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Resumo

A populacao das células estaminais ja € estudada ha varios anos como recurso de
células com propriedades regenerativas. Mais especificamente as células estaminais
mesenquimais t€m sido o principal foco de estudo atualmente, pois ndo implicam tantos
problemas éticos como as células estaminais embrionarias.

Existem diversas fontes de recolha de células estaminais mesenquimais, sendo as
mais usadas a medula dssea e o tecido adiposo. Algumas dessas fontes sdo também os
tecidos dentérios e orais (DMSCs), como os dentes deciduos exfoliados, de onde se
recolhem as SHEDs, o ligamento periodontal, onde se encontram as PDLSCs, a papila
apical, recolhem-se as SCAPs, os foliculos dentérios, as suas MSCs sdao as DFSCs ¢ o
gérmen dentario, que contém as TGSCs.

Depois da recolha dessas células, varias sdo as aplicagdes para as quais se
podem utilizar, dentro da medicina regenerativa. E na medicina dentéria, o potencial de
regeneracdo ¢ um fator de extrema importancia, para os varios defeitos que podem
ocorrer. Sdo eles: defeitos do tecido duro dentdrio, como doengas pulpares ou
periodontais; defeitos maxilofaciais e defeitos da mucosa.

As DMSCs tém sido cada vez mais estudadas e abordadas na engenharia de
tecidos, devido as suas propriedades de regeneracdo acopladas a sua facilidade de
recolha.

Com esta revisdo bibliografica serdo abordadas as varias propriedades, fungdes,
fontes e aplicacdes das MSCs e das DMSCs, apoiadas pela literatura mais recente, bem

como o futuro da sua investigagdo e utilizacao.

Palavras-chave: Células Estaminais Mesenquimais, Regenera¢do Tecidular,

Regeneracao Ossea, Regeneracao Dentaria






Abstract

The stem cell population has been studied for many years as a resource of cells
with regenerative properties. Specifically, mesenchymal stem cells have been the main
focus of study these days, as they do not entail as many ethical issues as embryonic
stem cells.

There is varied number of collection sources of mesenchymal stem cells,
however the bone marrow and the adipose tissue are the most used. Other sources
include the oral and dental tissues (DMSCs), such as exfoliated teeth, from where
SHEDs are collected, the periodontal ligament, where one can find the PDLSCs, the
apical papilla, from where SCAPs are harvested, the dental follicle, its MSCS ate the
DFSCs and the dental germen, that contains the TGSCs.

After those cells are collected, there are various possible applications in the
regenerative medicine field; and in dentistry the regenerative potential is an aspect of
great importance for all the defects that happen in the oral cavity. Hard dental tissue
defects, pulp and periodontal diseases, maxillofacial defects and mucosal defects.

The DMSCs are being more and more studied and addressed in tissue
engineering, due to their regenerative properties, coupled with their ease in harvesting.

With this literature review, there will be approached the properties, functions,
sources and applications of the MSCs and the DMSCs, supported by the latest literature,

as well as its investigation and uses in the future.

Keywords: Mesenchymal Stem Cells, Tissue Regeneration, Bone Regeneration,

Dental Regeneration
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Introducdo

I. Introducio

A reparacdo e regeneracdo dos tecidos craniofaciais representam um desafio
para os clinicos. Poderdo ser requeridas nas mais diversas situagdes, como por exemplo
em casos de tumores, traumas ou malformacdes congénitas. (Ansari et al., 2017) Uma
das razdes para a complexidade do desafio, prende-se com o facto de a regido
craniofacial ser complexa na sua estrutura, sendo constituida por osso, cartilagem,
tecidos moles e feixes neuro-vasculares. (Ansari et al., 2017) A investigacdo e estudo
deste tema caminha no sentido de analisar as varias abordagens para a regeneragdo dos
tecidos craniofaciais, em que se maximizem os beneficios para o doente, e se
minimizem as complicagdes que poderao estar relacionadas. (Ansari et al., 2017)

O campo que se dedica ao desenvolvimento de substitutos funcionais para o
tecido lesado, aplicando os principios da biologia e engenharia, ¢ a engenharia
biomédica de tecidos. (Langer & Vacanti, 1993) Segundo Langer e Vacanti (1993), esta
incluida num “campo interdisciplinar que aplica os principios da engenharia e da ciéncia
no desenvolvimento de substitutos bioldgicos que restaurem, mantenham ou melhorem
a fungdo de um tecido ou de um 6rgao”. Pode ser ainda definida como “um método para
compreender os principios de crescimento de tecidos, e aplicar esse conceito para
produzir um tecido de substitui¢do para fins clinicos”. (Peng et al., 2009)

A engenharia biomédica de tecidos foi introduzida nos anos 90, e baseia-se na
conjugacdao dos trés componentes major dos tecidos: as células, a sua matriz
extracelular, e um sistema de sinalizagao (Bossu et al., 2014)

As células estaminais, por defini¢do, sdo células clonogénicas, relativamente
indiferenciadas, com a capacidade de autorrenovagdo, e de diferenciacdo em diferentes
linhagens. (Han et al., 2014) Estas células possuem inimeras aplicagdes na area da
medicina (Samsonraj et al., 2017), dado que um dos principais objetivos da investigacao
cientifica no campo da medicina ¢ fornecer técnicas e materiais que auxiliem na
reparagdo de tecidos danificados ou perdidos. (Bossu et al., 2014) Dietmar Mieth
afirma, “the term stem cells has become the magic password for entering a medical
utopia where physicians will be able to overcome all human ailments once and for all”
(Carvalho, 2010). Estas células podem ter trés origens principais: células estaminais
embrionarias (ECSs), células estaminais adultas ou mesenquimais (MSCs) e células

estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs). (Bossu et al., 2014)
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Mais precisamente, as células estaminais mesenquimais (MSCs) sao
consideradas candidatos adequados para a engenharia de tecidos, devido ao seu elevado
racio de expansdo e ao seu potencial de diferenciagdo em células de diversos 6rgaos e
sistemas. (Han et al., 2014) Para além disso, ndo foram associadas a nenhum caso de
formacao espontanea de tumores in vivo, nem estdo dependentes de quaisquer
consideragdes éticas, ao contrario do que pode acontecer com as células estaminais
embrionarias. (Han et al., 2014) Adicionalmente, as MSCs parecem ter caracteristicas
hipo-imunogénicas, as quais as torna convenientes para transplantes alogénicos, e ainda

exibirem propriedades imunossupressoras sobre o transplante. (Han et al., 2014)

12



Desenvolvimento

II. Desenvolvimento

2.1 Introducao Historica

O conceito de células estaminais surgiu no final do século XIX, e este definia
teoricamente a habilidade de certos tecidos, como o sangue, ou a pele, de se
autorrenovarem indefinidamente durante a vida de um organismo, apesar de serem
compostos por células com um ciclo de vida curto. (Bianco et al., 2008)

A primeira populagdo de células estaminais foi identificada na medula 6ssea de
ratos adultos, por McCulloch e Till, no ano de 1960. (Marcus & Woodbury, 2008). As
investigacdes nestas colonias, mais tarde denominadas células estaminais
hematopoéticas (HSCs), puderam estabelecer as duas propriedades funcionais de uma
populacdo de células estaminais: autorrenovacao e multipoténcia. (Marcus &
Woodbury, 2008) Tal como Marcus & Woodbury (2008) apontaram, estes estudos
foram tomados como ponto de referéncia para a base da biologia das células estaminais,
revolucionando a forma como os médicos e cientistas tratam e estudam as doencas.

As células estaminais mesenquimais (MSCs) foram pela primeira vez descritas
em 1976 por Friedenstein como células clonogénicas, derivadas da medula dssea, e com
propriedades de aderéncia ao plastico. (Han et al., 2014). Estas foram isoladas da
medula o6ssea ¢ estroma do baco e timo de ratos adultos, tendo sido inicialmente
intituladas de células estaminais da medula 6ssea e estroma (BMSCs). (Han et al., 2014)
Os autores Friedenstein & Owen demonstraram ainda que essas células eram
identificadas pela sua capacidade de formar colonias clonais em culturas de amostras de
medula 6ssea. (Han et al., 2014)

Apds estas marcantes descobertas, surge um conceito para as complementar:
nicho da célula estaminal. (Papayannopoulou & Scadden, 2008) Foi proposto em 1978
por Schofield e sugere que a célula estaminal hematopoética ¢ regulada pela sua
associagdo fisica com um microambiente celular especifico no interior da medula 6ssea,
denominado de nicho. (Bianco et al., 2008) Este conceito manteve-se uma hipotese até
ter sido validado empiricamente em 1998 por Xie e Spradling. Os cientistas usaram a
drosophila melanogaster, ou mosca da fruta, para provar que a célula estaminal reside
numa localizagdo altamente especializada, que controla a sua diferenciacao.

