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RESUMO

As caries dentarias provocam lesdes na estrutura dentaria e, em casos graves,
podem levar a necrose da polpa. Tradicionalmente, o tratamento envolve a remogao do
tecido pulpar, resultando na perda da vitalidade do dente, o que o torna mais fragil.
Mesmo que o tratamento seja bem-sucedido, a perda da vitalidade pulpar compromete a
sensibilidade e a fun¢do imunoldgica do dente, reduzindo a resisténcia a estimulos
externos e enfraquecendo-o estruturalmente. No entanto, a polpa dentdria possui uma
elevada capacidade de regeneracao funcional, sendo fundamental para a manutencao e
reparacdo do tecido periodontal em resposta a diferentes tipos de danos. A sua

preservagdo ¢, portanto, de grande importancia.

Diversas pesquisas tém apresentado novas alternativas aos tratamentos
endoddnticos convencionais. A terapia endoddntica regenerativa ¢ considerada uma
dessas alternativas, especialmente para dentes jovens com raizes imaturas e apice aberto,
que representam desafios devido a sua fragilidade. Esta terapia baseia-se numa
abordagem biologica que visa substituir o complexo polpa-dentina danificado por um

novo tecido vital.

O potencial clinico das células estaminais na regeneracdo do tecido pulpar
danificado ¢ atualmente o foco de numerosos estudos. As células estaminais apresentam
varias caracteristicas promissoras, como o seu potencial diferenciativo, elevada taxa de
proliferacdo e propriedades imunossupressoras, que as tornam uma solugao viavel para
terapias de regeneracgao pulpar. Recentemente, foram realizados progressos significativos
na regeneracao pulpar através da engenharia de tecidos, combinando células estaminais,
biomateriais e fatores de crescimento, abrindo novas perspetivas quanto ao sucesso deste
tratamento. O objetivo desta revisdo narrativa ¢ explorar em profundidade o uso das
células estaminais derivadas da polpa dentéria e os seus efeitos na terapia de regeneragao

dos tecidos pulpares.

Palavras-chave: “células estaminais”; “polpa dentaria”; “endodontia regenerativa”;

“engenharia tecidular”.






ABSTRACT

Dental caries cause lesions in the tooth structure and, in severe cases, can lead to
pulp necrosis. Traditionally, treatment involves the removal of the pulp tissue, resulting
in the loss of tooth vitality, which makes the tooth more fragile. Even when the treatment
is successful, the loss of pulp vitality compromises the tooth’s sensitivity and immune
function, reducing its resistance to external stimuli and weakening it structurally.
However, dental pulp has a high capacity for functional regeneration and is essential for
the maintenance and repair of periodontal tissue in response to different types of damage.

Its preservation is therefore of great importance.

Various studies have presented new alternatives to conventional endodontic
treatments. Regenerative endodontic therapy is considered one such alternative,
especially for young teeth with immature roots and open apices, which pose challenges
due to their fragility. This therapy is based on a biological approach that aims to replace

the damaged pulp-dentin complex with new vital tissue.

The clinical potential of stem cells in the regeneration of damaged pulp tissue is
currently the focus of numerous studies. Stem cells have several promising
characteristics, such as their differentiation potential, high proliferation rate, and
immunosuppressive properties, which make them a viable solution for pulp regeneration
therapies. Recently, significant progress has been made in pulp regeneration through
tissue engineering, combining stem cells, biomaterials, and growth factors, opening new
perspectives for the success of this treatment. The aim of this narrative review is to
explore in depth the use of stem cells derived from dental pulp and their effects on the

regeneration therapy of pulp tissues.

Keywords: “stem cells”; “dental pulp”; “regenerative endodontics”; “tissue

engineering”.






RESUME

Les caries dentaires provoquent des 1ésions au niveau de la structure dentaire et,
dans les cas graves, peuvent entrainer une nécrose pulpaire. Traditionnellement, le
traitement consiste en I’ablation du tissu pulpaire, ce qui entraine la perte de la vitalité de
la dent et la rend plus fragile. Méme lorsque le traitement est un succes, la perte de vitalité
pulpaire compromet la sensibilité et la fonction immunitaire de la dent, réduisant sa
résistance aux stimuli externes et fragilisant sa structure. Cependant, la pulpe dentaire
possede une grande capacité de régénération fonctionnelle et joue un rdle essentiel dans
le maintien et la réparation du tissu parodontal en réponse a différents types de dommages.

Sa préservation est donc d’une grande importance.

Diverses ¢tudes ont présent¢ de nouvelles alternatives aux traitements
endodontiques conventionnels. La thérapie endodontique régénérative est considérée
comme I’une de ces alternatives, notamment pour les dents jeunes présentant des racines
immatures et des apex ouverts, qui posent des défis en raison de leur fragilité. Cette
thérapie repose sur une approche biologique visant a remplacer le complexe pulpo-

dentinaire endommagé par un nouveau tissu vital.

Le potentiel clinique des cellules souches dans la régénération du tissu pulpaire
endommagé fait actuellement I’objet de nombreuses études. Les cellules souches
présentent plusieurs caractéristiques prometteuses, telles que leur potentiel de
différenciation, leur taux de prolifération élevé et leurs propriétés immunosuppressives,
ce qui en fait une solution viable pour les thérapies de régénération pulpaire. Récemment,
des progrés significatifs ont été réalisés dans la régénération pulpaire grace au génie
tissulaire, combinant cellules souches, biomatériaux et facteurs de croissance, ouvrant
ainsi de nouvelles perspectives pour le succes de ce traitement. Le but de cette revue
narrative est d’explorer en profondeur 1’utilisation des cellules souches dérivées de la

pulpe dentaire et leurs effets sur la thérapie de régénération des tissus pulpaires.

Mots-clés:  “cellules souches”; “pulpe dentaire”; “endodontie régénérative” ;

“ingénierie tissulaire”.
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Introducdo

I- INTRODUCAO
1. Aslesdes pulpares: caries profundas e lesdes periapicais

A polpa dentéria ¢ um tecido conjuntivo altamente especializado, situada no centro
do dente, que desempenha um papel essencial na vitalidade do dente, assegurando a
inervacdo, vascularizacdo e a defesa imunitaria dos tecidos dentdrios (Ghannam et al.,
2023). Num dente saudavel, existe uma camada protetora de esmalte que impede a
invasao de microrganismos através da dentina e até a polpa (Galler et al., 2021). A figura

1 mostra a localizag¢@o da polpa dentdria no interior de um molar humano.

Esmalte
Dentina
Odontoblastos

COROA

Gengiva

N

Camara pulpar

Canal radicular

Cemento

RAIZ
[T

Osso

fa

Vasos sanguineos e nervos

Apex

Figura 1 Diagrama de uma sec¢do de um molar humano adulto.
O esmalte e a dentina envolvem a polpa dentaria, a qual ¢ predominantemente constituida por fibroblastos
e contém a vascularizacdo ¢ a inervagdo responsaveis pela nutri¢do e sensibilidade do dente (adaptado de

Sharpe, 2016).

A carie dentaria ¢ uma doenca induzida por um biofilme microbiano, alimentado
por uma ingestdo de hidratos de carbono fermentaveis, que produz metabdlitos acidos
capazes de se disseminar através do esmalte e da dentina, iniciando respostas imunitarias
pulpares mesmo antes de as bactérias atingirem a camara pulpar (Duncan et al., 2019;
Pohl et al., 2024). Estes produtos bacterianos ativam mecanismos inflamatdrios locais

que podem evoluir para uma pulpite (Galler et al., 2021).
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Os efeitos das células estaminais derivadas da polpa dentdria na terapia endodontica regenerativa

A inflamagdo pulpar pode apresentar-se de forma reversivel ou irreversivel. A
forma reversivel caracteriza-se por uma inflamac¢do ligeira a moderada, que regride
quando se elimina o fator agressor. Ja a pulpite irreversivel ocorre quando hd uma
infeccdo bacteriana que ultrapassa o ponto de retorno e compromete de maneira

permanente, a capacidade de regeneragdo de polpa. (Ghannam et al., 2023).

A gravidade da cérie influencia diretamente o risco de exposicdo pulpar. De
acordo com a Sociedade Europeia de Endodontia (European Society of Endodontology,
ESE), uma cérie ¢ considerada profunda quando existe evidéncia radiografica de uma
carie a atingir o ter¢o interno ou o quarto interno da dentina, o que aumenta o risco de
envolvimento pulpar e exige uma avaliacdo cuidadosa da vitalidade tecidular (Duncan et

al., 2019).

