGF-§) apresenta um
papel muito importante no controle de varios processos celulares, incluindo proliferacdo
celular, diferenciacdo, migragcdo, desenvolvimento de tecidos e homeostase. Perturbacdes
durante a sua sinaliza¢do foram associadas a doengas como cancro, fibrose ¢ inflamagao
(90). As proteinas dimero homologas multifuncionais BMP e activina sdo membros da
superfamilia TGF-B. A sinalizacdo via BMP4 permite a formacao dos centros de sinais
de regulacdo da forma da cuspide, os n6s de esmalte. Estes determinam os locais onde a
folha epitelial se dobra e inicia-se o desenvolvimento da cuspide (28,30). A expressdo de
BMP4 apresenta potencial odontogénico na estimulagao celular, atuando sinérgicamente
com MsxI (Msh homeobox 1) na ativacdo do potencial mesenquimal, essencial para a

formagdo dentaria (91). A expressdo de BMP7 ¢ encontrada tanto no odontoblasto como
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no ameloblastos e a expressao de BMP2 esta presente principalmente nos odontoblastos
no final do estagio de sino, atua na regulagdo da morfogénese dentaria precoce e
diferenciagdo tardia do odontoblasto, permitindo a orientagdo e polariza¢ao da célula e
deposicao inicial da matriz mineral. No osso, BMP2 atua no alvo ajusante Runx2
promovendo a diferenciagdo dos osteoblastos (28,88). BMP9 apresenta um papel na
regulacdo do desenvolvimento dentéario promovendo a diferenciacdo dos ondontoblastos
e diferenciagdo osteogénica. Estudos knock-out de BMP9 em micromamiferos,
observaram que as pontas dos incisivos encontravam-se desgastadas, as cuspides dos
molares menores e raizes molares mais curtas (28).

A sinalizacdo TGFB-1 e BMP apresentam um efeito sinérgico. Na diferenciagdo
ameloblastica, BMP2 e BMP4 sdo secretados por odontoblastos mesénquimais e
desempenham papéis fundamentais na expressao de proteinas da matriz extracelular
(92,93). TGFB-1 e BMP ativam recetores via candnica intracelular smad2, smad3 e
smadl, smad5, smad8, (samd - um acréonimo da fusdo dos genes Caenorhabditis elegans
Sma e Drosophila Mad, Maes contra decapentaplégico) que atuam através da fosforilagao
formando um complexo fosfo-R-Smads. Smad 4 regula a expressdo de genes alvo no
nacleo (93,94). Além do mais, a diferenciacdo dos ameloblastos induzida por GSK3f
(glicogénio sintase cinase 3 P) requer sinaliza¢do funcional de TGF-p, estudos indicam
que pode existir uma interagdo cruzada antagonista entre Wnt e TGF-3 através da func¢ao
de GSK3B na diferenciagdo de ameloblastos, mas investigagdes adicionais sdo
necessarias para perceber o mecanismo (95)

Estudos nas polpas dentarias de incisivos, em micromamiferos, demonstraram que
a expressdo de BMP2, BMP4, BMP7, BMPS, GDF5 ¢ GDF6 (fator de crescimento
diferenciador 5/6), ¢ critica no desenvolvimento dentdrio e reparo pulpar. Os BMP
(BMP2, BMP4, BMP7) desencadeiam eventos de sinalizagdo que induzem o
desenvolvimento de dentina. As vias de sinalizagdo TGF-3 e BMP estdo envolvidas na
formagdo e regulacdo da dentina reparadora, BMP2 regula a diferenciagdo de células
pulpares em odontoblastos, enquanto o TGF-B1 estimula a diferencia¢do e mineralizacdo

de odontoblastos (89,96).