(Papayannopoulou & Scadden, 2008)
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No entanto, foi apenas em 1998 que uma equipa de cientistas da Universidade de
Wisconsin-Madison, liderada por James Thompson, se tornaram os primeiros a isolar
células estaminais embriondrias humanas em laboratorio. (Santosh & Bose, 2019)
Usaram embrides humanos produzidos com o proposito de investigagdo clinica, por
fertilizagao in vitro, isolados e implantados em fibroblastos embrionarios irradiados de
ratos. (Mora et al., 2017) Apesar de terem contribuido muito para a investigagdo acerca
das células estaminais pluripotentes, este procedimento implicou a destruicdo de
embrides humanos, o que causou controvérsia relativamente a ética e moralidade. (Mora
etal., 2017)

Anos mais tarde, a Sociedade Internacional da Terapia Celular (ISCT) propos o
termo “Célula Estaminal Mesenquimal” e a sigla “MSC”, do inglés Mesenchymal Stem
Cell. E estabeleceram trés critérios, que todas as células estaminais mesenquimais

tinham de possuir, tal como descrito na Tabela 1. (Han et al., 2014)

Critérios para a definicio de Célula Estaminal Mesenquimal Multipotente

Aderéncia ao plastico Em culturas em situagdes standard
Padrio especifico de expressdo de antigénio Pelo menos 95% da populacio de MSC deve
(Ag) de superficie expressar os marcadores CD105, CD73 e CD90.

E menos de 2% da populagdo deve expressar os
marcadores CD45, CD34, CD14 ou CDI11b,
CD79a ou CD19 e HLA-DR

Potencial de diferenciacio multipotente As populagdes de MSC devem dar origem a pelo
menos trés tipos de linhagens celulares:
osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas, sob
condicdes standard de diferenciagdo in vitro

Tabela 1: Critérios para a defini¢do de Célula Estaminal Mesenquimal Multipotente. Adaptado
de (Dominici et al., 2006)

Em 2018 foi autorizada a venda do primeiro produto com células estaminais
mesenquimais, pela Agéncia Europeia de Medicamentos, destinado ao tratamento de
fistulas perianais complexas em pacientes com a doenga de Crohn. (Rendra et al., 2020)

Devido a estas propriedades, mas também devido a resultados encontrados em
trabalhos experimentais, as MSCs parecem ser uma ferramenta essencial e promissora
para a engenharia de tecidos e terapia celular. (Trohatou & Roubelakis, 2017)

Dentro da medicina dentaria especificamente, ndo ha divida que a engenharia de
tecidos oferece esperanga para os pacientes que sofram de perda dentaria, perda Ossea,

entre outros. (Peng et al., 2009)
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2.2 Células Estaminais- Definicao

O corpo humano aloja mais de 200 tipos de células diferentes, e todos estes tipos
provém de um conjunto de células estaminais do embrido, mais precisamente da massa
celular interna do blastocisto, como representado na figura 1. (Santosh & Bose, 2019)

A célula estaminal, segundo a definicdo encontrada no glossario para biologia de
c€lulas estaminais (Smith, 2006) ¢ uma célula que tem a capacidade de produzir
continuamente células-filhas inalteradas, mas também células-filhas com propriedades
diferentes e restritas. Conforme constata Weissman (2000), as células estaminais sdo
unidades de organizacdo biologica, responsaveis pelo desenvolvimento e regeneragdo de
tecido e sistemas de 6rgdo, que estdo em constante evolucao pela selegdao natural. Sao
células clonogénicas, capazes de autorrenovacdo e diferenciagdo em diferentes

linhagens. (Han et al., 2014)

Fertilized egg Dividing cells Blastocyst

Inner

* Nerve

* Muscle
+Bone

« Liver

Figura 1: As células estaminais derivam da massa celular interna do blastocisto. Adaptado de
(Krebsbach & Robey, 2002)

Em relagdo a diferenciagdo celular, existem 3 processos principais: 1. Interagao
célula-célula; 2. divisdo celular e 3. regulacdo génica. (Bydlowski et al., 2009)

1. Na primeira, as células vizinhas secretam substancias especificas que criam
um ambiente propicio para a diferenciacao;

2. A segunda pode ser simétrica, originando duas células-filha iguais entre si e a

iguais a célula-mae, sendo que nestes casos ndo ocorre diferenciacdo, ou assimétrica,
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originando duas células-filha diferentes uma da outra, podendo ser iguais ou diferentes
da célula mae, participando na diferenciacao tecidular;

3. Por fim, os dois fatores principais que envolvem a regulacdo génica sdo
acetilacdo da cromatina, que ¢ responsavel pela diferenga entre heterocromatina; e a
metilacdo de determinadas sequéncias genéticas, como por exemplo as regides
promotoras que fazem com que o gene regulado ndo seja expresso quando essa zona se

encontra metilada.

(Bydlowski et al., 2009, p.30)

2.2.1 Células Estaminais- Paradigma

O paradigma das células estaminais baseia-se nas suas propriedades de auto-
renovacao e pluri/multipotencialidade: a primeira faz com que a contagem de células
indiferenciadas se mantenha ao longo da vida; a segunda garante a sua diferenciacdo em
varios tipos celulares. (Argentati et al., 2018) Ambas as caracteristicas acontecem nos
varios tipos de células estaminais

A auto-renovagdo e a pluri/multipotencialidade sdo propriedades que advém do
mecanismo particular de divisdo celular, denominado de divisdo assimétrica, ja referido
anteriormente, representado na figura 2, do qual resultam duas células-filha, em que
uma mantém as mesmas caracteristicas de multipotencialidade da célula mae, e a outra
desenvolve capacidades mais restritas de diferenciagdo, tornando-se tripotente ou
bipotente. (Argentati et al., 2018; Bydlowski et al., 2009) E através do mecanismo de
divisdo assimétrica, em unido também com o mecanismo de divisdo simétrica, que o
nimero de células estaminais se mantém equilibrado, entre células estaminais

indiferenciadas e diferenciadas. (Argentati et al., 2018)
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Figura 2: O Paradigma das células estaminais. Adaptado de (Argentati et al., 2018)

2.3 Células Estaminais- Tipos

Como indicado na tabela 2, as células estaminais normalmente podem ter 4
origens diferentes: tecido embrionario; tecido fetal, como o feto, a placenta, o liquido
amniodtico € o corddo umbilical; localiza¢des especificas no organismo adulto, como
gordura, medula 6ssea, musculo esquelético, pele ou sangue; e células somadticas
diferenciadas depois de terem sido reprogramadas geneticamente, como as iPSCs.
(Bacakova et al., 2018)

No que toca ao seu potencial de diferenciacdo, estas células sao divididas em
varios grupos. As células estaminais embriondrias da morula sdo as Gnicas que possuem
totipoténcia, sendo capazes de se diferenciar em todos os tipos de células do organismo,
incluindo as células da placenta. As células estaminais embrionérias do blastocisto,
(estado mais tardio do desenvolvimento embrionario) sdo pluripotentes, podendo criar
qualquer tecido do corpo, exceto a placenta. J4 as células derivadas diretamente do feto
sao usualmente multipotentes, pois apenas se diferenciam num niimero limitado de tipos
especializados de células. As células estaminais adultas sdo multipotentes, no entanto
também sdo encontradas algumas células que expressam marcadores de pluripoténcia, e
ainda outros conjuntos que sdo oligopotentes, bipotentes ou ainda unipotentes.

(Bacakova et al., 2018)
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Células Estaminais Fonte Potencial de diferenciaciao
Embrionaria Mobrula Totipotentes
Blastocisto Pluripotentes

Feto e Tecidos extra-fetais Multipotentes, pluripotentes

(placenta, liquido amnidtico,
corddo umbilical)

Adulta BMMSCs Multipotentes, pluripotentes
Outros tecidos e orgdos (tecido Multipotentes, oligopotentes,
adiposo, pele, musculo bipotentes e unipotentes

esquelético, coragdo, figado,
sangue, etc)
Induzida Células somaticas diferenciadas Pluripotentes

Tabela 2: Fontes e potencial de diferenciacdo das células estaminais para terapias regenerativas. Adaptado
de (Bacakova et al., 2018)

2.4 Células Estaminais Mesenquimais- Defini¢cao

Originalmente o termo “mesenquimal” era usado para descrever o tecido
conjuntivo laxo do embrido em desenvolvimento, cujo da origem as células do tecido
conjuntivo adulto. (Trohatou & Roubelakis, 2017)

As células estaminais mesenquimais, que também podem ser chamadas de
células estromais mesenquimais multipotentes, pertencem a um grupo heterogéneo de
células que tém a capacidade de se proliferar in vitro como células aderentes ao plastico,
tém uma morfologia tipo fibroblasto, formam colonias in vitro, e podem-se diferenciar
em osteoblastos, condrocitos e adipocitos. (Uccelli et al., 2008) & (Trohatou &
Roubelakis, 2017) Estes ultimos representam uma populagdo derivada da mesoderme,
mas podem também diferenciar-se em células de origem endodérmica e ectodérmica,
através do processo de transdiferenciacao, como representado na figura 3. Este processo
pressupde a capacidade de uma célula ndo estaminal para se transformar numa célula de
uma linhagem diferente, ou quando uma célula estaminal ja parcialmente diferenciada
se transforma numa célula de uma linhagem diferente. (Uccelli et al., 2008) Um
exemplo seria uma célula estaminal do sistema nervoso central (CNS-SC) se
transdiferenciar numa célula estaminal hematopoética (HSC). (Weissman, 2000)