Se a contaminagdo bacteriana atinge a polpa, pode provocar uma inflamagao
irreversivel, conduzindo a necrose pulpar. Esta infecdo pode, em seguida, estender-se a
polpa radicular causando uma periodontite apical (Farges, 2015; Pohl et al., 2024). A
polpa dentaria, estando confinada por tecido mineralizado, reage inicialmente com um
aumento da pressdo intracanalar, que se estende ao apice radicular, podendo provocar
assim um abcesso periapical (Shah et al., 2020). As lesdes periapicais podem manifestar-
se clinicamente como granulomas apicais ou quistos radiculares e ambas tém origem
inflamatéria. Assim, a mesma etiologia, a necrose pulpar, conduz a diferentes patologias

clinicas (Galler et al., 2021).

Adicionalmente, a necrose pulpar em dentes permanentes imaturos constitui um
verdadeiro desafio clinico, pois interfere com o desenvolvimento radicular. A interrupgao
da fisiologia normal da polpa impede a maturagdo do apice radicular e compromete a
resisténcia estrutural do dente, aumentando o risco de fraturas cervicais ou verticais

(Lambrichts et al., 2017; Peng et al., 2017).
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Introducdo

2. Terapias endodonticas convencionais € os seus limites

Perante uma pulpite irreversivel ou necrose pulpar, a solugdo terapéutica mais comum
¢ o tratamento endododntico ndo cirargico. O tratamento endodontico (Root Canal
Treatment, RCT) tem como objetivo eliminar os tecidos infectados de forma a reduzir a
pressdo intracanalar ao nivel da polpa dentédria e aliviar a dor (Shah et al., 2020). O
objetivo do RCT ¢ limpar, conformar e selar tridimensionalmente o sistema canalar para

eliminar a infec¢do existente ou prevenir uma reinfeccdo (Karamifar et al., 2020).

Apesar da sua eficacia, o RCT apresenta limitagdes clinicas. Entende-se por falha
endoddntica o reaparecimento dos sintomas clinicos e a presenca de radiotransparéncia
periapical (Karamifar et al., 2020). Além disso, este tratamento tecnicamente exigente
pode provocar efeitos secundarios indesejaveis como descoloragdo da coroa, fratura
radicular ou persisténcia de inflamag¢ao periapical (Duncan et al., 2019). Relativamente
aos dentes permanentes imaturos com apices abertos, o objetivo principal € preservar a
polpa para promover a maturagdo radicular e reduzir o risco de fraturas radiculares
cervicais e verticais (Meschi et al., 2020). Historicamente, a apexificacao foi o tratamento
de referéncia para dentes imaturos necroticos, mas nao permite o desenvolvimento
completo da raiz nem o espessamento das paredes dentindrias (Murray, 2022). A
apexificacdo refere a aplicacdo de uma barreira mineralizada, como o MTA (Mineral
Trioxide Aggregate), que permite o encerramento do apice radicular, mas sem promover
a maturagdo radicular nem restaurar as fungdes vitais do tecido pulpar (Siddiqui et al.,

2021).

Em resposta a estas limitagdes, abordagens mais conservadoras ganharam
popularidade, nomeadamente os tratamentos pulpares vitais (Vital pulp therapy, VPT).
Estas técnicas, como a protecao pulpar direta ou indireta, pulpotomia ou apexogénese,
visam preservar a vitalidade do tecido pulpar remanescente, especialmente em pacientes
jovens cujos dentes apresentam um apice imaturo (Kahler et al., 2023). O procedimento
de tratamento da polpa ¢ decidido em funcao da profundidade da inflamagao pulpar e do
desenvolvimento radicular (Shah et al., 2020), como ilustrado na figura 2. O tratamento
dos dentes permanentes imaturos necrosados representa um desafio importante, uma vez
que a conclusdo de desenvolvimento radicular ¢ afetada pelas perturbacdes da fisiologia
normal da polpa. Os procedimentos endoddnticos modernos visam manter a vitalidade do

tecido pulpar e induzir a sua regeneracao (Lambrichts et al., 2017).
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Os efeitos das células estaminais derivadas da polpa dentdria na terapia endodontica regenerativa

A. Protecdo pulpar direta

—Polpa vital
- MTA
_Exposicao
3 pulpar  Dentina s3 (L Cimento de ionémero de vidro

~Fractura ~ Resina composta

B. Pulpotomia

Amputacdo da polpa

é Restauragdo coronaria
coronaria

permanente
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Cimento de 6xido de
wl zinco e eugenol
ﬁ {\ ﬂ H Polpa vital
C. Pulpectomia
Instrumentagao R ” g
Cérie dos canais estauragdo coronaria

Gutta Percha permanente

Polpa infetada ﬁ % \
AR

Figura 2 Esquema do conceito atual de terapia pulpar.

(A) Protecio pulpar direta. E uma técnica utilizada para evitar a necrose da polpa dentaria quando se

encontra ligeiramente exposta. (B) Pulpotomia. E um procedimento minimamente invasivo, indicado
clinicamente em casos de pulpites sem envolvimento patologico das raizes. (C) Pulpectomia. Consiste
num tratamento endoddntico que implica a remogdo completa do tecido pulpar. (adaptado de Kwack &

Lee, 2022).

Em comparagdo com o tratamento endoddntico convencional (RCT), as VPT
apresentam varias vantagens terapéuticas: sdo mais rapidas, tecnicamente menos
exigentes e associadas a menos efeitos indesejaveis. Nesta Otica, as estratégias modernas
de preservacdo da polpa impdem-se como solugdes menos invasivas € mais
conservadoras, particularmente adequadas a dentes jovens ou em casos em que a

vitalidade pulpar ainda pode ser mantida (Duncan et al., 2019).
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3. Rumo a uma regeneragao pulpar: potencial das células estaminais dentarias

A preservagao da vitalidade pulpar ¢ atualmente um dos fundamentos das abordagens
modernas em medicina dentaria conservadora e endodontia. Permite manter as func¢des
essenciais da polpa, nomeadamente a dentinogénese primdaria e secundaria, os
mecanismos de defesa através da dentinogénese terciaria, bem como as fungdes
proprioceptivas do dente. Estas funcdes asseguram a longevidade do dente e a

estabilidade dos tecidos envolventes (Bjorndal et al., 2019; Duncan et al., 2019).

Esta opcdo terapéutica baseia-se numa melhor compreensao da capacidade da polpa
se defender e regenerar. Quando o agente irritante ¢ eliminado, a polpa conserva a
capacidade e o potencial de ativar os seus mecanismos de defesa, através do aumento da
atividade dos odontoblastos existentes (dentinogénese terciaria reacional), ou pelo
recrutamento de células progenitoras capazes de se diferenciar em células do tipo
odontoblastico e de produzir dentina reparadora (dentinogénese tercidria reparadora)
(Bjorndal et al., 2019; Zhang & Yelick, 2021). Dependendo da intensidade e
profundidade da invasdo bacteriana, as células pulpares viaveis sdo capazes de iniciar um
processo de reparagdo via resposta inflamatoria (Shah et al., 2020). No entanto, se a
inflamacao se tornar crénica, pode provocar uma perda funcional permanente do tecido e
uma diminui¢ao das capacidades de defesa, comprometendo assim a viabilidade pulpar a

longo prazo (Fages et al., 2015).