5.4. Via sinalizacao HH

A via de sinalizagdo Hedgehog (Hh) atua como mecanismo de sinalizacdo

paracrino e autocrino. Apresenta trés homologos: SHH, IHH e desert hehdgehog (DHH).
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O sinal SHH ¢ o unico ligante HH presente durante a odontogénese, considerado essencial
para manter o tamanho, proliferacdo e polarizacdo das células epiteliais, induzindo o
crescimento das algas cervicais que circundam os nés de esmalte (24,30,88). A sua
expressao no epitélio oral inicia-se antes da invaginacao, e encontra-se presente durante
o desenvolvimento dentario, onde mais tarde atua nas interagdes epiteliais-mesénquimais
(28).

A sinalizagdo de SHH permite atuar no recrutamento de células-estaminais no
dente em crescimento funcionando como um modulador na sinalizagdo WNT de forma a
manter o numero adequado e a conformagao normal dos dentes (24,30,88). Por sua vez,
a rede de sinalizagio BMP/SHH permite definir o destino diferencial de células-
estaminais epiteliais em molares e incisivos de micromamiferos (28). Curiosamente, a
expressao de Shh e Bmp4 ativa o potencial odontogénico e sequente sinalizagdo Wnt/[3-
catenina ativando outros genes odontogénicos (85). Desregulacdes nos membros da
familia TNF-a, ectodisplasina (Eda) ou fator 6 associado ao recetor de TNF (7raft6),
originam falhas nas vias de sinalizagdo de SHH como de BMP e WNT, durante a
formagao do n6 de esmalte primario. O que resulta num distirbio do dobramento epitelial,
da formagdo da alca cervical, afetando a formacdo dos no6s secunddrios,
consequentemente os dentes apresentam um tamanho reduzido e um menor nimero de
cuspides (31).

As moléculas ¢ recetores relacionados com a sinalizagcdo de SHH, como recetor
transmembranar patched (Ptch), proteina transmembranar Smo, proteinas citoplasmaticas
Glil, Gli2 e Gli3 (Gli - fatores de transcrigdo oncogene associados a glioma) sdo
expressas no mesénquima em torno do epitélio em espessamento, indicando a sua
importancia na proliferacdo e invaginagcdo celular epitelial (97). Estudos em
micromamiferos demonstram que no estagio inicial de sino, a via Shh-Ptch1-Gli atua no
gene RUNX (fator de transcri¢do relacionado a Runt) resultando na proliferacdo e
diferenciagdo de células estaminais do epitélio ativando ciclos de sinaliza¢ao de FGF,
mantendo a expressdo de mRNA SHH. Mutagdes Runx2 resultaram na regulagao negativa
da expressao de SHH no epitélio (23,88).

Estudos em micromamiferos (82), demonstraram que no inicio da formagao da
raiz de molares, HERS secreta SHH. As células positivas para Glil foram distribuidas no
mesénquima ao redor de HERS e proliferaram & medida em que a raiz se alongava,
diferenciando-se em odontoblastos, cementoblastos e fibroblastos na polpa dentéria e no

periodontal ligamento. As células Glil-positivas apresentam ter potencial multilinhagem
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e alta atividade de fibroblastos de unidades formadoras de colonias in vitro. Além disso,
o alongamento da raiz ndo ¢ observado no germe dentario sem células positivas para Glil
durante o estagio de formacao da raiz. Logo, as cé€lulas positivas para Glil supram as
células envolvidas na formacdo da raiz do dente. O que indica que Glil pode ser um
marcador 1til de células-estaminais mesénquimais no dente em desenvolvimento (82).