A ectoderme, mesoderme, ¢ endoderme sdo as trés camadas germinais que
constituem a origem de todos os tecidos e 6rgaos do corpo humano que se vao formar
durante o desenvolvimento embrionario. (Ferretti & Hadjantonakis, 2019) As cé€lulas de
origem mesodérmica (camada do meio) sdo as mais abundantes, e representam uma
grande variedade de células, incluindo as do sistema musculoesquelético (osso,

cartilagem e musculo), do sistema cardiovascular (corag¢do, sangue € vasos sanguineos),
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do sistema urogenital e ainda os tecidos conjuntivos. (Ferretti & Hadjantonakis, 2019)
As células endodérmicas (camada interna) dio origem as células digestivas,
pancreaticas e pulmonares e as ectodérmicas (camada externa) dao origem as células da
pele e anexos (pelos, unhas, glandulas sebaceas e sudoriparas) e as células do sistema
nervoso. (Andreasen et al., 2007)

Para além disso, também tem sido defendido recentemente que estas células
possuem uma forte capacidade anti-proliferativa e anti-inflamatoria. (Uccelli et al.,
2008)

No entanto ¢ dificil fazer uma caracterizagdo mais completa desta populagdo tao
heterogénea, devido a auséncia de marcadores especificos que sejam expressados
apenas pelas MSCs. (Trohatou & Roubelakis, 2017)

Como referido anteriormente, Friedenstein (1976), demonstrou que eram as
células estaminais mesenquimais derivadas da medula 6ssea (BMMSCs) que davam
origem a maior parte dos tecidos mesenquimais, (Uccelli et al., 2008) sendo a medula
Ossea considerada a melhor fonte de MSCs humanas at¢é ao momento (Trohatou &
Roubelakis, 2017) No entanto, o tecido adiposo comeca também a ser considerado uma
fonte importante de MSCs, principalmente ap6s a autorizacdo cedida pela Agéncia
Europeia de Medicamentos em 2018, no contexto de medicamentos de terapia avangada
(ATMP, em inglés advanced therapy medicinal products), mencionado anteriormente.

(Rendra et al., 2020)
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Figura 3: A multipotencialidade das MSCs: a sua autorrenovagdo e a sua multipla diferenciagio
em linhagens pertencentes & mesoderme. E ainda a sua abilidade de se transdiferenciar em células de
outras linhagens (ectoderme e endoderme). Adaptado de (Uccelli et al., 2008)
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2.5 Células Estaminais Mesenquimais- Fontes

O microambiente em que as células estaminais mesenquimais residem ¢
chamado de nicho, variando de acordo com o tecido de origem, e ¢ responsavel pela
homeostasia das MSCs, pelo controlo da sua proliferacdio e pela manutencdo das
populagoes celulares. (Giai Via et al., 2012) Scadden (2006), definiu nicho como “uma
localizagdo anatdomica especifica que regula a participagdo da célula estaminal na
geracdo, manutengdo e reparagdo tecidular (...) Apenas a localizagdo anatémica de uma
célula estaminal ndo ¢ suficiente para definir nicho. O nicho deve englobar ambas
dimensodes anatdmicas e funcionais”.

Os varios componentes dos nichos ainda estdo a ser estudados, para que as
condi¢des do nicho in vivo possam ser replicadas para in vitro. (Giai Via et al., 2012)

Tem sido reportado que tanto os tecidos adultos como os tecidos fetais podem
servir de nicho para as MSCs. (Giai Via et al., 2012) Hoje em dia as principais fontes de
MSCs sdo a medula 6ssea e o tecido adiposo, mas também outras estruturas estdo a ser
estudadas como possiveis fontes, como o osso trabecular e cortical, membranas
sinoviais, tenddes, musculo esquelético, sangue periférico, periosteo, sangue do cordao
umbilical e geleia de Wharton, pele, sistema nervoso central, e ainda polpa e tecidos
dentarios. A utilizacdo de fontes de tecidos alternativos surgiu porque o uso de
BMMSCs em ensaios clinicos € limitado, estando relacionado com o facto da sua
colheita ser invasiva. Dor, hemorragia e infecdo sdo algumas das possiveis
complicagdes resultantes da obtencdo de BMMSCs. (Berebichez-Fridman & Montero-
Olvera, 2018; Giacoppo et al., 2017; Giai Via et al., 2012) Nos préximos pontos serao
aprofundadas as duas principais origens de MSCs, a medula dssea e o tecido adiposo, e

ainda a polpa e tecidos dentarios.

2.5.1 Medula Ossea- BMMSCs

As células estaminais mesenquimais derivadas da medula 6ssea recebem a
definicdo de células nao-hematopoiéticas, multipotentes, que suportam a expansao de
células hematopoiéticas in vitro e se conseguem diferenciar em multiplas linhagens de
células como adipécitos, condroblastos, osteoblastos e células miogénicas. (Giai Via et

al., 2012) & (Giacoppo et al., 2017)

20



Desenvolvimento

A regido anatdmica que mais se usa para a recolha de BMMSCs ¢ a crista iliaca,
contudo esta estd fortemente associada a morbilidade da regido dadora, tendo sido
reportada dor cronica em 39% dos casos. (Giai Via et al., 2012) O corpo vertebral tem
sido outra regido usada, pois possui uma concentragdo de células precursoras
osteogénicas equiparavel a da crista iliaca. (Giai Via et al., 2012) A cabeca umeral
também tem sido descrita na literatura como possivel fonte de BMMSCs, sendo
defendido por Mazzocca (2010) como um procedimento seguro e reprodutivel, sem
complicagdes intraoperatérias, pos-operatorias ou aumento da morbilidade para o

paciente. (Giai Via et al., 2012)

Bone Marrow Aspiration and Biopsy

Bone marrow
needle —

Figura 4: Aspiracdo e bidpsia da medula dssea. For the National Cancer Institute © (2007)
Terese Winslow LLC, U.S. Govt. has certain rights

2.5.2 Tecido Adiposo- ATMSCs

O tecido adiposo ¢ uma das fontes mais ricas de MSC; estas foram isoladas pela
primeira vez por Zuk et al. em 2001. (Giai Via et al., 2012) Este local é considerado
uma alternativa bem mais atrativa em comparagdo a medula 6ssea, devido a facilidade
na colheita de tecido, dado que ¢ relativamente abundante no corpo humano.
(Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018; Giai Via et al., 2012) Uma amostra
aspirada pode conter a volta de 5000 cel/g de tecido adiposo, enquanto que na medula
6ssea ndo ultrapassa os 100-1000 cel/mL de medula. (Giacoppo et al., 2017) E estimado

que aproximadamente 98% -100% das células obtidas do tecido adiposo sdo vidveis,
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sendo que a sua morfologia, fendtipo e caracteristicas funcionais sdo similares as
BMMSC:s. (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018)

As ATMSCs podem ser obtidas por lipoaspiracdo, ou excisdo de gordura, e
ambos os procedimentos podem ser realizados sob anestesia local, se forem necessarias
apenas pequenas quantidades de tecido adiposo. (Giai Via et al., 2012)

No entanto, este tipo de células acarreta uma desvantagem: as caracteristicas do
doador, como por exemplo a idade, influenciam a sua qualidade no que toca a expansao
e diferenciagdo, especialmente em linhagens de células osteogénicas e condrogénicas.

(Berebichez-Fridman & Montero-Olvera, 2018)

2.5.3 Tecidos Dentarios- DMSCs

As DMSCs dentérias sao células derivadas da crista neural ectomesenquimal,
estando localizadas na polpa de dentes deciduos e permanentes ¢ no ligamento
periodontal. (Sharpe, 2016)

As células estaminais mesenquimais derivadas da polpa dentéria foram isoladas
pela primeira vez da polpa dentaria humana, por Grontos et al. (2000). (Giacoppo et al.,
2017) A polpa dentaria pode ser considerada similar a medula 6ssea em vérios aspetos,
sendo ambas tecidos altamente vascularizados e inervados, revestidos por tecido
mineral; sendo que em ambas as MSCs s3o capazes de se diferenciar em células que
originam tecido mineral. Na medula 6ssea essa fung¢do pertence aos osteoblastos, € na
polpa aos odontoblastos. (Sharpe, 2016)

Cada populagdo de células estaminais mesenquimais derivadas dos tecidos
dentarios recebe o seu nome de acordo com o seu tecido de origem, sendo as DPMSCs,
derivadas da polpa dentdria, as primeiras a serem estudadas e isoladas, como j& foi
referido. (Sharpe, 2016)

Subsequentemente foram isoladas também de dentes deciduos exfoliados -
SHED, do ligamento periodontal- PDLSCs, do foliculo dentario- DFSCs, do osso
alveolar- ABSCs, do gérmen dentario- TGSCs e da papila apical- SCAPs. (Dave &
Tomar, 2018; Junjun Liu et al., 2015) Estas localizagdes encontram-se representadas na
figura 5. As células estaminais derivadas do ligamento periodontal especificamente,
possuem a capacidade de formar estruturas como cemento, ligamento, fibroblastos,
cementoblastos, osteoblastos, macrofagos, restos de malassez, e elementos vasculares.