As técnicas regenerativas como o REP (Regenerative Endodontic Procedure) surgem
atualmente como uma alternativa com o objetivo de restaurar a funcao pulpar e permitir
o desenvolvimento radicular completo (Shah et al., 2020). Este processo envolve as
células estaminais da polpa (Dental Pulp Stem Cells, DPSC), capazes de se dividir,
manter a sua niche e participar na formacao de novos tecidos pulpares e pontes de dentina
(Zhang & Yelick, 2021). O REP reflete uma estratégia inovadora, baseada nos principios
da engenharia tecidular, abrindo caminho a uma endodontia menos invasiva, mais
respeitadora da biologia pulpar e potencialmente mais duradoura a longo prazo (Duncan

etal., 2019).
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Perante as limitagdes dos tratamentos endoddnticos convencionais € a emergéncia das
terapias regenerativas, € essencial compreender os mecanismos bioldgicos subjacentes a
regeneracdo pulpar. Restaurar eficazmente a vitalidade dentaria requer um conhecimento
aprofundado da estrutura, das funcdes e da dindmica celular da polpa, bem como dos
processos de vascularizagdo, inervagao e resposta imunitaria envolvidos na reparagao

tecidular.
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II- DESENVOLVIMENTO

1. Mecanismos biologicos da regeneracdo pulpar

1.1. Estrutura e fungdes da polpa dentaria

A polpa dentdria ¢ uma massa de tecido conjuntivo altamente vascularizado e
inervado, situada no centro do dente, num espaco fechado por tecidos mineralizados,
incluindo a dentina, o esmalte ¢ o cemento, € mantém a homeostasia ¢ a viabilidade do
dente (Shi et al., 2023). Este confinamento cria um ambiente de baixa capacidade de
distensdo, isso significa que qualquer aumento de volume, ndo pode ser facilmente
acomodado. O que limita a expansao tecidular e aumenta a sensibilidade as variagdes de
pressao, nomeadamente em casos de pulpite (Chung et al., 2013; Pohl et al., 2024). Como
ilustrado na figura 1, distinguem-se classicamente duas regides, a polpa corondria,
situada na coroa dentaria, incluindo os cornos pulpares, e a polpa radicular, que se estende

do colo do dente até ao apice, no interior do canal radicular (Ghannam et al., 2023).

1.1.1. Vascularizagdo pulpar

A polpa ¢ irrigada por arteriolas que penetram pelo foramen apical provenientes
do periodonto. Estas arteriolas atravessam a polpa radicular, formam 1 a 2 ramos
principais na camara pulpar e depois ramificam-se num plexo capilar periférico

localizado sob a camada de odontoblastos (Ghannam et al., 2023).

A polpa apresenta uma pressao tecidular elevada, mas o seu fluxo capilar ¢
importante, permitindo uma drenagem eficaz e a defesa contra agentes patogénicos pela
eliminacdo de toxinas através dos tubulos dentindrios. A regulacdo deste fluxo ¢
assegurada principalmente por metabolitos locais e, em menor grau, pela inervagao

simpatica (Rechenberg et al., 2016).
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1.1.2. Inervacdo e papel sensorial

A inervagdo pulpar inclui fibras simpaticas ndo mielinizadas, as fibras C, que
provém do ganglio cervical superior e sdo responsaveis pela vasoconstrigao das arteriolas.
Inclui também fibras sensoriais aferentes mielinizadas, as fibras A, originarias dos ramos
maxilar e mandibular do nervo trigémio, que sdo responsaveis pela detec¢do de estimulos
térmicos, mecanicos e nociceptivos. Estas ultimas ramificam-se sob a zona rica em
células para formar o plexo de Raschkow. As suas terminac¢des nervosas livres, nao
mielinizadas, estendem-se através da zona de Weil, acelular, até se localizarem perto dos
odontoblastos, podendo por vezes projetar-se nos tibulos dentindrios (Ghannam et al.,

2023 ; Pohl et al., 2024).

Os axoénios da polpa e os neurénios dos ganglios trigeminais que os inervam
expressam varios receptores e canais idnicos que sdo ativados por estimulos térmicos,

quimicos e mecanicos (Bae & Yoshida, 2020).

1.1.3. Organizacao histolégica

A polpa estd dividida em véarias zonas funcionais. Primeiro, a camada
odontobléastica, alinhada na interface dentina-polpa, composta por células colunares, os
odontoblastos, cuja fun¢do principal € o desenvolvimento da dentina. Estes odontoblastos
possuem prolongamentos que se estendem pelos tibulos dentinarios. Segundo, a zona de
Weil, acelular, rica em capilares e fibras nervosas. Segue-se a zona rica em células, que
contém fibroblastos e células mesenquimais indiferenciadas, responsaveis por apoiar os
odontoblastos através da sua capacidade de proliferagdo e diferenciagdo. Estas células
podem também evoluir para fibroblastos ou macrofagos (Ghannam et al., 2023).
Finalmente, o centro pulpar, que contém uma matriz extracelular composta por coldgeno
tipo I e IIl, &cido hialurénico, proteoglicanos e agua, lembrando um tecido mesenquimal

gelatinoso (Goldberg, 2010; Pohl et al., 2024).
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1.1.4. Composicao celular

A polpa apresenta uma grande diversidade celular, onde se encontram os
fibroblastos pulpares dentarios, o tipo celular mais abundante. Estes produzem a matriz
extracelular, participam na angiogénese ao produzir e libertar fatores de crescimento
angiogénicos como o fator de crescimento endotelial vascular (Vascular endothelial
growth factor, VEGF) e o fator de crescimento dos fibroblastos (Fibroblast growth factor
2, FGF-2), assim como na imunomodulagdo e¢ na repara¢io dentina-polpa (Alvarez-

Vasquez & Castafieda-Alvarado, 2022).

Os odontoblastos sdo células especializadas que produzem a dentina e possuem
prolongamentos nos tubulos dentinarios. Existem também as células estaminais pulpares,
localizadas em nichos perivasculares, apresentando propriedades mesenquimais e

neurais, devido a sua origem na crista neural (Galler et al., 2021).

1.1.5. Fung¢do imunitaria e vigilancia tecidular

A polpa contém células imunitarias residentes, mesmo na auséncia de agressao,
tais como neutrofilos, macréfagos, células dendriticas, assim como linfocitos T (CD4+,
CD8+), B, NK e T reguladores (Pohl et al., 2024). Estas células colaboram com os
fibroblastos, as células estaminais e os odontoblastos para assegurar uma defesa local
rapida perante agressdes microbianas, fazendo da polpa um tecido altamente
especializado e no mesmo tempo, imunocompetente (Galler et al., 2021; Rechenberg et

al., 2016).
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1.2. Histologia da formacao dos tecidos pulpares

1.2.1. Origem embrionaria e sinalizacdo do desenvolvimento

O desenvolvimento da polpa dentaria estd intimamente ligado ao desenvolvimento
geral do dente, a odontogénese. E depende de uma sinalizagdo celular entre dois tecidos
dentarios, o epitélio oral e o mesénquima envolvente (Ghannam et al., 2023; Zhang &

Yelick, 2021).

A polpa dentaria ¢ um tecido conjuntivo mole de origem mesenquimal, derivado
da crista neural. Desenvolve-se a partir da papila dentaria, originada das células
mesenquimais induzidas pelo epitélio oral durante a organogénese (Galler et al., 2021;
Shah et al., 2020). Estas interagdes epitélio-mesenquimais bidirecionais sdo essenciais

para a iniciacdo e progressao do desenvolvimento dentario (Ghannam et al., 2023).
1.2.2.  Os estadios do desenvolvimento.

Como ilustrado na figura 3 a dentinogénese comeca com um espessamento do epitélio
oral, seguido da condensacao das células mesenquimais subjacentes, e depois progride
para estadios morfoldgicos distintos (Thesleff, 2013). O desenvolvimento da polpa ocorre

em trés etapas principais (Ghannam et al., 2023):

A. Estadio do botdo (bud stage): Esta fase come¢a na oitava semana de vida

intrauterina com o aparecimento dos 6rgaos do esmalte. As células epiteliais da
lamina dentaria proliferam e formam uma proje¢do em forma de botdo no
ectomesénquima adjacente.

B. Estadio do capuz (cap stage): o botdo epitelial alarga-se formando uma superficie

concava. Nesta fase, as células epiteliais orais formam os 6rgaos do esmalte, ¢ as
c¢lulas mesenquimais formam a papila dentéria, futura polpa.

C. Estadio do sino (bell stage): esta ¢ a etapa de morfodiferenciacdo e histo-

diferencia¢do da polpa. As células localizadas na periferia da papila dentaria
diferenciam-se em odontoblastos, iniciando assim a forma¢dao da dentina, a

dentinogénese (Ghannam et al., 2023; Rathee & Jain, 2023).
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Figura 3 O processo de desenvolvimento dentario.

A placodia dentéria e os nds do esmalte atuam como centros de sinalizagdo que regulam a morfogénese

dentéria (adaptado de Thesleff, 2013).