Numa fase tardia da odontogénese, o fator epitelial Shh atua como sinal paracrino
na regulacdo da diferenciacdo do odontoblasto em cooperagdo com a sinalizacdo BMP.
Estudos em células mesénquimais isoladas de gérmen dentarios bovino relataram que na
sua presenga, as células apresentavam capacidade para diferenciarem-se em
odontoblastos e iniciar a expressdo de marcadores de diferenciagdo como fosfatase
alcalina, colagénio tipo I ¢ DSPP. Além do mais, sua atividade demonstrou aumentar
quando sujeito a co-tratamento com BMP2 e BMP4, sugerindo que SHH pode regular a
diferenciagdo do odontoblasto junto com as BMPs in vivo. Esta nogdo ¢ reforcada pela
descoberta de que os transcritos de BMP2 ¢ BMP4 sdo co-expressos em pré-
odontoblastos em diferenciagdo onde SHH encontra-se presente (98). O sinal indutivo
para a diferencia¢cdo do odontoblasto origina-se no epitélio interno, onde no mesénquima
encontra-se o recetor Ptchl. Posteriormente SHH transmite o sinal necessario entre esses
dois componentes do tecido, sendo considerado como um marcador para pré-
ameloblastos. Estudos relatam (82), que no pré-ameloblasto a expressao de SHH regula
o ciclo celular e exerce papel mitogénico, promovendo a transcricdo de ciclina DI
controlando a transi¢do de ciclina G1/S, permitindo a orientagdo e organizacdo do
citoesqueleto e arranjos dos complexos juncionais célula-célula. Os complexos juncionais
especializados, juntamente com microtibulos sdo importantes para estabelecer a
polaridade celular e os dominios apical e basolateral. Foi demonstrado em
micromamiferos que as células positivas para Glil no epitélio dentdrio proliferam e
diferenciam-se em ameloblastos (82).

O fator de transcri¢do Runx2, ¢ essencial para a diferenciagdo de osteoblastos, ¢
expresso em cé¢lulas da linhagem osteogénica e odontogénica, logo as células
mesenquimais dentais podem regular a expressao de SHH no epitélio. A sua inativacao
no epitélio resulta na formagao de dentes pequenos com auséncia de células Ptchl e Glil
positivas no mesénquima dentario. Estudos em incisivos de micromamiferos demonstram
que a maioria das células originadas da crista neural craniana expressa Glil e estdo
localizadas no dapice posterior do mesénquima dentdrio. Essas células expandem e

povoam toda a polpa dentaria, bem como o ligamento periodontal. Foi sugerido que SHH
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ao ser secretado pelos nervos sensoriais e nao pelo epitélio dentario, ¢ importante para a
manuten¢do dessas células positivas para Glil no mesénquima e parece estar envolvido
no suporte do nicho de células-estaminais no foliculo capilar para desenvolvimento e
regeneracgao (82).

Na formagao dssea a diferenciagdo das células-estaminais epiteliais ¢ definida pela
rede de sinalizagdo BMP/Shh. A reducdo da fun¢ao Shh no epitélio, permite a regulacao
positiva da via de sinalizagdo de WNT e FGF (28). O seu homoélogo SHH, atua através
de Gli2 e GIli3 regulando positivamente a transcricdo de genes relacionados com a
osteogénese como o Runx2 e OSX (28,30). A ativacdo de Runx?2 € crucial, este atua como

regulador mestre da diferenciagdo/maturacao dos osteoblastos (88).

6. Doencas Associadas

Durante a formacdo do esmalte e dentina, alteragdes genéticas ou estimulos
externos que perturbem o seu processo, podem ocasionar varias anomalias, patologias e
sindromes. O fenotipo resultante depende de varios fatores. Os disturbios nestes tecidos
esmalte podem apresentar-se como defeitos na quantidade (hipoplasia) ou deficiéncias no
conteido mineral (hipomineralizagcdo). Véarias destas patologias foram aprofundadas
anteriormente. As patologias ou sindromes relacionados com expressdo genética
apresentam um grande peso na formacdo destes tecidos (10,28). Vérias condicdes
hereditarias encontram-se associadas a um fenotipo de esmalte e da dentina. Diferentes
genes sdo expressos durante a amelogenese e dentindgenese, que induzem respostas
especificas que se traduzem na sua malformacdo. A fisiopatologia dessas alteracdes
resulta numa disfuncdo das células nicleo, mais frequentemente resulta num fen6tipo de
hipoplasico. Algumas consideracdes vao ser apresentadas das condigdes genéticas
conhecidas, relacionadas com a delecdo ou desregulagdo na codificagdo de fatores de
transcri¢do, fatores de crescimento, proteinas de matriz, canais idnicos e proteinases
durante a formagao do esmalte ¢ dentina (10). As condigdes hereditarias ndo sindromicas
caracteristicas sdo consideradas Amelogénese Imperfeita (Al) e Dentinogénese
Imperfeita (DI). Os defeitos ndo herdados geralmente refletem um disturbio sistémico e

traduzem-se no momento de calcificacdo e erupgao do dente (52).
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6.1. Malformacdes da Dentina