(Giacoppo et al., 2017) Também na mucosa oral sdo encontradas MSCs, as células
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estaminais mesenquimais do epitélio oral (OESCs) e as células estaminais
mesenquimais da gengiva aderida (GMSCs) (Dave & Tomar, 2018)

Dentro das DMSCs, as PDLSCs e as GMSCs possuem especial interesse, devido
a sua facilidade de acesso dentro da cavidade oral, sendo que podem ser obtidas apds
cirurgias cujo material recolhido iria ser descartado. (Ansari et al., 2017)

As DMSCs sdao faceis de criopreservar, e possuem propriedades de
imunomodulacdo, tal como as ATMSCs. (Berebichez-Fridman & Montero-Olvera,
2018) Possuem ainda a habilidade de se diferenciar em varios tipos de células, como
osteoblastos, condrdcitos, adipocitos, mioblastos, endoteliocitos, melandcitos e ainda
células neurais. (Giacoppo et al.,, 2017) Sendo assim, podem ser aplicadas para a
regeneracdo de tecido Osseo, de hepatocitos, neurogénese, angiogénese, regeneragao
oral, maxilofacial e craniofacial ¢ muitos outros tecidos. (Dave & Tomar, 2018)

As MSCs derivadas dos tecidos dentérios sdo células fusiformes grandes, com
um nucleo central também grande, que desenvolvem extensdes citoplasmaticas em
cultura. Em termos morfolégicos sao muito semelhantes as células estaminais obtidas
da medula dssea. (Rodriguez-Lozano et al., 2012)

Em comparacdo com as BMMSCs, as DPMSCs sdo mais faceis de obter e
acarretam menos problemas éticos e de risco para o paciente, pois a sua colheita ¢ muito
menos invasiva. (Giacoppo et al., 2017)

No entanto, estas células também apresentam certas limitagdes, como

variabilidade na quantidade e qualidade das células obtidas. (Dave & Tomar, 2018)

DPSCs

POLSCs

ABMSCs
SCAP

Figura 5: Desenho esquematico ilustrando as diversas fontes das células estaminais
mesenquimais derivadas dos tecidos dentarios. Adaptado de (Junjun Liu et al., 2015)
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a) DPMSCs

As DPSCs foram as primeiras células estaminais derivadas dos tecidos dentarios
a serem descobertas, como ja foi referido. (Bossu et al., 2014) Possuem uma morfologia
tipo fibroblasto, elongadas, fusiformes, com propriedades de plasticidade e aderéncia.
(Dave & Tomar, 2018) Localizam-se anatomicamente num nicho perivascular do tecido
pulpar, e possuem capacidade de autorenovagao e diferenciacao multipotente. (Bossu et
al., 2014) Podem diferenciar-se em odontoblastos, adipdcitos, células neurais,
osteoblastos, condrocitos e células tipo mioblastos. (Bossu et al., 2014)

O seu poder de duplicagdo populacional ¢ elevado, com a formacdo de novas
coldnias até 60 vezes, in vitro. (Dave & Tomar, 2018)

Gronthos et al. (2000) verificaram que DPSCs ex vivo expandidas formaram
estruturas ectopicas tipo polpa-dentina em ratos imunodeficientes. (Huang et al., 2009)
Batouli et al. (2003) verificaram que quando DPSCs sdo colocadas sob uma superficie
de dentina e implantadas em ratos imunodeficientes, sdo depositadas estruturas tipo
dentina reparadora sob a superficie da dentina. (Huang et al., 2009) A Graziano et al.
(2008) provaram ainda a formacao de tecido tipo osso pelas DPSCs, no entanto a sua
aplicacdo para regeneracdo de defeitos periodontais ¢ questionavel, devido a sua
limitada capacidade em formar cemento. (Bassir et al., 2016)

A criopreservacgdo de DPSCs em nitrogénio liquido ¢ ainda clinicamente
possivel para a sua utilizacdo futura, fornecendo uma prospetiva vantajosa para o seu
uso na medicina regenerativa. (Bossu et al., 2014) Este tdpico sera abordado
posteriormente.

O potencial das DPSCs para armazenamento a longo prazo tem sido estudado, e
Papaccio et al. (2006) descobriram que ap6s 2 anos de armazenamento as células ainda
eram capazes de se diferenciar em pré-osteoblastos e produzir tecidos dsseos, para além
de ainda expressarem alguns antigénios de superficie, confirmando a sua integridade
celular. (Peng et al., 2009) No entanto, também hé alguns investigadores que relatam
uma mudanga na sua morfologia e capacidade proliferativa apds criopreservagdo. (Dave
& Tomar, 2018)

Carinci at al. (2008) identificaram uma subpopulagcdo de células estaminais da
polpa dentaria com potencial osteogénico, que formavam tecido tipo osso in vivo, €
chamaram a estas células osteoblastos derivados de células estaminais da polpa dentdria

humana (ODHPSCs). (Huang et al., 2009)

24



Desenvolvimento

Estes estudos comprovam o potencial de utilizacdo das DPSCs na regeneracao

tecidular dentaria. (Peng et al., 2009)

b) SHEDs

O desenvolvimento dentario ¢ um processo complexo associado com a transi¢ao
entre dentes deciduos e dentes permanentes, € essa transicao envolve uma coordenagao
entre a reabsor¢do das raizes dos dentes deciduos e a simultdnea erup¢ao dos dentes
permanentes. (Dave & Tomar, 2018)

A descoberta de células estaminais presentes nos dentes deciduos foi feita por
Miura et al. (2003), que as isolaram numa cultura a baixa densidade, o que resultou em
formagoes de colonias em aproximadamente 12-20 células de cada dente.

As SHEDs tém uma morfologia tipica de fibroblasto, com algumas células a
possuir uma forma oval ou poligonal. (Dave & Tomar, 2018)

As células possuem uma série de vantagens, em que se incluem o seu elevado
racio de proliferacdo, quando comparadas com as células estaminais dos dentes
permanentes, a sua facilidade de expansao in vitro, e a sua plasticidade, pois podem-se
diferenciar em neurdnio, adipécitos, osteoblastos e odontoblastos. (Peng et al., 2009)

Miura et al. (2003) demonstrou ainda que em comparagao com as BMMSCs, e
as DPMDCs, as SHED revelaram um maior racio de proliferagdo e um niimero maior de
duplicagdo da populagdo. Os autores também comprovaram a formacdao de tecido
mineral pelas células, e a formagdo de odontoblastos, no entanto foram incapazes de
regenerar um complexo tipo dentina-polpa completo, como as DPSCs in vivo.

Estes estudos comprovaram assim que as SHEDs sdo uma fonte ideal de células

estaminais para reparacao de tecidos dentarios e dsseos.

¢) PDLSCs

Melcher (1976) propos que o ligamento periodontal ¢ gerido por uma populagdo
celular heterogénea presente no PDL que se consegue diferenciar em fibroblastos,
osteoblastos e cementoblastos. (Bassir et al., 2016)

No entanto foi s6 anos mais tarde que as células estaminais derivadas do
ligamento periodontal de dentes humanos saudaveis foram isoladas e caracterizadas pela

primeira vez por Seo et al. (2004).
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Possuem caracteristicas classicas de células estaminais, como tamanho reduzido,
ciclo celular lento, e a presenca de varios marcadores de expressdo de células
estaminais, ¢ ainda demonstram um crescimento celular mais rapido e capacidades
clonogénicas superiores, quando comparadas com as BMMSCs. (Bossu et al., 2014)

Uma andlise comparativa em que analisava as PDLSCs de dadores de diferentes
idades, demonstrou que o potencial de proliferacdo, migracdo e diferenciacao destas
células diminui com a idade. (Dave & Tomar, 2018)

Os autores Seo et al. (2004) verificaram que as células apresentavam capacidade
de auto-renovacdo e de multipoténcia, sendo capazes de se diferenciar em
cementoblastos, osteoblastos, adipdcitose células formadoras de colagéneo. Para além
disso, as células formaram estruturas tipo cemento e tipo PDL apoés a sua transplantagao
ectopica para o dorso de ratos imunodeficientes. (Bassir et al., 2016) Esse tecido ¢
formado por colagénio denso tipo I, e uma caracteristica importante foi que as fibras de
colagénio in vivo foram capazes de se conectar a estruturas de cemento recém-formado,
que mimetizavam o posicionamento fisioldgico das fibras de Sharpey. (Huang et al.,
2009)

Os autores Orciani et al. (2008) demonstraram que a reimplantacdo local de
células expandidas podia representar um método promissor para o tratamento de
defeitos periodontais. (Peng et al., 2009)

Foram obtidas PDLSCs do ligamento periodontal inflamado de defeitos
intradsseos, durante cirurgias de retalho, e foi verificado que essas células possuem
capacidade de proliferagdo e diferenciacdio semelhantes, mas melhor capacidade
migratéria e ainda baixo potencial osteobléstico, quando comparadas com PDLSCs
saudaveis. Foi também demonstrado que células estaminais provenientes de tecido
periodontal afetado com periodontite se diferenciavam em precursores de células
neurais com alta capacidade proliferativa, in vitro. (Bossu et al., 2014)

Alguns autores investigaram as diferencas entre as PDLSCs de dentes
permanentes e deciduos, e Silvério et al. relatou que as PDLSCs de dentes deciduos
possuiam uma maior habilidade se de diferenciarem em células tipo adipécitos, em vez
de células tipo osteoblastos, comparando com as PDLSCs de dentes permanentes.
(Bossu et al., 2014)

O ligamento periodontal revelou-se uma viavel fonte alternativa para possiveis

precursores serem usados em terapias de células estaminais. (Peng et al., 2009)
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d) SCAPs

As células estaminais derivadas da papila apical foram isoladas e caracterizadas
por Sonoyama et al. (2008) de raizes imaturas de terceiros molares impactados
humanos.