1.2.3. Vascularizacao, inervagao e diferenciacao odontoblastica.

A vascularizagdo e inervacao da papila dentaria, que posteriormente se tornard a
polpa, caracteriza-se por uma elevada densidade celular desde o estadio inicial do botdo
e ¢ composta principalmente por fibroblastos. Os vasos sanguineos e as fibras nervosas
associadas estabelecem-se cedo na papila, fornecendo nutrigdo ao 6rgao em crescimento.
Inicialmente localizados no centro, os vasos e nervos estendem-se progressivamente para

a periferia (Ghannam et al., 2023).

A diferenciagdo dos odontoblastos marca a transi¢do entre a papila dentéria e a
polpa. Estas células pds-mitoticas, altamente polarizadas, secretam uma matriz
colagénica denominada pré-dentina, que se mineraliza posteriormente para formar a
dentina (Galler et al., 2021). Este processo de formacdo ocorre fisiologicamente e
continuamente, para além do desenvolvimento inicial, com a formacdo da dentina

primaria durante a morfogénese radicular, e da dentina secundaria, que ¢ produzida
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lentamente ao longo da vida. Cada odontoblasto possui um prolongamento citoplasmatico
na matriz mineralizada, formando os tubulos dentinarios, caracteristica histologica

principal da dentina (Galler et al., 2021; Pohl et al., 2024).

A dentina ¢ composta por cerca de 70% de fase mineral (hidroxiapatita), 20% de
matriz organica (principalmente coldgeno tipo I) e os restantes 10% sdo agua.
Aproximadamente 10% da fase orgénica ¢ constituida por proteinas nido colagénicas

especificas, que regulam a mineralizagdo (Goldberg, 2010).

1.2.4. Complexo dentina-polpa.

O complexo dentina-polpa constitui uma unidade bioldgica indissociavel, tanto a
nivel funcional como ao nivel do desenvolvimento (Galler et al., 2021; Pohl et al., 2024).
A polpa fornece as células, os nutrientes e os sinais necessarios para a formagdo e
reparagao da dentina, enquanto a dentina protege mecanicamente a polpa. Esta ligacao
estreita ¢ particularmente importante durante o desenvolvimento radicular, em que a

polpa deve permanecer funcional para assegurar a formagdo completa da raiz (Galler et

al., 2021; Shah, 2020).

1.2.5. Origem das células estaminais pulpares

As DPSCs, envolvidas na regeneracao pos-natal, poderao derivar dos pericitos
presentes nas nichos perivasculares. Outras hipdteses sugerem uma origem glial,
indicando uma transi¢do glia-MSC a partir de células associadas aos nervos periféricos
durante o desenvolvimento dentario. Estes dados reforcam a ideia de que a polpa nio ¢é
apenas um tecido de suporte, mas também uma fonte dinamica de células regenerativas,

de origem neuroectodérmica (Zhang & Yelick, 2021).
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1.3. Os desafios da regeneragdo vascular e nervosa

A revascularizacdo e a reinervacdo sdo etapas essenciais para o sucesso da
regeneragdo pulpar. A vascularizagdo e a inervagdo, intimamente ligadas, sdo
indispensaveis para a sobrevivéncia celular, a homeostasia do tecido regenerado, a
percepcao sensorial e a defesa imunitaria local (Bae & Yoshida, 2020; Zhang & Yelick,
2021).

A polpa dentaria ¢ descrita como um tecido altamente vascularizado situado num
ambiente inextensivel, rodeado pelas paredes da dentina, tendo como unico acesso o
foramen apical. Este ambiente confinado acentua a necessidade de um sistema

vasculonervoso funcional rapidamente estabelecido (Rombouts et al., 2016).

Um desafio importante para a regeneracao vascular e nervosa na polpa dentaria inclui
a incapacidade de ultrapassar os limites anatdmicos do fornecimento sanguineo. Nas
abordagens baseadas no “cell homing”, que detalharemos mais adiante, um problema
recorrente ¢ o tamanho necessario do foramen apical para uma revascularizagao pulpar

adequada, dado que o fornecimento vascular nos dentes ¢ limitado por este foramen

(Lambrichts et al., 2017).

1.3.1. Revascularizagdo pulpar

Como mencionado anteriormente, a polpa dentdria ¢ um tecido altamente
vascularizado. A sua regeneracao exige a reconstru¢ao rapida de uma rede capilar capaz
de assegurar as trocas gasosas, a oxigenacao, o fornecimento de nutrientes e a eliminagdo

de residuos (Rombouts et al., 2016; Silva et al., 2017).

A angiogénese ¢ a formacdo de novos vasos a partir de vasos ja existentes. Este
processo ¢ regulado por fatores de crescimento angiogénicos, tal como o VEGF, o FGF-
2, e o fator de crescimento derivado de plaquetas (Platelet-derived growth factor, PDGF),
que estdo presentes na matriz dentindria e podem ser libertados durante a sua degradagdo

(Dissanayaka & Zhang, 2017).
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1.3.2. Reinervagao pulpar

A polpa é também um tecido altamente inervado, composto principalmente por
fibras sensoriais responsaveis pela percep¢do de estimulos mecénicos, térmicos e
dolorosos (Bae & Yoshida, 2020). Estas fibras também desempenham um papel trofico e
imunomodulador. Assim, a regeneracdo nervosa constitui um objetivo central na

formag¢ao de um tecido pulpar vital e funcional (Wei et al., 2022; Zhang & Yelick, 2021).

1.4. Resposta imunitdria e papel na cicatrizagao ou falha regenerativa

A polpa dentdria, confinada num espaco restrito pelos tecidos dentérios
mineralizados, responde com grande sensibilidade as agressdes, caries, traumatismos ou
estimulos quimicos. Esta resposta, que combina mecanismos inflamatorios inatos e
adaptativos, desempenha um papel determinante no desfecho do processo regenerativo

(Demarco et al., 2011).

1.4.1. Deteccao de patogenos e ativacao da imunidade inata

O sistema imunitdrio inato reconhece componentes microbianos conservados,
comuns a um vasto conjunto de agentes patogénicos, desencadeando uma resposta
inflamatéria poucos minutos apds a exposi¢ao. Para além disso, desempenha um papel
essencial na ativacao e orientacdo da resposta imunitaria adaptativa (Kaur & Secord,

2021).

Os odontoblastos, situados na fronteira dentina-polpa, sdo as primeiras células
expostas aos produtos bacterianos que se difundem através dos tibulos dentinarios.
Reconhecem estes PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) através dos seus
PRR (Pattern Recognition Receptors), como os TLRs e os NLRs, o que desencadeia a
secrecdo de citocinas, quimiocinas e péptidos antimicrobianos como o 6xido nitrico e as
B-defensinas (Cooper et al., 2014; Farges et al., 2015; Galler et al., 2021). Esta ativagdo
permite o recrutamento de células imunitarias tal como os macréfagos e as células

dendriticas (Shah et al., 2020).
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1.4.2. Cascata inflamatoria e papel das células imunitarias

A resposta inflamatoria inicial mobiliza os neutrofilos, os primeiros a serem
recrutados nos tecidos pulpares (Pohl et al., 2024). Estes participam na fagocitose,
libertam os armadilhas extracelulares dos neutrofilos (Neutrophils Extracellular Traps,
NET) e enzimas lisossomais que podem causar danos colaterais (Cooper et al., 2017;
Rechenberg et al., 2016). Seguem-se os macrofagos, que se diferenciam em fendtipos M1
(pro-inflamatorios) ou M2 (anti-inflamatorios e reparadores) (Shah et al., 2020). As
células dendriticas migram para os ganglios linfaticos para ativar os linfocitos T (Pohl et

al., 2024).

Os linfocitos T e B sdo entdo recrutados progressivamente. Os T CD4+
diferenciam-se em células Thl e Th2, dependendo das citocinas presentes, o que
influencia o equilibrio entre inflamacdo e resolugdo (Shah et al., 2020). A presenca de

mastdcitos e eosinofilos mantém-se marginal (Pohl et al., 2024).