A Dentinogénese Imperfecta do Tipo I (DGI-I) é uma manifestacdo oral da
formagdo de colagénio deficiente, principalmente associada a osteogénese imperfeita. A
DGI-I apresenta caracteristicas semelhantes a DGI-II e DGI-III, onde a mineralizagdo da
dentina ocorre de forma defeituosa (33)

Na Dentinogénese Imperfecta Tipo II (DGI-II) as anomalias sdo tipicamente
observadas pela coloracdo acastanhada-azulada da dentina, facilmente propensa a
desgastes oclusais. A forma da coroa ¢ bulbosa e na jungdo com a raiz apresenta uma
constricdo cervical. A camara pulpar ¢ estreita ou totalmente obliterada, as raizes sdo
curtas, tanto nos dentes deciduos como permanentes e existe uma diminuic¢ao significativa
no conteudo mineral, pela redugcdo do nimero de cristalitos. Estas alteragdes na dentina,
sdo originadas por mutagdes no gene DSPP, presente em varias anomalias da dentina
congénita (DGI-II e IIT). A auséncia de DSPP afeta as fun¢des dos odontoblastos, como
a secre¢do de proteinas da matriz extracelular e o transporte de ides minerais. levando ao
comprometimento da formagdo da dentina. Estudos em micromamiferos knock-out do
gene DSPP observa-se uma area de pré-dentina aumentada e mineralizacdo defeituosa
(fenotipo semelhante a DGI-III). Tanto o DSP quanto o DPP contribuem para o inicio e
maturacdo da mineraliza¢do, o DPP estd principalmente envolvido na mineralizagdo da
dentina. Em DGI-I e II, a diferenciacdo de odontoblastos ¢ comumente perturbada na fase
inicial, apesar da diferencia¢do dos odontoblastos e informagdes dentérias sdo induzidas
em DGI. Na Dentinogénese Imperfecta Tipo III (DGI-III) o fen6tipo € mais grave do que
DGI-II (33).

A Displasia de Dentina Tipo I (DD-I) ¢ caracterizado pelo fenotipo de raizes curtas
ou dentes sem raiz, com constri¢cdes apicais conicas agudas e um aumento do crescimento
irregular de dentina na camara pulpar, o que pode induzir a obliteragdes pulpares totais.
O esmalte e a dentina corondria sdo bem formados, mas a dentina radicular carece de
organizac¢do histologica. Ambas as denti¢des sdo afetadas. O gene responsavel ¢ SMOC?2
(Ligagdo modular de calcio 2 relacionada a SPARC (Proteina secretada acida e rica em
cisteina)) (33).

Na Displasia Dentina Tipo II (DD-II), a denti¢cdo decidua apresenta-se opalescente
e as camaras pulpares estdo obliteradas, semelhante como DGI. No entanto os dentes

permanentes no DD-II apresentam uma coloragdo normal e a configuracdo da camara
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pulpar apresenta-se em tubo com calculos pulpares. Na DD-II prevalece uma mutacdo
missense asp6-tyr no gene DSPP bicistronico, caracteristico das familias DD-II (33).

Os Sindromes associadas a DGI apresentam caracteristicas variaveis que também
podem estar associadas a sindromes, como por exemplo: Sindrome de Ehlers-Danlos tipo
I e tipo Vlle, displasia espondilometafisaria associada a frouxiddo articular e
dentinogénese imperfeita, sindrome de Brachio-skeleto-genital de Elashy-Waters,

displasia imuno-dssea, tipo de Schimke e odontodisplasia (33).