O termo papila apical refere-se aos tecidos moles nos apices de dentes
permanentes em desenvolvimento, € ¢ entre a papila apical e a polpa que se encontra
uma regido rica em células. (Sonoyama et al., 2008) A diferenga entre a polpa dentaria e
a papila apical, € que a papila apical ¢ o tecido precursor da polpa radicular. Isto pode
querer dizer que as SCAPs sdo similares as células estaminais residentes na papila
dentéria que da origem aos odontoblastos produtores de dentina. (Huang et al., 2009)

As SCAPs demonstram uma alta capacidade de duplicagdo populacional, de
proliferagdao e de mineralizagdo, quando comparadas com as DPSCs. (Dave & Tomar,
2018)

SCAPs humanas foram transplantadas em ratos imunodeficientes e estas
geraram uma estrutura tipica de dentina. No mesmo estudo, ambas SCAPs e PDLSCs
humanas foram transplantadas para porquinhos-da-india, tendo gerado um complexo
raiz/periodonto que mimetizasse o sefup raiz/periodonto in vivo. (Bossu et al., 2014)

Foi relatada na literatura a capacidade de diferenciagdo das SCAPs em células
osteogénicas, neurogénicas e adipogénicas in vitro. (Aydin & Sahin, 2019)

As SCAPs ndo demonstraram qualquer alteracao no seu racio celular, eficiéncia
de formacao de colonias, racio de proloferagdo, potencial de diferencia¢do, marcadores
de superficie de MSC e racio apoptotico, apos a sua criopreservagdo. (Dave & Tomar,

2018)

e) DFSCs

As DFSCs foram isoladas e caracterizadas por Morsczeck et al. (2005) de
foliculos dentérios de terceiros molares recém extraidos.

O foliculo dentério ¢ um tecido ectomesenquimal derivado da crista neural que
limita a papila dentaria, encapsula o 6rgdo do esmalte e contém células estaminais
mesenquimais progenitoras do periodonto (do cemento, PDL e osso alveolar), do
gérmen dentario em desenvolvimento antecedente a erupgdo. (Dave & Tomar, 2018;

Huang et al., 2009)
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Similarmente as outras células estaminais dentarias, estas células formam
nimeros pouco elevados de coldnias clonogénicas aderentes. (Huang et al., 2009)
Demonstram uma forma tipo-fibroblasto tipica, e expressam marcadores de superficie
de células estaminais. (Bossu et al., 2014)

Sob os estimulos apropriados, estas células podem sofrer diferenciagdo
osteogénica, adipogénica ou condrogénica. E devido ao facto de serem derivadas de um
tecido em desenvolvimento, a sua plasticidade ¢ muito melhor do que a maior parte das
células estaminais dentarias. (Aydin & Sahin, 2019)

Morsczeck et al. (2005) verificou que a transplantagdo de DFCs pelos mesmos
métodos descritos para as outras DTSCs gera uma estrutura composta por tecido fibroso
ou rigido, no entanto sem a formacao de dentina, cemento ou osso, que pode ter sido
explicado pelo baixo nimero de células em cultura.

O potencial osteogénico das DFSCs ndo ¢ afetado pela criopreservacao das
células. (Dave & Tomar, 2018)

Considera-se que as DFSCs sdo candidatos convenientes para o tratamento de
doencas inflamatorias cronicas, por possuirem propriedades imunossupressoras. (Junjun

Liu et al., 2015)

f) TGSCs

O gérmen dentario € uma acumulagdo de células percursoras que geram o dente
e os seus tecidos. O gérmen de terceiros molares normalmente comecga-se a formar aos 6
anos de idade, altura em que os tecidos remanescentes do periodo embrionario estdo ndo
diferenciados e em desenvolvimento, sendo por esta razdo que a capacidade de
prolifera¢do das células derivadas deste tecido ¢ extremamente alta. (Aydin & Sahin,
2019)

A diferenciacdo das TGSCs resulta em células com caracteristicas funcionais,
morfologicas e fenotipicas de hepatocitos. Foi ainda demonstrado que possuem a
capacidade de se diferenciar em adipocitos, condrdcitos, osteoblastos, odontoblastos,
células endoteliais e neuronais. (Dave & Tomar, 2018)

Estas caracteristicas fazem TGSCs vidveis candidatas para reprogramagao

somatica celular e para terapias celulares. (Dave & Tomar, 2018)
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2.6 Aplicagdes das Células Estaminais Mesenquimais na Medicina Dentaria

A reparacdo e regeneracdo de tecido maxilofacial ou dentirio ¢ um dos
principais desafios para os clinicos e engenheiros biomédicos, € o uso de células
estaminais dentarias ou 6sseas tem sido uma possibilidade cada vez mais estudada
(Ansari et al., 2017; Santosh & Bose, 2019). Varias podem ser as razdes para a perda de
tecido maxilofacial e dentdrio, como por exemplo doengas orais infeciosas, traumas,
tumores ou ressecc¢des de quistos, doengas congénitas ou de desenvolvimento (ex: fenda
palatina) e perda de dentes; trazendo estas varias alteracdes funcionais, estéticas e ainda
psicoldgicas para o individuo. (Padial-Molina et al., 2015)

Os tecidos orais e maxilofaciais consistem em tecidos duros € moles, € 0s seus
defeitos podem dividir-se em 3 grandes grupos: defeitos dentarios, que se incluem
defeitos do tecido duro dentario, doengas pulpares e doengas periodontais; defeitos

maxilofaciais e defeitos da mucosa. Figura 6 (Mendi et al., 2019)

[
Dental hard tissue defects
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Tumor/bone loss

Dental caries
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Chronic periodontitis Mucosal defects

Apical periodontitis

Figura 6: Defeitos dos tecidos orais e maxilofaciais. Adaptado de (Mendi et al., 2019)

Nos proximos pontos serdo expostas as aplicagdes das células estaminais na

regeneracao dos defeitos dentérios (pulpares e periodontais) e ainda na regeneragao dos

defeitos maxilofaciais.
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2.6.1 Regeneracio da polpa dentaria

O objetivo do tratamento endoddntico ¢ remover a polpa infetada do dente
mecanicamente, ¢ substitui-la por um material inerte, para a completa esterilizacdo do
canal dentario. No entanto, este tipo de tratamento nao € capaz de restaurar o tecido da
polpa dentéria perdido, nem manter a viabilidade do dente, o que torna o dente mais
suscetivel a fraturas e infecdes secundarias. Para que tal seja evitado, o tratamento
passaria por remover a polpa infetada e substitui-la por polpa sa, recorrendo ao uso de
DPMSCs. (Sharpe, 2016; Sui et al., 2019)

A inervacdo e a vasculariza¢do da polpa dentaria estdo intimamente relacionadas
com a hemostase da polpa, e a angiogénese e neurogénese sao ambas essenciais para a
regeneracgdo pulpar. (Nakashima & Iohara, 2014)

Num estudo de Prescott et all (2008), as células estaminais da polpa foram
isoladas e colocadas juntamente com proteinas da matriz dentindria (DMP1), num
scaffold, e inseridas no interior de uma fina fatia de dente, que posteriormente foi
transplantada subcutaneamente para um rato imunodeficiente. Foi verificado que apds 6
semanas um tecido tipo polpa dentaria comecgou a desenvolver-se no interior da fatia.
(Nakashima & Iohara, 2011)

Noutro estudo de Nakashima et al. (2017), que envolveu a aplicagdo de
DPMSCs autdlogas em dentes de 5 doentes com pulpites irreversiveis, foi concluido
que apos 24 semanas 3 dos 5 doentes demonstraram regeneracdo pulpar total e
formagdo de dentina, e 4 dos 5 doentes apresentaram respostas positivas aos testes
elétricos pulpares, indicando a viabilidade da polpa regenerada, com recuperagdo
nervosa. (Sharpe, 2016; Sui et al., 2019)

O estudo de Xuan et al. (2018) foi outro estudo que demonstrou evidéncia na
utilizagao de células estaminais dentarias na regeneracao pulpar, mas desta vez com
células de dentes deciduos. (Sui et al., 2019) Em 36 dentes de 36 doentes que tinham
sofrido traumas dentérios, 26 dentes randomizados receberam implantacao de SHED
autologas, e os outros 10 foram tratados com apexificacdo tradicional, servindo de
controlo. (Sui et al., 2019; Xuan et al., 2018) Apds 12 meses, verificou-se a formacgao de
novo tecido pulpar, com vasos sanguineos e nervosos, ¢ ainda que a implantacdo de
SHED fez com que o comprimento da raiz aumentasse € que o tamanho do éapex

diminuisse, o que indicou que a nova polpa dentdria que se regenerou possuia uma
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funcdo normal e podia manter o habitual desenvolvimento do dente imaturo. (Sui et al.,
2019)