1.4.3. Ligac¢ao entre inflamacao e cicatrizacao

A inflamagdo ¢ um componente importante do processo de reparagao e
regeneracdo do tecido pulpar dentario. Trata-se de um mecanismo de defesa e de um pré-
requisito para a reparagdo, pois a estimulacdo dos odontoblastos remanescentes produz
dentina tercidria reacional. Em caso de lesdo mais profunda com destruicdo dos
odontoblastos, as células estaminais da polpa sdao recrutadas para formar dentina
reparadora (Bjerndal, 2019; Sharpe, 2016). No entanto, este processo ¢ comprometido
pela presenca de agentes patogénicos ou dos seus produtos, como os lipopolissacarideos

(LPS), que alteram a diferenciagao celular e a mineralizagdo (Meschi et al., 2020).

A polpa também pode detectar sinais enddgenos (e.g. Damage Associated
Molecular Pattern, DAMP) provenientes de células necroticas, que ativam os receptores
intracelulares ¢ desencadeiam a formag¢dao de inflamassomas, conduzindo a uma

inflamacao cronica (Pohl et al., 2024).
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1.4.4. Riscos e faléncia regenerativa

A transi¢do entre uma inflamacdo protetora e uma inflamagdo cronica esta
regulada por um equilibrio. Quando a resposta inflamatoria se torna prolongada ou
excessiva, conduz a alteragdo dos tecidos pulpares, inibe a diferenciagdo das células
estaminais e compromete a cicatrizacao (Cooper et al., 2014; Galler et al., 2021). Um dos
objetivos da endodontia regenerativa ¢ a manutencao da vitalidade pulpar, que depende

de uma resolugao rapida e eficaz da inflamagao (Duncan et al., 2019).

O estudo dos mecanismos bioldgicos envolvidos na regeneracao pulpar, incluindo
a complexidade da arquitetura vascular e nervosa, bem como a dinamica da resposta
imunitéria, evidencia os desafios a superar para uma restauracao funcional e duradoura
dos tecidos pulpares. Estes elementos conduzem ao surgimento de estratégias terapéuticas
inovadoras. Assim, a regeneragdo endodontica assenta nos principios da engenharia

celular para promover uma reconstru¢ao tecidular funcional.
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2. Regeneragao endodontica

As REPs visam resolver a doenga, restaurar os tecidos imunocompetentes perdidos e
gerar tecidos ndo desenvolvidos tais como a finalizacdo do desenvolvimento da raiz e da
polpa associada. Como salienta a AAE (American Association of Endodontists), o
objetivo desta terapia regenerativa ¢ triplo: a resolugdo dos sinais e sintomas da
periodontite apical, o desenvolvimento da raiz e o restabelecimento das respostas de

vitalidade (Meschi et al., 2020).

A endodontia regenerativa reine procedimentos bioldgicos concebidos para substituir
estruturas do complexo pulpo-dentinario danificadas, gragas a regeneracdo de um tecido

pulpar funcional, inervado e vascularizado (Meza et al., 2019; Xie et al., 2021).

Existe uma distin¢ao entre regeneracao e reparagdo. A regeneracao ¢ a restauracao de
um tecido danificado por um tecido semelhante ao original, com o retorno da funcao
biologica. Enquanto que a reparacdo ¢ a substituicdo de um tecido danificado por um
tecido diferente do original, frequentemente acompanhada de perda da fungao bioldgica
(Lin et al., 2021). Por exemplo, de uma perspetiva clinica, embora a vitalidade da polpa
dentaria possa ser preservada por procedimentos VPT, como a protecao pulpar direta ou
a pulpotomia, o tecido de reparacdo formada assemelha-se mais a um tecido conjuntivo
fibroso mineralizada (uma cicatriz) do que a dentina tubular verdadeira (Ricucci et al.,
2018). O objetivo final da endodontia regenerativa ¢ atingir uma verdadeira regeneracao,
o que significa a restauragdo do tecido a sua anatomia e funcao originais, envolvendo a
formag¢ao de dentina tubular, uma revascularizagdo suficiente e uma reinervagdo eficaz

(He et al., 2017).

A endodontia regenerativa ¢ particularmente indicada para dentes permanentes
imaturos que apresentam necrose pulpar, pois oferece o potencial para continuar o

desenvolvimento da raiz e reforgar as paredes dentinarias finas (Hargreaves et al., 2013).

Estes procedimentos de endodontia regenerativa correspondem a aplicacdo dos

principios da engenharia de tecidos ao dominio da endodontia.
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2.1.Principio da engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos ¢ um campo de investigacdo multidisciplinar, focado na
regeneragao em vez da reparacao. O seu objetivo ¢ restaurar, manter e regenerar tecidos
danificados ou perdidos, combinando os principios da biologia, da medicina e da
engenharia (Gong et al., 2016). Existem trés principios fundamentais nesta disciplina: as
células progenitoras, os fatores de crescimento e uma “matriz’”’ ou “scaffold” (Costa et al.,

2023).

Todos os tecidos bioldgicos sdo derivados de células estaminais. O primeiro elemento
necessario para a regeneracao de tecidos €, portanto, uma fonte de células estaminais
capazes de se diferenciar nos componentes do tecido desejado. Dependendo da sua
origem e potencial de diferenciacdo, as células estaminais dividem-se em varias
categorias, com diferentes aplicagdes clinicas e implicacdes éticas. No dominio da
regeneragao pulpar, a compreensao dos diferentes tipos de células estaminais e as suas
propriedades bioldgicas ¢ fundamental para desenvolver uma estratégia terapéutica

adequada.

2.2. As células estaminais.

As células estaminais (SC) sdao células indiferenciadas que possuem duas
propriedades fundamentais: a autorrenovagao e a diferenciacao em linhagens celulares
especializadas (Demarco et al., 2011; Nuti et al., 2016). Desempenham um papel
essencial no desenvolvimento embrionario, na regulacdo da homeostasia tecidular e na
reparagao de tecidos danificados (Hussain et al., 2022; Nuti et al., 2016). De acordo com
a sua origem e o seu potencial de diferenciacao, as células estaminais sao classificadas
em duas categorias: células estaminais embrionarias (ESC) e células estaminais adultas
ou pos-natais (ASC). As ESCs s@o obtidas a partir da massa celular interna do blastocisto
e tém potencial teratogénico. Sao pluripotentes, capazes de gerar todos os tipos celulares
do organismo, mas a sua utilizagdo ¢ limitada por consideragdes éticas devido a sua
derivacdo a partir de embrides pré-implantacionais (Ding et al., 2011). Em contrapartida,

as células estaminais adultas, entre as quais se incluem as células estaminais
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mesenquimais (MSC), representam uma fonte celular mais ética, acessivel e adequada

para a engenharia de tecidos (Hussain et al., 2022).

As MSCs sdo um tipo celular altamente heterogéneo, com multiplas origens em
tecidos pos-natais. Estas células tém origem no mesoderma ou no ectoderma. Sao capazes
de dar origem a diversos tipos celulares, como adipocitos, condréceitos, osteoblastos e
miofibroblastos, em resposta a estimulos de diferenciagdo ou inflamatorios (Li et al.,
2023). As suas principais caracteristicas sdo a capacidade de autorrenovagdo, a
clonogenicidade e o potencial de diferenciagdo multipotente. Tém também a capacidade
de regular a resposta imunitaria e apresentam uma excelente capacidade de propagagao

sob condi¢des especificas in vitro (Ding et al., 2011).

As MSCs foram identificadas em varios tecidos adultos, nomeadamente na medula
Ossea, no tecido adiposo, mas também em tecidos de origem dentaria. Estes ultimos
oferecem uma vantagem consideravel, pois a acessibilidade relativa dos dentes extraidos
ou esfoliados permite o isolamento das MSCs dentédrias sem prejuizo para o paciente

(Kwack & Lee, 2022).

As células estaminais dentdrias (Dental stem cells, DSCs), embora pertencentes a
familia das MSCs, distinguem-se pela sua origem embrionaria. Provém principalmente
da crista neural, ao contrario da maioria das MSCs que tém origem mesodérmica (Li et

al., 2023).

As DSCs mantém as propriedades gerais das MSCs, tal como a autorrenovacao, a
plasticidade, a elevada capacidade de proliferacdo e o potencial de diferenciagdo em
linhagens osteogénicas, odontogénicas, neuronais ou vasculares (Kwack & Lee, 2022).
No entanto, as DSCs destacam-se por um elevado potencial proliferativo e uma
capacidade aumentada de diferenciagdo neuronal e odontogénica. Por outro lado,
apresentam um potencial reduzido para a diferenciagao condrogénica e adipogénica (Li

etal., 2023).