6.2. Malformacodes do Esmalte

A Al apresenta uma variedade de malformagdes, disturbios classificados com base
no fendtipo clinico, modo de heranga, e mecanismo conhecido que leva ao defeito do
esmalte. Varios estudos e observagdes foram relatas por muitos autores. Esta condigdo,
apresenta-se condicionada ao espago e tempo onde ocorre os distirbios. Nomeadamente,
falhas incorporadas durante a formagdo da JAD podem resultar numa camada de esmalte
que se desintegra facilmente da dentina subjacente. Os defeitos durante o estagio secretor
resultam em alongamento insuficiente do cristal e deixam a camada de esmalte
patologicamente fina ou hipopléstica. Por sua vez, defeitos no estdgio de maturacdo, como
falhas na degradacdo e reabsor¢ao da matriz do esmalte, produzem uma camada de
espessura normal, mas patologicamente mole (10,52).

A sindrome de Kohlschiitter-Tonz uma condi¢ao hereditdria que apresenta um
fendtipo distinto. Todos os dentes apresentam-se com uma descoloracdo amalerada no
esmalte e com baixa mineralizacdo. A identificagdo do gene ROGDI (ziper leucina atipico
rogdi) relevou-se importante para a formacgao do esmalte. A sua expressdo codifica uma
proteina ziper de leucina, altamente expressa no cérebro e medula espinhal. Esta proteina
apresenta uma caracteristica estrutural comum a fatores de transcri¢do e outros tipos de
proteinas implicados como reguladores de transcri¢do negativos (10).

Sindrome de Jalili, ¢ uma condi¢do hereditaria, caracterizado por uma distrofia
em bastonete conico nos olhos e no esmalte, este apresenta uma coloragdo acastanhada e
hipomineralizado. Esta condi¢do ¢ causada por mutagdes no gene 4 do mediador de
transporte de catides de metal divalente de dominio de ciclina e CBS (CNNM4).

A fibrose cistica (FC) ¢ uma condicao hereditaria causada por mutagdes no gene

CFTR (regulador de conducdo transmembranar de fibrose cistica), envolvido na
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regulacdo do movimento i6nico e na regulagdo do pH. Os defeitos de esmalte dependem
da gravidade variavel (10).

A condicdo hereditaria associada aos genes envolvidos no transporte de ides
resulta numa disfung¢@o imunologica. Estes incluem os membros dos canais Ca* ativados
pela secre¢ao de Ca* como STIM1(molécula de interagdo estromal 1) e ORAII (Proteina
do canal de calcio ativada para libertagdo de calcio). Mutag¢des no trocador Na*/ K¥/Ca?*
NCKX4 (canal de trocas de sodio e calcio - codificado por SLC242 (transportador de

soluto)) estdo diretamente ligadas a Al (10).

7. Consideracoes clinicas

O desenvolvimento do esmalte e da dentina ¢ um processo excecionalmente
complexo na natureza, onde abordagens cientificas ainda carecem de elucidagdo (14). As
particularidades celulares dos ameloblastos, os niveis i0nicos necessarios a mineralizacdo
e as variagdes de pH requeridos na amelogénese representam um grande obstaculo nos
procedimentos baseados na regeneracdo do esmalte dentério. Para além disso, o esmalte
¢ um tecido acelular que ao sofrer lesdes de cérie dentdria ou trauma, ¢ incapaz de reparo
ou renovacgdo. Para alcangar um sucesso na sua restauragdo, o tratamento ¢ limitado ao
uso de técnicas de condicionamento acido e materiais artificiais, como resina, amalgama
e porcelana, que por vezes apresentam falhas devido a microinfiltragdo frequente, ao
limite de vida 1til ou incapacidade inerente de restaurar totalmente sua funcao (23,60).
Virias tentativas para alcangar a sua remineraliza¢dao foram realizadas, mas com pouco
sucesso. No entanto, uma nova estratégia foi aplicada na sua regeneragdo. Esta
terapéutica, investigou o crescimento epitaxial baseado na transformagao de fase mineral,
para reproducdo biomimética de materiais com estrutura complicada. Particulas de ACP
com cerca de 20 nm podem ligar-se e reunir-se em cristais de HAp do esmalte, mas falham
na indu¢do do seu crescimento epitaxial. No entanto, aglomerados de ides de fosfato de
calcio (CPICs), com tamanhos de alguns nandmetros, podem atuar como blocos basicos
de ACP e HAp, se devidamente estabilizados por pequenas moléculas organicas
removiveis como por exemplo um polimero como a trietilamina (TEA), facilmente
removido com a evaporacdo do etanol. Os resultados demonstraram a reproducao
mimética da fronteira amorfa-cristalina, com o desenvolvimento de uma camada fina de
reparo, devido a competicdo entre a taxa de movimento da fronteira de cristalizagdo