Estes procedimentos envolvem técnicas muito complexas, como extragao
dentaria, extirpagdo pulpar, colocagdo das células em cultura, selecdo de populacdes de
células estaminais, expansao da cultura celular, armazenamento e transporte, € custos
igualmente elevados. Uma alternativa ao transplante de células estaminais, é o homing
das células estaminais. (Eramo et al., 2018) Stem cell homing, em inglés, € o processo
pelo qual as células estaminais respondem a gradientes de quimioataxia, migrando
através dos gradientes e posicionando-se em areas especificas. O termo inicialmente foi
usado para descrever a migracdo das células estaminais hematopoéticas apods
transplante, pelo sangue periférico, para os nichos de células estaminais, localizados na
medula o6ssea. (Ratajczak & Abdelbaset-Ismail, 2016) Em comparagdo com o
transplante de células estaminais, o homing de células estaminais parece ser mais facil
de executar clinicamente, visto que ndo ¢ necessario isolar ou manipular as células
estaminais in vitro. (Eramo et al., 2018) O conceito de homing das células estaminais
para regeneracao da polpa ou dentina foi pela primeira vez introduzido em 2010. (He et
al., 2017)

Sendo assim, nesta técnica usam-se scaffolds impregnados com fatores de
crescimento, que sao injetados no interior de canais radiculares desprovidos de polpa,
para assim induzir a migra¢do, proliferacdo e diferenciagdo enddgena de células
estaminais que se encontrem ao redor do apex radicular, células estas que incluem as
DPMSCs, SCAPs e BMMSCs. Para além disso, ¢ necessario que se garanta uma
desinfecdo canalar 6tima, e que o tamanho do apex radicular seja apropriado, devendo
ser o mais pequeno possivel, sem, no entanto, afetar a migragdo celular, a
neovascularizacdo e a reinervacao. (Eramo et al., 2018)

No estudo de Widbiller et al. (2018) foi criado um modelo animal ectdpico para
simular o homing de células estaminais. As raizes de dentes humanos foram preenchidas
com scaffold com proteinas da matriz de dentina e foram colocadas células estaminais
da polpa dentéria na regido da ponta de cada raiz. 4 semanas depois da sua implantagdo
subcutanea em ratos imunodeficientes, foi verificada a formacao de tecido tipo polpa.

Os relatos na literatura de homing de células estaminais in situ sdo escassos, na
revisdo sistematica de Eramo et al. (2018), foi descrito apenas um estudo in situ de
homing de células estaminais, realizado por Yang et al. (2015). Neste, os autores

testaram a técnica em caes da raca Beagle. Nos dentes pré-molares injetaram scaffolds
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com fatores de crescimento vs coagulo sanguineo (grupo de controlo), e apds 3 meses
verificaram tecidos canalares regenerados, com neovascularizagdo, inervacdo e
formacao de dentina. (Eramo et al., 2018)

A técnica de homing celular (Figura 7) representa atualmente o caminho mais
viavel clinicamente para regeneracdo pulpar, pois incorpora as células estaminais do
proprio individuo através de sinais bioldgicos. (He et al., 2017)

No entanto, apesar dos avancos em relagdao ao estudo da regeneracao pulpar via
homing, esta técnica necessita de aperfeicoamento e conhecimento, para poder ser
aplicada efetivamente no consultorio dentario. Um fator contra desta técnica, ¢ que
depende das condicdes biologicas do dente, por isso em dentes com necrose pulpar, por

exemplo, pode nao ser viavel. (Eramo et al., 2018)

A Bioactive
cue

Biomaterial
scaffold

Cue
released

Cell homing

B Gutta-

percha

RCT

Root canal

Devitalized
therapy

tooth

N

Diseased

dental pulp B ioPqu

Minimally invasive

Pulp
root canal therapy regeneration

Figura 7: Representacdo da técnica homing celular para regeneragdo pulpar. (A) Os sinais
bioativos incorporados em scaffolds libertam-se e atraem as células estaminais vizinhas para essa regido.
(B1) O dente infetado pode ser tratado por tratamento endoddntico convencional (B2, B3, B4), ou pode
sofrer apenas um tratamento canalar minimamente invasivo (B5), e ser depois injetado com fatores
bioldgicos para que aconteca o homing celular (B6), resultando num dente vital com a polpa regenerada
(B7). Adaptado de (He et al., 2017)
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2.6.2 Regeneracido do ligamento periodontal

A doenga periodontal ¢ uma das principais causas de perdas de pecas dentarias
no mundo desenvolvido, tendo a sua prevaléncia aumentado nos ultimos 10 anos, € o
controlo da doenga e restauragao do tecido periodontal perdido ¢ extremamente dificil,
devido a complexidade do tecido. (Jin Liu et al., 2019; Sharpe, 2016) O processo
osteogénico parece anteceder a diferenciacdo do cemento e das fibras, e s6 depois ¢ que
as fibras se inserem firmemente no cemento recém-formado e€ no osso alveolar,
procedimento que ¢ extremamente dificil de obter em laboratorio. (Jin Liu et al., 2019)

O objetivo do tratamento periodontal é o controlo da infecdo e a reconstrucao da
estrutura e funcao dos tecidos periodontais, que incluem o cemento, as fibras do
ligamento periodontal (PDL) e osso. (Jin Liu et al., 2019)

As células derivadas do ligamento periodontal PDLSCs sdao as células mais
provaveis de dar origem as células do tecido do ligamento e possivelmente aos
cementoblastos e osteoblastos. (Sharpe, 2016)

No entanto, ja foi provado que ambas as células estaminais intra e extra-orais
representam possibilidades viadveis para formar e expandir colonias para serem usadas
na engenharia de tecidos periodontais. (Han et al, 2014) O auto-transplante de
BMMSCs, comprovou a regeneracdo de mais de 20% de cemento e osso alveolar num
ensaio experimental de defeitos periodontais classe III feito em caes, realizado por
Kawaguchi et al. (2004). (Han et al., 2014) Noutro estudo de Tobita et al. (2008), foi
provado que ATMSCs misturadas com plasma rico em plaquetas promoveram a
regeneracdo periodontal de estruturas tipo PDL e osso alveolar em ratos (Han et al.,
2014)

Os autores Seo et al. (2004) foram os primeiros a transplantar PDLSCs humanas
num scaffold de hidroxiapatite em defeitos periodontais nos molares mandibulares de
ratos imunodeficientes, criados artificialmente. Apds 8 semanas verificaram a
reconstituicao de estruturas tipo cemento ¢ PDL nas zonas recetoras. (Tomokiyo et al.,
2019)

Anos mais tarde os autores (Chen et al., 2016) analisaram a aplicagdo de
PDLSCs em defeitos periodontais, e a frequéncia e extensdo de possiveis efeitos
adversos. O isolamento e cultura de células foi feita apos extragdo de terceiros molares
humanos impactados ou sem func¢do. Entre os dois grupos de estudo, o grupo de

controlo recebeu apenas tratamento cirurgico com Bio-oss € o grupo de tratamento
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recebeu Bio-oss com a cultura de células, em ambos aplicados nos defeitos periodontais
0sseos. Apds 12 meses pos-operatorios comprovou-se que todos os defeitos tinham
melhorado, sem que tivesse havido perda de nenhum dente. Através de radiografias
periapicais, foi possivel confirmar o crescimento do osso alveolar em ambos os grupos,
sendo que ndo houve qualquer diferenca estatisticamente relevante entre os dois grupos.

Para além das células do PDL, também outras células dentarias tém sido
avaliadas, como no estudo de Aimetti et al. (2018), em que o objetivo foi explorar os
possiveis objetivos da aplicagdo de células estaminais da polpa dentiria em defeitos
intra-6sseos. Foram selecionados 11 doentes saudaveis ndo fumadores diagnosticados
com periodontite cronica generalizada, e que possuissem pelo menos 1 dente vital
passivel de extracao por razdoes de mau-posicionamento. As DPMSCs foram recolhidas
desses dentes apds serem extraidos, e colocadas num scaffold de colagénio. De seguida
esse produto foi colocado de forma a preencher totalmente os defeitos intradsseos.
Durante 1 ano os doentes foram seguidos para medir as progressdes do tratamento.
Nenhum defeito demonstrou inflamag@o ou hemorragia a sondagem, sendo que foram
confirmadas melhorias clinicas nas regides tratadas cirurgicamente. Em termos
radiograficos, o preenchimento 0sseo teve valores entre 3,6 ¢ 1,9mm, e houve uma
completa regeneracao das bolsas periodontais em 63,6% dos defeitos tratados, enquanto
que ainda se verificaram em 36,4% das regides, profundidades de sondagem de 4 a
Smm

Recentemente foi criada uma nova técnica de engenharia de tecidos que também
pode ser aplicada na regeneracdo periodontal, chamada de cell transfer technology em
inglés. (Iwasaki et al., 2019) Nesta técnica transferem-se as culturas de células para
scaffolds através de fotolitografia, que ¢ usada muitas vezes para impressao industrial,
cuja vantagem ¢ a formacdo de padrdes especificos para a organizacdo celular
pretendida. (Iwasaki et al., 2019)

No estudo de Akazawa et al. (2017) foram utilizados scaffolds feitos de
membrana amniodtica, ou amnio, devido a sua elasticidade, flexibilidade e elevado
sucesso de transferéncia celular. Aplicando esta técnica na regeneragdo periodontal,
existe uma regeneracao dos tecidos, incluindo o osso, PDL e cemento. Foram usados
ratos com defeitos criados artificialmente, e transferidas as PDLSCs-amnio. Apds 4
semanas houve um aumento da regeneragdo periodontal, em comparacdo com o grupo

de controlo, com regeneragao de cemento, PDL e osso, analisados histologicamente.
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Figura 8: Esquema do transplante celular utilizando a técnologia de cell transfer. As células sdo
transferidas para a superficie do amnio usando um padrio especificp, ou em forma de camadas celulares.
Este scaffold pode ser entdo aplicado em regides de defeitos periodontais. Adaptado de (Akazawa et al.,
2017)