Devido a estas propriedades, as células estaminais dentérias revelam-se candidatas
ideais para abordagens de terapias regenerativas, nomeadamente nos dominios da

endodontia e da medicina regenerativa cranio-facial (Hussain et al., 2022).
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2.2.1. Tipos de células estaminais dentérias

As células estaminais de origem dentaria (DSCs) constituem uma categoria de
MSCs provenientes dos tecidos buco-dentarios, apresentando um forte potencial em
medicina regenerativa (Sharpe, 2016). Estas células possuem uma multipotencialidade
demonstrada in vitro, com a capacidade de se diferenciar em células odontoblésticas,
osteoblasticas, condrocitarias, adipocitdrias, neurais, miogénicas, fibroblasticas e
endoteliais, conferindo-lhes um amplo espectro de aplica¢cdes biomédicas (Hussain et al.,
2022; Mitsiadis et al., 2011; Nuti et al., 2016). Em particular, demonstraram a sua aptidao
para formar tecidos mineralizados, o que as torna candidatas ideais para terapias tisulares
nos dominios da endodontia, da periodontologia e da cirurgia reconstrutiva (Hussain et
al., 2022). No entanto, elas ndo sdo todas iguais em termos de propriedades fenotipicas e

funcionais (Sharpe, 2016).

As células estaminais dentarias pertencem a familia das células estaminais adultas
(ASCs), distintas das células estaminais embrionarias (ESCs) (Nuti et al., 2016). Ao
contrario das ESCs, cujo uso ¢ restringido por consideragdes ¢éticas e pela sua
impossibilidade de gerar certos tecidos extra-embrionarios (Demarco et al., 2011), as
ASCs, em particular as MSCs dentarias, sdo mais acessiveis e mais compativeis com uma

aplicagdo clinica (Hussain et al., 2022; Kwack & Lee, 2022).

Como ilustrado na figura 4, as DSCs foram isoladas a partir de numerosas
estruturas dentdrias humanas, nomeadamente: a polpa dos dentes permanentes (Dental
Pulp Stem Cells, DPSC), a polpa dos dentes temporarios esfoliados (Stem Cells from
Human Exfoliated Deciduous teeth, SHED), a papila apical dos dentes em
desenvolvimento (Stem Cells from Apical Papilla, SCAP), o ligamento periodontal
(Periodontal Ligament Stem Cells, PDLSC), e o foliculo dentario (Dental Follicle
Progenitor Cells, DFPC) (Costa et al., 2022; Demarco et al., 2011; Kwack & Lee, 2022;
Mitsiadis et al., 2011).
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Figura 4 Diagrama esquematico das diferentes fontes de onde podem ser isoladas células estaminais
dentarias.

As varias subpopulagdes de MSCs dentarias classificam-se de acordo com o tecido de origem: a partir do
proprio dente, as DPSCs podem ser obtidas da polpa dentaria de molares adultos (vermelho), da polpa de
dentes deciduos esfoliados (vermelho) e da papila apical (laranja); dos tecidos de suporte, podem ser
isoladas do foliculo dentario (roxo), do ligamento periodontal (verde), da gengiva (rosa) e também da

medula 6ssea (castanho) (adaptado de Granz & Gorji, 2020 ; Sharpe, 2016).

Outros tecidos orais, tais como a gengiva (Gingival Fibroblast Stem Cells, GFSC)
ou o tecido adiposo oral, também foram identificados como fontes potenciais de MSC. O
conjunto destas células, agrupadas sob o termo de MSC orais, desempenha um papel
chave na manuten¢do da integridade e da homeostasia dos tecidos orais, bem como na

sua reparacao apos lesao (Costa et al., 2022).

Entre estes tipos, as DPSCs foram as primeiras a ser isoladas, e a sua capacidade
de se diferenciar em odontoblastos funcionais e células endoteliais, assim como de
regenerar um tecido pulpar vascular em modelos pré-clinicos, abriu caminho para um
interesse crescente pelas células estaminais dentdrias na engenharia pulpar (Demarco et
al., 2011). Cada subtipo apresenta caracteristicas bioldgicas especificas conforme a sua
origem tecidular, influenciando o seu potencial de diferenciacdo e as suas aplicagdes

terapéuticas.
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2.2.1.1. Células estaminais do ligamento periodontal

O ligamento periodontal ¢ um tecido conjuntivo fibroso especializado que liga a
superficie radicular dos dentes ao osso alveolar. Desempenha um papel essencial no
suporte mecanico dos dentes, mantendo-os no seu alvéolo enquanto absorve as forgas
mastigatorias (Kwack & Lee, 2022). Este tecido apresenta uma populacao celular
heterogénea, incluindo células capazes de se diferenciar em cementoblastos e
osteoblastos, participando assim na renovacdo continua das estruturas periodontais

(Demarco et al., 2011).

Entre estas células, as células estaminais do ligamento periodontal foram
identificadas como uma subpopulacdo das células estaminais mesenquimais pos-natais.
Tal como as células estaminais de origem pulpar, as PDLSCs possuem propriedades de
multipoténcia, com capacidades de diferenciacdo osteogénica, adipogénica e

condrogénica (Demarco et al., 2011).

2.2.1.2. Células estaminais da papila apical

A papila apical ¢ um tecido situado na extremidade da raiz dos dentes em
desenvolvimento. Este tecido transitdrio, presente apenas durante a fase de crescimento
radicular, deriva da papila dentaria embrionaria, que ¢ também a origem da polpa dentaria
(Demarco et al., 2011). As SCAPs partilham vdrias caracteristicas bioldgicas com as
DPSCs e as SHEDs, nomeadamente uma heterogeneidade celular e uma capacidade de

diferenciagdo multipotente.

In vitro, as SCAPs demonstraram uma aptiddo para se diferenciar em
odontoblastos e osteoblastos, e em menor grau, em adip6citos. Podem também expressar
marcadores neuronais € miogénicos, o que evidencia a sua plasticidade (Demarco et al.,
2011). Estudos in vivo destacaram a sua capacidade de participar na formacao de
estruturas semelhantes ao cimento e ao ligamento periodontal, sugerindo o seu papel

potencial na regeneragdo da fixacao radicular (Kwack & Lee, 2022).
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A nivel funcional, as SCAPs distinguem-se pela sua capacidade de induzir a
formagao de dentina, o que as torna particularmente interessantes para abordagens de
regeneracdo pulpar e radicular, especialmente no caso de dentes imaturos (Demarco et
al., 2011). Sugere-se também que, tendo em conta a sua origem num tecido precursor da
polpa radicular, as SCAPs poderdo evoluir para DPSCs numa fase posterior do
desenvolvimento, o que faria delas uma populagdo de células estaminais mais primitiva
(Demarco et al., 2011). A sua capacidade para suportar a formacao radicular foi ainda
confirmada, aproximando-as ainda mais das DPSCs nas suas fungdes bioldgicas (Zhang

& Yelik, 2021).

2.2.1.3. Células estaminais do foliculo dentario

O foliculo dentario ¢ um tecido conjuntivo frouxo derivado do ectomesénquima
que envolve a papila dentaria e o 6rgao do esmalte durante o desenvolvimento do germe
dentario, antes da erup¢do do dente. Este tecido embrionario desempenha um papel

importante na formagao das estruturas de suporte do dente (Kwack & Lee, 2022).

As DFSCs foram identificadas como células progenitoras capazes de originar
cementoblastos, osteoblastos, bem como células do ligamento periodontal. O seu
potencial de diferenciacdo foi confirmado in vitro e in vivo, nomeadamente através de
modelos experimentais que utilizam implantes, nos quais as DFSCs demonstraram a sua
capacidade para produzir cimento e tecidos semelhantes ao ligamento periodontal

(Kwack & Lee, 2022).

2.2.1.4. Células estaminais de dentes deciduos esfoliados humanos

As células estaminais provenientes de dentes deciduos esfoliados, constituem uma
populagdo celular mesenquimatosa isolada a partir da polpa de dentes primarios
esfoliados espontaneamente ou extraidos (Demarco et al., 2011). Estes dentes, perdidos
durante a infancia, representam uma fonte acessivel e pouco invasiva de células
estaminais, oferecendo até vinte oportunidades de colheita por individuo, ao contrario dos

dentes do siso, limitados a quatro (Hussain et al., 2022).
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As SHEDs apresentam uma forte diferenciagdo osteogénica e uma capacidade
osteoindutora (Kunimatsu et al., 2018). Para além da sua diferenciagdo em osteoblastos,
adipdcitos, odontoblastos e células neuronais, as SHEDs partilham alguns marcadores
com células estaminais embriondrias, o que sugere uma plasticidade bioldgica avangada

(Hussain et al., 2022).