biomimética e o tempo de vida do ACP. Adicionalmente o TEA pode gerar um efeito de
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toxicidade, logo exige um algo controlo de dosagem. Contudo, os resultados
demonstraram no esmalte reparado uma textura morfologica semelhante ao esmalte
nativo. No entanto, uma melhoria da camada pode ser induzida, aumentando a
cristalizagdo direcional ou aumentando a estabilidade do ACP. O que representa um
futuro material promissor para aplicagdes clinicas (99). Além do mais, a aplicacdao da
nanotecnologia também apresenta potencial na remineralizagdo. Uma abordagem
combinatéria de engenharia de tecidos juntamente com o desenvolvimento de
nanoparticulas biomiméticas ¢ promissora na remineralizagdo do esmalte. Mais
recentemente, uma estratégia a base de péptidos foi aplicada, onde a HAp guiada por
glicina conjugada com nanoparticulas de fosfato de calcio amorfo demonstrou
remineralizar o esmalte (13).

Na dentina, as técnicas de remineralizagdo aplicadas envolvem adesivos contendo
NACP (nano particulas de ACP) onde a lesdo desmineralizada ¢ exposta a uma solugao
supersaturada de ides calcio e fosfato, e a precipitagdo mineral inicia-se sobre as sementes
de cristais existentes. Outros processos tém como base a via de cristalizacdo ndo cléssica,
onde PNC ou analogos biomiméticos servem como regulagdo das fases de fosfato de
calcio. Estas fases incluem a captura de célcio e fosfato com sequente transformacao em
ACP, onde o modelo de nucleagdo mineral e crescimento, ocorre em espacos intrafibrosos
e interfibrosos, enquanto que a matriz de colagénio serve como um molde de deposi¢ao
mineral. Os dominios polianiénicos dessas proteinas contém grupos de fungdo de acido
policarboxilico e fosfato que podem ajudar a ligarem-se a substratos de colagénio. Assim
a ligacdo de cdlcio e a nucleacdo mineral ocorrem através dos locais anidnicos das
proteinas. Embora um estabilizador ACP seja dificil de aplicar ao adesivo, seria
interessante adicionar um estabilizador ACP com NACP, em outras formas de aplica¢do
em estudos futuros, para obter remineralizagdo de arranjo de alta ordem (100).

A medicina de regeneracdo dentaria apresenta vantagens inovadoras na
terapéutica dos tecidos dentarios comparativamente com as técnicas tradicionais de
restauragdo dentaria, onde s3o aplicados materiais artificiais. Diferentes areas
tecnologicas e cientificas abrangem esta tematica. A sua investigagdo depende do
progresso da pesquisa em biomateriais, biologia de células-estaminais e outras
tecnologias cientificas. A terap€utica através da reativacdo de sinais indutores, encontra-
se envolvida no conhecimento das vias de sinalizacdo expressas durante o

desenvolvimento dentario. Identificar potenciais fatores (sinais/” cues’) com capacidade
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de atuar na regeneragdo ou reparagao de tecidos, torna-se um método promissor para
aplicagdes clinicas. (28).

Atualmente os sistemas em estudo englobam, a libertacdo de fatores de uma forma
controlada, sistemas de entrega espacotemporal da expressdo genética, transplantacdo
genética de células modificadas, e por Gltimo a regeneragdo completa do dente (28).

No sistema de controlo de libertagdo de fatores secretores, os biomateriais,
apresentam como principio o controlo da taxa de degradacao dos materiais onde os fatores
sdo incorporados, num ambiente fisiologico especifico (28).