2.6.3 Regeneracio dos tecidos maxilofaciais

O processo de reabsor¢do 0ssea acontece inevitavelmente sempre que existe uma
perda dentaria. (Mendi et al., 2019)

As perdas dentdrias poderdo ser resolvidas através da aplicacdo de implantes
osteointegrados, no entanto, para estes terem sucesso, ¢ necessario uma quantidade e
qualidade 6ssea apropriada. Em casos de falta de osso, quer seja uma perda localizada
devido, por exemplo, a doenga periodontal, ou uma atrofia generalizada como resultado
de sindromes, traumas, ou reabsor¢des por tumores, o ideal seria conseguir regenerar o
osso perdido. (Pranskunas et al., 2019)

As abordagens cirirgicas que mais se utilizam sdo o transplante de osso
autdgeno, recolhido de locais dadores, tanto extraorais como intraorais. No entanto este
processo acarreta algumas desvantagens, tais como reabsor¢do do osso transplantado,
dor pods-operatéria, risco de infecdo e problemas imunologicos, o que trouxe a
necessidade de procurar técnicas que regenerem o 0sso com as mesmas propriedades

osteogénicas que o osso autégeno. (Mendi et al., 2019)
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A utilizagdo de células estaminais mesenquimais ¢ considerada como possivel
tratamento, visto que estas sdo capazes de aumentar o numero de células osteogénicas.
(Behnia et al., 2012) A aplicacdo de células estaminais na regeneracdo dos tecidos
maxilofaciais tem sido avaliada para varios casos (figura 9), como anomalias
dentofaciais (defeitos alveolares), disfungdes da articulagdo temporomandibular,

distragdo mandibular e expansdo maxilar. (Safari et al., 2018)

Bone scaffold Stem cells

— - —

\ ] o, Ly -
—— > \ ' 4 \j \ + a "“_,
Dentofacial anomalies Temporomandibular Distraction osteogenesis Rapid maxillary
joint disorders expansion

Figura 9: Possiveis aplicacdes das células estaminais na regeneragdo de tecidos maxilofaciais.
Adaptado de (Safari et al., 2018)

Zheng et al. (2009) recorreram ao porquinho-da-india para examinar a
possibilidade de utilizar células estaminais autdgenas para reparar defeitos Osseos
mandibulares. Foram obtidos 16 porquinhos-da-india e recolhidos os tecidos pulpares
de incisivos deciduos. Em 10 porquinhos-da-india foi criado cirurgicamente um defeito
mandibular grande para serem observados a longo prazo, apos 24 semanas, € nos outros
6, foram criados 2 defeitos mais pequenos, para serem observados a curto prazo, apos 2,
3 e 4 semanas. No primeiro grupo, as TC demonstraram regenera¢do quase completa
dos defeitos, com formacao de osso. No segundo grupo, a TC demonstrou formagao de

0sso moderada.
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Num estudo de Behnia et al. (2012), foram implantados scaffolds com uma
estrutura feita de substituto 6sseo, MSCs e fatores de crescimento, em defeitos
alveolares de 3 pacientes e foram observados 3 meses depois através de tomografia
computorizada. Foi verificada uma recuperagdo com sucesso, sem fistulas ou
comunicagdes oro-nasais em todo os casos, em que o maior dos defeitos medidos
alcangou uma regeneragdo Ossea de 51,3% no poOs-operatorio. Apesar disso, esta
quantidade de osso ¢ mais baixa que a formada através de técnicas de enxertos 0sseos. E
neste caso, também ndo existiu nenhum grupo de controlo devido a assuntos éticos, o

que diminuiu a validade do caso. (figura 10)

Figura 10: Demonstragdo da implantagdo de scaffolds com MSCs e fatores de crescimento num
defeito alveolarmandibular. Adaptado de (Behnia et al., 2012)

Os autores Gjerde et al. (2018) realizaram um estudo para avaliar a regeneragao
6ssea em mandibulas atrofiadas, através do implante de BMMSCs, em que incluiram 11
pacientes com idades entre os 52 ¢ os 79 com reabsor¢cdes do rebordo mandibular
severas. 4 a 6 meses depois, o osso foi analisado clinica e radiograficamente, tendo sido
comprovada nova formacdo de osso, com volume adequado para instalacio de
implantes, sem efeitos adversos.

Ja o estudo de Jin et al. (2019) teve como objetivo comparar o potencial de
regeneragdo entre DPMSCs e ADMSCs em modelos de defeitos mandibulares em ratos.
As DPMSCs foram retiradas de 3° molares humanos entre os 20 e 25 anos, extraidos por

razdes ortodonticas, e as ATMSCs foram obtidas por lipoaspiragdo de mulheres
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saudaveis entre os 25 e os 35 anos de idade. Depois foram criados cirurgicamente
defeitos 6sseos mandibulares em 15 ratos, e implantadas DPMSCs em 5 ratos, ATMSCs
noutros 5 ratos e os restantes 5 serviram como grupo de controlo. Apds 6 semanas os
ratos foram eutanasiados para se estudarem os resultados. Tanto as DPMSCs, como as
ATMSCs exibiram formagdo de coldnias, no entanto as DPMSCs demonstraram uma
maior eficiéncia de formacgdo de coldnias, e um racio de proliferagdo mais elevado, o
que significa que t€m um poder angiogénico maior. No entanto, no que toca a formagao
de osso propriamente dita, esta foi marcadamente maior no grupo com ATMSCs,
indicando uma capacidade osteogénica maior.

Noutro estudo, de Tee & Sun (2020) o objetivo de estudo foi comprovar se as
MSCs derivadas da medula 6ssea transplantadas estimulavam regeneragdo 6ssea. Foram
utilizados ratos com defeitos criados cirurgicamente, para o transplante de MSCs e
porcos para os dadores das células, pois as suas MSCs tém semelhangas com as dos
humanos. Apds 6 semanas foram feitas tomografias computorizadas, e foi verificado
que ainda permaneciam grandes defeitos dsseos em ambos os grupos tratados e de
controlo, com formacdo minima de osso. Como foi utilizado enxerto xenogénico, isso
pode explicar o resultado: a resposta imunitaria pode provocar uma inibi¢cao na fun¢ao
osteogénica das MSCs, para além de as diminuir em quantidade.

No caso das disfungdes temporomandibulares, ndo existem ensaios clinicos
realizados em humanos, apesar de estarem a ser feitos cada vez mais estudos em
animais.

Alhadlag & Mao (2003) realizaram um estudo com o objetivo de originar um
condilo com formato humano através de BMMCSs de ratos. As células foram
recolhidas, foram tratadas com fatores condrogénicos e osteogénicos e depois inseridas
em moldes de poliuretano de condilos humanos. Depois estes modelos foram
implantados no dorso dos ratos. 8 semanas depois foram recolhidos os modelos e
analisadas as formagdes celulares. Os resultados histologicos demonstraram a formagao
de condilos com tecido opaco, firme e mantinham a forma de um céndilo humano, com

a formacgdo de tecido osteogénico e condrogénico.

2.7 Células MUSE

As células MUSE, em inglés muse cells, acronimo para multilineage-

differentiating stress-enduring cells foram relatadas pela primeira vez por Kurodaa et al.

38



Desenvolvimento

(2010). Estas células expressam marcadores de pluripoténcia, e sdo capazes de gerar
células representativas das 3 camadas embriondrias a partir de uma unica célula, sendo
que essa capacidade triploblastica se mantém durante as geragdes, sugerindo a sua auto-
renovagao e pluripoténcia. (Dezawa, 2016)

O objetivo do estudo de (Kurodaa et al., 2010) foi compreender a diferenciacao
das células estaminais mesenquimais a nivel celular tinico, chegando a conclusao que a
pluripotencialidade das células estaminais se devia a uma subpopulagdo de células, as
células MUSE.