Do ponto de vista funcional, as SHEDs demonstraram uma grande capacidade de
regeneragao tecidular. In vitro, diferenciam-se em osteoblastos, € in vivo, sao capazes de
induzir a formagao de tecidos do tipo dentinario apds transplante, o que mostra o seu
potencial na regeneragdo pulpar e 6ssea (Su et al., 2016). Outra vantagem das SHEDs ¢ a
sua resisténcia a criopreservagdo. Mesmo apds descongelamento, mantém a sua

viabilidade e potencial de diferenciagdo, o que as torna um recurso valioso para a

medicina regenerativa (Kwack & Lee, 2022).

2.2.1.5. Células estaminais da polpa dentéria

As células estaminais da polpa dentaria sdo um dos primeiros tipos de células
estaminais dentérias identificadas e caracterizadas. Foram isoladas pela primeira vez em
2000 por Gronthos et al. a partir da polpa de terceiros molares inclusos (Gronthos et al.,

2000; Nuti et al., 2016).

Durante o desenvolvimento embriondrio precoce, as células da crista
mesenquimal migram para os arcos branquiais do sistema nervoso, indicando que as
DPSCs descendem de células da crista neural. Portanto, t€ém uma origem
ectomesenquimatosa (Hussain et al., 2022). Estdo localizadas no tecido conjuntivo da
polpa dos dentes adultos e representam uma fragdo minoritdria da populacdo celular

pulpar, sendo que o seu namero tende a diminuir com a idade (Costa et al., 2022).

As DPSCs formam uma populacdo heterogénea, caracterizada por uma
morfologia do tipo fibroblastica e pela capacidade de aderirem ao plastico em cultura.
Podem ser isoladas por digestdo enzimatica ou por migragdo celular a partir do tecido
pulpar colocado em cultura (Lambrichts et al., 2017). Sdo obtidas a partir de dentes

permanentes extraidos em ambiente estéril, mais frequentemente dentes do siso, ou
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durante pulpotomias quando o dente ¢ conservado (Costa et al., 2022; Hussain et al.,

2022).

As DPSCs sdao comumente identificadas pela expressao de marcadores de
superficie associados as células estaminais mesenquimatosas (e.g. CD73, CD90, CD105,
CD146 e STRO-1) e pela auséncia de alguns marcadores hematopoiéticos (e.g. CD14,
CD19, CD34 e CDA45) (Lambrichts et al., 2017; Mattei et al., 2015). Expressam
igualmente componentes da matriz extracelular, como vimentina, fibronectina, laminina

e diferentes tipos de colagénio (Mitsiadis et al., 2011).

2.2.2. Caracteristicas das DPSC

2.2.2.1.Localiza¢ao e identificagdo

Como mencionado anteriormente, as DPSCs sdo uma populagdo celular
heterogénea, localizada na zona central da polpa dentéaria. Este compartimento celular
especializado diminui naturalmente com a idade, em consequéncia do fenomeno de
calcificagao (Costa et al., 2022). As DPSCs sdo frequentemente isoladas por digestao
enzimatica ou por cultura através de migragdo celular. O método de isolamento por
coldnias ¢ o mais utilizado, permitindo obter um elevado rendimento celular, um fator
importante para a terapéutica regenerativa (Kawashima et al., 2017). Estas células sdo
obtidas a partir de terceiros molares extraidos, dentes deciduos esfoliados ou dentes

supranumerarios (Lambrichts et al., 2017; Zhang & Yelick, 2021).

Estas células apresentam uma morfologia fibrobléstica caracteristica e possuem
uma elevada capacidade clonogénica, com a capacidade de aderir a superficies plasticas
e formar coldnias em cultura (Demarco et al., 2011). Expressam marcadores de superficie
tipicos das células estaminais mesenquimatosas tal como CD29, CD44, CD59, CD73,
CD90, CD105, CD146 e STRO-1 (Mattei et al., 2015; Mitsiadis et al., 2011). Embora nao
sejam especificos das DPSCs, o seu perfil ¢ coerente com um elevado potencial
regenerativo. Além disso, a presenga de marcadores neurovasculares como glia-2, assim
como certos marcadores hematopoiéticos (e.g. CD117), sublinha a sua implicagdo na

regeneragdo neurovascular (Hussain et al., 2022).
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2.2.2.2. Caracteristicas biologicas

As DPSCs sdo de origem ectodérmica, derivadas das células da crista neural
migratérias durante o desenvolvimento embriondrio, o que explica o seu fenotipo
simultaneamente mesenquimatoso ¢ neuroectodermal (Hussain et al., 2022). Possuem
uma forte capacidade de autorregulacdo e elevada plasticidade, conservadas mesmo apos

varias passagens in vitro ou apos criopreservacao (Costa et al., 2022; Hussain et al., 2022).

As DPSCs podem diferenciar-se em linhagens odontoblésticas, osteoblasticas,
condrogénicas, adipocitarias, neuronais e gliais, em fun¢do das suas condi¢des de indu¢do
(Nuti et al., 2016; Zhang & Yelick, 2021). De facto, as condi¢des de cultura influenciam
fortemente as suas propriedades, em particular a sua capacidade de diferenciacao para as
linhagens osteoblastica e odontoblastica (Kawashima et al., 2017). Da mesma maneira,
as DPSCs expressam marcadores neuro especificos como a proteina glial fibrilar 4cida
(Glial fibrillary acidic protein, GFAP), Nestina, um marcador de progenitor neural, e
NeuN (Neuronal Nuclei) um marcador de neurénios maduros, € podem ser estimuladas

por optogenética para se diferenciarem em células neuronais (Kwack & Lee, 2022).

2.2.2.3. Vantagens especificas das DPSCs

As DPSCs distinguem-se pela sua origem pds-natal, evitando as controvérsias
¢ticas associadas as células embrionarias, e pela sua acessibilidade clinicamente pouco
invasiva (Demarco et al., 2011; Hussain et al., 2022). A possibilidade do seu isolamento
a partir de tecidos inflamados apoia o seu interesse para aplicacdes autdlogas num

contexto patologico (Zhang & Yelick, 2021).

Do ponto de vista bioldgico, destacam-se pela sua elevada capacidade de
proliferagdo, tolerancia aos biomateriais, estabilidade genémica prolongada, bem como
pelas suas fortes propriedades imunomoduladoras, permitindo a regulacao da resposta

imunitaria no seu ambiente (Costa et al., 2022).
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A utilizacao de células alogénicas apresenta a vantagem de permitir a criagdo de
um banco de células prontas a utilizar. No entanto, a principal preocupacao associada ao
uso de células alogénicas € o risco de rejeigdo pelo sistema imunitario do hospedeiro. As
DPSCs distinguem-se pela sua baixa imunogenicidade e pelo seu forte potencial
imunomodulador, que lhes permite controlar eficazmente a rejeicdo imunoldgica (Kwack

& Lee, 2022).

As DPSC expressam fracamente as moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade de classe I (MHC-I), ndo expressam MHC de classe II e apresentam
uma baixa expressdo de moléculas co-estimuladoras. Consequentemente, ndo
desencadeiam efeitos citotdxicos significativos sobre as células imunitarias do hospedeiro

e podem mesmo induzir uma forma de tolerancia imunologica (Kwack & Lee, 2022).

A sua capacidade de regular as respostas imunitarias manifesta-se nomeadamente
pela supressdo da proliferacao dos linfocitos T e pela orientacdo dos macrofagos para um
fenotipo anti-inflamatério do tipo M2. Assim, podem atuar in vivo para suprimir a

inflamacao durante a reparacao tecidular (Bar et al., 2021; Sharpe, 2016).

Estes efeitos imunossupressores sdo mediados por diversas moléculas segregadas,
incluindo metabolitos como a prostaglandin E2 (PGE2), e a enzima indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO), citocinas tais como o fator de crescimento transformador beta
(Transforming Growth Factor beta, TGF-f), e a interleucina 10 (IL-10), e vesiculas
extracelulares, como os exossomas que sao ricos em fatores imunomoduladores (Li et al.,

2023).