Estudos (28,32), sobre os sistemas de biomateriais demonstraram que aplicagao
de malhas imobilizadas com heparina permite imobilizar as citocinas, possibilitando o
controlo da sua libertacdo. O coacervato de FGF2 numa base de heparina, desempenha
um efeito sinérgico com a proliferacdo celular. A tecnologia de auto-montagem em
camadas e eletrofiacdo demonstraram sustentar a libertagdo de moléculas bioativas de
uma maneira espagotemporal (28,32).

Estudos sobre a libertagdo continua de FGF2, na auséncia de odontoblastos
totalmente diferenciados, demonstraram a formagdo de particulas semelhantes a dentina
e/ou osteodentina, dependendo da dose do fator de crescimento. As células que revestiam
as particulas e a ligacdo calcificada expressavam DMP1, mas nio a nestina, um marcador
para odontoblastos maduros e diferenciados. O que indica que os efeitos da libertagdo de
FGF2 em células da linhagem de odontoblastos esta relacionado ao espacotemporal de
diferenciagdo (32)

No reparo da dentina, foi demonstrado que efeitos de exposi¢ao precoce e limitada
na polpa dentaria de FGF e niveis elevados de sinalizagdo Wnt, podem estar associados
a interagdes na dentinogénese reparativa e regeneragdo dentinaria. Evidéncias genéticas
e funcionais demonstraram que as interagdes entre o FGF e a sinalizagdo de Wnt/[-
catenina podem controlar o destino e a diferenciag@o de células estaminais mesénquimais
(MSCO) (32).

Nos sistemas espagotemporais do controlo da expressdo genética, um modelo
transgénico sob o controle do promotor WNT1 foi alcancado com sucesso e tem sido
amplamente utilizado na regeneragdo dentdria. A proteina DPMI1 produzida por
odontoblastos e osteoblastos ¢ expressa tanto no osso e na dentina. Estudos indicam que
TCF11, pode ligar-se especificamente ao promotor DMP1, regulando a sua transcri¢ao
em odontoblastos e osteoblastos, fornecendo assim uma maneira de regular espago-

temporalmente a expressao de DMP1 (28).
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No sistema de transplantagdo de células geneticamente modificadas, denotou-se
que as células do ligamento periodontal humano (hPDLCs) transfectadas com lentivirus
LV-Ctnnb (com efeito na sua superexpressdo), ativaram a via de sinalizagio WNT
canonica e induziram a diferenciacdo cementogénica in vitro e regeneracao do cemento
in vivo. O transplante de células-tronco/progenitoras da polpa dentéria transfretadas com
genes BMP, por eletroporagdo ou sonoporagdo, na polpa lesada pode aumentar a
formagdo de dentina reparadora (28).

Os procedimentos endodonticos regenerativos t€ém como base os principios da
engenharia de tecidos compreendendo 3 componentes principais células-estaminais,
matriz de colagénio e moléculas bioativas, com o objetivo de regenerar um complexo
funcional dentina-polpa. As moléculas bioativas como BMP2, BMP4, BMP7 ¢ o fator de
TGF-B1 apresentam-se promissores na modulagdo das fungdes celulares. Estudos em
meios de cultura, demonstraram que a sua adicdo aumentava a sintese da matriz
extracelular, estimulava a diferenciagdo semelhante ao odontoblasto, aumentava a
expressao de marcadores odontogénicos e a formacao de osteodentina (um tipo de dentina
terciaria). Ultraestruturalmente, foram observados fibroblastos ou odontoblastos
aprisionados, onde exibiam ocasionalmente, tubulos dentindrios. Estes efeitos
demonstraram ser dependentes da concentragdo das moléculas bioativas individuais, bem
como da célula alvo. As moléculas da matriz dentindria desempenham um papel
fundamental em varios eventos que levam a alteragdes na reparagdo do complexo dentina-

polpa (101).
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III. CONCLUSAO

O estudo do processo de mineralizagdo ¢ uma tematica fundamental em véarios
aspetos, como foi referido ao longo desta revisdo. Este fendémeno resulta na formagao de
tecidos duros como o 0sso ¢ o dente. Varias interagdes ocorrem durante a formacao e
mineralizacdo do esmalte e da dentina. O contetido bioquimico, molecular e genético
envolvido no processo, permite ser aplicado em novas estratégias no campo da medicina
dentaria.