Estas células distribuem-se esporadicamente pelo tecido conjuntivo de quase
todos os 6rgaos e ndo parecem tem qualquer associagdo com nenhum nicho. No entanto,
na medula dssea nao residem no tecido conjuntivo, mas sim dentro da cavidade
medular. (Dezawa, 2016) Devido a sua heterogeneidade, estas células t€ém efeito
pleiotrépico, no entanto esta caracteristica ainda ndo esta completamente compreendida.
Sabe-se apesar de tudo que estas células compreendem apenas 1% da percentagem total
de MSCs. (Dezawa, 2016)

Outra caracteristica das células MUSE ¢ o facto de serem ndo tumorogénicas,
sendo a sua velocidade de proliferacao de aproximadamente 1,3 dias/divisdo celular.
Como sdo células somadticas, proliferam tanto por divisdo simétrica como por
assimétrica. (Wakao et al., 2018) Tal significa que mesmo que numa cultura sejam
purificadas células 100% MUSE, estas vao sempre regenerar células ndo MUSE, o que
vai diminuindo a propor¢do de células MUSE. (Wakao et al., 2018)

As células MUSE sao ainda tolerantes ao stress e t€ém uma boa capacidade de
sentir e reparar danos no DNA. (Wakao et al., 2018)

Devido a estas propriedades, estas células representam uma mudanca no
paradigma da regeneracdo tecidular. No estudo de Kurodaa et al. (2010) foi provado
que quando administradas em via intravenosa, as cé¢lulas MUSE criavam novas células
musculo-esqueléticas, num modelo de degeneracdo muscular em ratos. Foi também
demonstrado no seu estudo que estas células possuem a capacidade de renovar o tecido
hepatico num modelo de hepatite fulminante em ratos. (Simerman et al., 2016)

As MSCs ja sdo atualmente aplicadas em terapias para doentes, com base na sua
eficaicia em modelos animais, no entanto ainda ha algumas caracteristicas que
continuam desconhecidas. E sendo as células MUSE um tipo celular que foi descoberto
relativamente recentemente, apesar dos testemunhos na literatura serem reduzidos, ja se

chegou a conclusao de que as possiveis terapias com a sua aplicacao iriam ter resultados
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satisfatorios. Porém, para isso ¢ necessario que se continuem a investigar e a realizar

estudos pré-clinicos. (Wakao et al., 2018)
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Figura 11: Diagrama esquematico que mostra as diferengas basicas entre as células MUSE e as
células ndo MUSE. Adaptado de (Wakao et al., 2012)

2.8 Banco de células estaminais dentarias

O processo de obten¢do, manipulacdo e armazenamento de células estaminais
obtidas de dentes deciduos, de terceiros molares de doentes, em instalagdes que operem
de acordo com as boas praticas de fabrico, recebe o nome de banco de células
estaminarias dentarias (figura 12). (Hilkens et al., 2016)

O uso das células estaminais do proprio individuo durante o periodo de tempo de
necessidade terapéutica traz uma série de limitagdes, pois obriga a extracdo de dentes
remanescentes. (Junjun Liu et al., 2015) Além disso a cultura de células estaminais a
longo prazo pode vir acompanhada de efeitos deletérios das células, como instabilidade
fenotipica, morte células, senescéncia ou contaminagao. (Hilkens et al., 2016)

Por isso a necessidade de recolher e armazenar de forma segura e controlada as
células estaminais de dentes deciduos e permanentes a longo prazo, ndo s6 mantém as
células viaveis, como também assegura a sua estabilidade fenotipica e capacidade de

diferenciacao. (Hilkens et al., 2016; Junjun Liu et al., 2015)
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Atualmente estdo a ser testados uma série de protocolos para a criopreservagao
de DSC, com os seus critérios, para avaliar o possivel efeito no comportamento das
células. As baixas temperaturas representam um risco para as células, comprometendo o
seu metabolismo. Por isso um dos aspetos mais importantes neste processo € a
velocidade de arrefecimento celular, pois se for realizado demasiado lento, provoca uma
contragdo ¢ desidratagdo celular, mas se for realizado demasiado répido, leva a
formacao de gelo intracelularmente. (Hilkens et al., 2016)

As células criopreservadas podem durar varios anos, sem que o seu potencial
regenerativo seja alterado. (Junjun Liu et al., 2015)

Atualmente a pratica de banco de células estaminais dentarias ¢ relativamente
pouco comum, apesar de ja comecar a haver cada vez mais aderéncia nos paises
desenvolvidos. (Junjun Liu et al., 2015) Em Portugal apareceu em 2016 o primeiro
banco de células estaminais dentérias, que as preserva durante um maximo de 25 anos.

Estas sdo algumas das institui¢cdes que o fazem:

e Future Health Bio Bank, Portugal (https://futurehealthbiobank.com)
e Criodente, Portugal (https:/criodente.com)

e BioEDEN, Reino Unido (https://www.bioeden.com/uk)

e Teeth Bank, Co, Japao (http://teethbank.jp)
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Figura 12: Processo standard esquematizado da criopreservag@o e manufatura dos produtos
baseados em células estaminais dentarias. Adaptado de (Hilkens et al., 2016)
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2.9 Futuro na utiliza¢do das células estaminais mesenquimais na medicina

dentaria

Apesar do estudo detalhado das propriedades das células estaminais
mesenquimais datar de ha mais de 20 anos, o seu potencial clinico apenas foi
demonstrado mais recentemente. (Santosh & Bose, 2019) Alguns fatores como a idade
do paciente, o tamanho da lesdo, a fonte ¢ o nimero de MSCs t€ém um grande papel nas
abordagens terapéuticas.

O desenvolvimento das descobertas em relagdo a regeneracao de tecidos orais e
dentarios, acompanhado pelos estudos cientificos e experimentais que se tém feitos com
c€lulas estaminais, ird resultar numa mudanga de paradigma no universo da terapia de
doengas dentarias e orais, cominando numa intensa pesquisa por “solucdes biologicas
para problemas biologicos”. (Santosh & Bose, 2019)

O “scaffold” ideal que facilite o crescimento, integracdo e diferenciagdo das
células estaminais ainda estd por descobrir. Este deve ser biocompativel, ndo-toxico, e
ter as caracteristicas mecanicas e fisicas ideais. Apesar de se investigarem métodos de
transplantes “scaffold-free”, nao ¢ o ideal, pois o racio de sobrevivéncia celular diminui
e ha a probabilidade de as células migrarem para diferentes localizagdes do organismo e
possivelmente darem origem a padrdes aberrantes de mineralizacao. (Rodriguez-Lozano
etal., 2012)

Os ensaios clinicos dos ultimos 10 anos da aplicabilidade das células estaminais
mesenquimais no tratamento da periodontite, endodontia, etc, ainda ndo foram
suficientes para a criagdo de guidelines clinicas definitivas. (Campanella, 2018) Por
exemplo o uso de DMSCs para o tratamento pulpar parece a partida um método
fascinante, no entanto ainda s estd provada a sua validade em dentes permanentes
imaturos com necrose pulpar, que representa uma minoria na endodontia. (Campanella,
2018)

Tassi et al. defende que os estudos futuros deviam focar-se na defini¢do do
fenotipo ideal das MSC in vitro, que consigam prever de forma precisa os potenciais
regenerativos in vivo. (Christian Morsczeck & Reichert, 2018)

E da responsabilidade da comunidade cientifica ndo gerar falsas esperancas em
relacdo as propriedades e possiveis aplicagdes das células estaminais. Sendo por isso
uma opgao vidvel para os cientistas seguir algumas metodologias cléssicas mas que

continuam validas, como o principio da Lamina de Ockhams “pluralitas non est
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ponenda sine neccessitate” que significa “entidades ndo devem ser multiplicadas sem
necessidade” (Dulak et al., 2015)

Devido ao facto de o campo das células estaminais estar repleto de enormes
expectativas, deve haver bastante rigor na metodologia. (Dulak et al., 2015) Apesar de
ainda nao haver nenhum tratamento dentario que envolva o transplante de células
estaminais dentdrias, estando esta ciéncia em evolucdo, pode gerar resultados

importantes no futuro. (Campanella, 2018)
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Conclusdo

I11. Conclusao

Esta revisao bibliografica me fez-me perceber que apesar do tema da utilizagao
de células estaminais mesenquimais estar a ser estudado e desenvolvido ja desde os
finais dos anos noventa, este assunto ainda tem muito para onde crescer. No que toca a
sua utilizagdo na area da medicina em geral, a sua aplicagdo ja se realiza, e com
resultados promissores. No entanto, na medicina dentaria ainda ¢ um universo muito
experimental.

O facto de se realizarem ensaios clinicos in vitro com bons resultados sdo
sempre boas noticias, € o primeiro passo para se poder testar em humanos. Foi o que se
pode demonstrar pela literatura existente, que os ensaios in vitro tém resultados
promissores.

Dentro da cavidade oral podem-se obter MSCs de diversas origens, todas elas
com potencial de regeneracdo também de diferentes estruturas. Os ensaios clinicos
realizados em animais que conjugam a utilizagdo de MSCs humanas em condig¢des
criadas artificialmente s3o o mais proximo que se tem chegado até agora de ensaios in
vivo em humanos. Apesar disso, ja foram realizados alguns testes em humanos com
resultados bastante positivos.

Os locais que, no entanto, continuam a ser os mais utilizados para a recolha de
MSCs sao a medula 6ssea e o tecido adiposo, pois sdo locais com uma grande contagem
de células por grama. Assim, os esfor¢cos de investigacdo deviam caminhar para a
analise de outros locais de recolha, ndo s6 a cavidade oral, como outras estruturas que
ndo acarretem tanta morbilidade, pois a desvantagem da utilizagdo de MSCs
provenientes dessas fontes prende-se com esse fator, o que ndo se justifica numa altura
de desenvolvimento cientifico e tecnologico no seu auge.

Concluo finalmente com a declaracdo de que a atualizagdo e avanco deste
assunto ¢ essencial para o desenvolvimento da 4rea da medicina regenerativa, devido as
varias propriedades das MSCs, nomeadamente na sua capacidade de se regenerarem em
diferentes tecidos. Para a medicina dentaria especificamente essa caracteristica ¢ um
fator-chave que resolveria inimeros problemas e patologias associadas.

Termino com um apelo de esperanga para a comunidade cientifica no sentido de
se continuar com a investigacao da utilizacdo de MSCs na medicina dentaria, para que

se possam comecar a aplicar na pratica clinica.
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