Além disso, a identificacdo de vias reguladoras de genes que permitem a inducao
e formagdo dentaria, proporciona novos horizontes na regenerac¢ao dos tecidos dentarios
quando aplicados a bioengenharia. Devido a complexidade da regulacdo espacotemporal
do desenvolvimento dentério, a identificacdo de fatores essenciais para a regeneragdo
dentaria encontra-se intensamente explorada. No entanto algumas limitagdes ainda estdo
presentes no desenvolvimento destes sistemas.

Esta revisdo da literatura visou contribuir para a compreensao dos mecanismos
envolvidos na mineralizacdo do esmalte e da dentina, para o apoio no desenvolvimento
de novos materiais biomiméticos de uso clinico em medicina dentaria e/ou de novos

farmacos.
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V. ANEXOS

Anexos

Colagénio Colagénio tipo I (89%) + 20 L. .
90% Trimero tipo I (11%) + 1-3% Colagénio tipo III e tipo V
Proteinas no Proteinas SIBLINGS (do inglés - Small | DSPP (Sialo-fosfo-proteina da dentina)
colagénicas Fosforiladas Integrin- Binding LIgand, N- | (155-95KDa):

(PNC) 10%

linked Glycoproteins))

e  DSP (sialo-proteina da dentina)
(proteoglicano forma dimeros
terminal-N): 100-280KDa

e  DGP (glico-proteina dentina):
19KDa

e  DPP (fosfo-proteina da dentina
ou fosforina da
dentina)(terminal-C): 94KDa,
mucleador mineralizagdo

DMP1 (Proteina matriz dentina 1):
61KDa proteoglicano, nucleador

BSP (Sialo-proteina do 0sso): 95KDa,
proteoglicano, nucleador crescimento do
cristal

OPN (Osteopontina): 44KDa
glicoproteina (inibidor mineralizagao)
MEPE (fosfo-glico proteina da matriz
extracelular): 66KDa, glicoproteina
(inibidor da mineraliza¢do)

SLRPs (do inglés Small
Leucine-Rich Proteoglycans)

Decorina (possivelmente outras SLRPs)

Amelogenina

As formas resultam de splicing
alternativo:

e A+4:81Kda

e A -4(LRAP): 6.9KDa

Outras proteinas esmalte

Ameloblastina

Proteolipidos

Fosfolipidos da matriz

Proteinas nio

*QOsteocalcina e DPG:

e  5.7KDa inibidor mineraliza¢do

fosforiladas proteina-gla dentina (proteina . 14KDa no inibidor da
carboxil rica-glutamico 4cido mineralizacdo
gama)
Osteonectina ou proteina 43KDa
SPARC
Proteinas de origem da * Albumina

corrente sanguinea

*Glicoproteina alfa,-HS (encontrada so6
nos tecidos mineralizados)

*Fetuina, envolvida na mineralizago
derivada corrente sanguinea (nucleador
HA)

SLRPS

PGs CS/DS: decorina, biglicano 42DKa
PGs KS: lumicano, fibromodulina,
osteoaderina S0KDa

Fatores de crescimento

FGF2, TGF-beta, BMPs, ILGF I e II,
PDGF

Enzimas

Serina protéases, fosfatases acidas e
alcalinas

Colagenases: MMP-1, -8, -13
Gelatinases A: MMP-2 B: MMP-9
Estromelisina 1: MMP-3 MT1-MMP,
enamelisina ou MMP-20
Trombospondina ! ADAMS e ADAMTS

Poliaminas

Espermina, espermidina, putrescina

Proteinas ligagdo ao célcio

Calmodulina, Calbidina, anexina,
nucleonidina
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