Estas propriedades imunomoduladoras ndo sdo expressas de forma constitutiva,
mas sdo induzidas pelo microambiente inflamatorio. As citocinas inflamatorias como o
interferdao-gama (IFN-y) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) sd3o os principais
indutores das fungdes imunossupressoras das DPSCs, estimulando a expressao de

numerosos mediadores anti-inflamatérios (Ménard & Tarte, 2011).
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As propriedades imunomoduladoras das DPSCs tornam-nas agentes terapéuticas
promissoras para doencas inflamatorias e imunologicas. As DPSCs sdo capazes de
modular tanto a imunidade inata como a adaptativa, contribuindo para limitar a
inflamacdo excessiva, favorecer a reparacdo tecidular e manter a homeostasia local,

mesmo em contextos patologicos (Kwack & Lee, 2022; Li et al., 2023).

2.2.2.4. Fatores de crescimento e capacidade de diferenciacao

Funcionalmente, as DPSCs desempenham um papel importante na reparacdo da
dentina e na manutencdo pos-natal da homeostasia dentaria, através da sua diferenciagao

em odontoblastos (Ratajczak et al., 2016).

As DPSCs possuem um potencial angiogénico e neurogénico cruciais para a
regeneracdo pulpar (Lambrichts et al., 2017). Produzem um grande niimero de fatores
pro-angiogénicos (e.g. VEGF, PDGF, MCP-1, FGF-2, EDNI), capazes de induzir a
migracao endotelial, a formagdo de estruturas capilares e até de se diferenciarem em
células do tipo periciticas e endoteliais (Janebodin et al., 2013). Além da sua capacidade
de diferenciacdo, podem apoiar a angiogénese orientando as células endoteliais de forma
paracrina e estabilizar os novos vasos adotando um comportamento semelhante ao dos

pericitos (Ratajczak et al., 2016; Rombouts et al., 2016).

Experiéncias in vitro demonstraram que a cocultura de DPSCs com células
endoteliais como as células endoteliais de veia umbilical humana (Human umbilical vein
endothelial cells, HUVEC), com ou sem ‘“scaffold”, melhora significativamente a
angiogénese. Estas redes vasculares precoces, denominadas “pré-vascularizacdo”, sdo
capazes de se anastomosar rapidamente com os vasos do hospedeiro apds implantacao in

vivo, acelerando a vascularizagdo do enxerto (Dissanayaka & Zhang, 2017).
Além disso, a hipoxia, comum nos tecidos lesionados, atua como um regulador

essencial da angiogénese, estimulando a secre¢do de fatores pro-angiogénicos pelas

DPSCs (Kim, 2021; Rombouts et al., 2016).
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Em determinadas condigdes, também se podem diferenciar em células de
Schwann e em oligodendrocitos, contribuindo para a neuroprotecdo e a
neurorregeneragdo (Hussain et al., 2022; Lambrichts et al., 2017). Devido a sua origem,
as DPSCs podem diferenciar-se em neuronios, células gliais, expressando marcadores
especificos como GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) e a Nestina, e secretar fatores
neurotroficos como BDNF (Brain-derived Neurotrophic Factor) e o NGF (Nerve Growth
Factor), promovendo o crescimento axonal e a neuroprotecdo (Kwack & Lee, 2022;

Lambrichts et al., 2017).

Além disso, a expressdo de vias de sinaliza¢do envolvidas na pluripoténcia (e.g.
TGF-B, Wnt) e de redes epigenéticas complexas regula a sua capacidade de migragao,
autorrenovacgao e diferenciagdo (Zhou et al., 2020). Nestes factos, as DPSCs surgem como

a fonte celular ideal para a regeneracao funcional do tecido pulpo-dentinario.

2.3. “Scaffold”

A matriz extracelular (ECM) ¢ um elemento-chave do microambiente celular. Trata-
se ndo s6 de uma rede complexa de macromoléculas que fornece suporte estrutural aos
tecidos, mas também de um regulador das funcdes celulares. Pode sequestrar ou integrar
moléculas bioativas e sinais moleculares e, assim, influenciar a adesdo, migracao,

proliferacdo e diferenciacdo das células (Bakhtiar et al., 2019; Zhang et al., 2017).

A substituicao deste microambiente celular tnico € necessaria enquanto se aguarda a
criacdo de um tecido de substitui¢ao in vivo ou in vitro. Um material deste tipo ¢ chamado
de matriz ou “scaffold”, sendo um elemento estrutural que serve como suporte fisico
tridimensional para manter as células ou tecidos unidos. Reproduz fielmente o
microambiente fisioldgico do tecido-alvo ao mimetizar as propriedades da ECM nativa,
fornecendo um ambiente temporario que favorece a adesao, sobrevivéncia e proliferagao
celular, até ser substituido pela nova matriz sintetizada pelas células do hospedeiro (Galler

& Widbiller, 2017; Hu et al., 2023).
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2.4. Fatores de crescimento

A capacidade de diferenciagdo das células estaminais depende da sua linhagem, mas
também dos diferentes estimulos ambientais a que estdo expostas, como os fatores de
crescimento, a matriz extracelular ou ainda a hipoxia. O ambiente, incluindo os fatores
de crescimento, ¢ um fator critico na regulacdo da diferenciacdo tecidular (Hargreaves et

al., 2013).

Os fatores de crescimento sdo moléculas de sinalizacdo bioativa que regulam o
comportamento celular, nomeadamente das células estaminais, melhorando o seu efeito
regenerador e a fun¢do reguladora (Xie et al., 2021). Tém a capacidade de acelerar a
mobilizacdo e o enxerto de células estaminais transplantadas, ao mesmo tempo que
favorecem o recrutamento de células estaminais endogenas para os locais lesionados e

melhoram a sua func¢do regeneradora (Gong et al., 2016; Stefanska et al., 2024).

Além disso, sdo cruciais para a proliferacdo, migracao e diferenciagdo celular, etapas
essenciais no processo de regeneracgao tecidular (Hu et al., 2022). Assim, a utilizacao de
fatores de crescimento apropriados deve ser estudada e compreendida para otimizar a

regeneragao do tecido pulpo-dentindrio com as DPSCs (Siddiqui et al., 2022).

Apobs expor os fundamentos tedricos da regeneragdo endodontica, tais como o
potencial das DSCs, os biomateriais e os fatores de crescimento, torna-se essencial
considerar a sua integracdo em protocolos terapéuticos. A analise da aplicagcdo concreta
destes fundamentos no ambito da engenharia celular aplicada a endodontia permitira
avaliar os avancos técnicos atuais, bem como os obstaculos a superar para uma aplicagao

clinica.
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3. Engenharia tecidular aplicada a endodontia

A engenharia de tecidos baseia-se na associacdo de trés elementos: células estaminais,
biomateriais (scaffolds) e fatores de crescimento (Xie et al.,, 2021). Esta area
interdisciplinar combina biologia, ciéncia dos materiais e engenharia para propor terapias
inovadoras e menos invasivas com o objetivo de preservar e restaurar a vitalidade pulpar
(Costa et al., 2022). No contexto da endodontia regenerativa, o objetivo final ¢ recriar um
microambiente biomimético capaz de sustentar a proliferacao, diferenciagdo e integracao

funcional das células transplantadas (Hu et al., 2023; Xie et al., 2021).

3.1. Papel das células estaminais da polpa

As células estaminais da polpa dentaria estdo hoje no centro das estratégias de
regeneracdo tecidular. Estudos recentes confirmam a sua capacidade para regenerar a
polpa dentaria humana mesmo em contextos patologicos, como a pulpite (Ghannam et
al., 2023). Além disso, as DPSC mantém o seu potencial regenerativo mesmo quando
provenientes de tecidos envelhecidos ou inflamados (Hussain et al., 2022). A utilizacao
isolada de células estaminais na terapéutica ¢ frequentemente limitada por uma fraca
integragao funcional no tecido do hospedeiro, o que levou ao desenvolvimento de culturas

celulares sobre matrizes (Bar et al., 2021).

3.2. Biomateriais e suportes estruturais

Na engenharia de tecidos, os suportes estruturais servem como suporte tridimensional
para o crescimento, migracgdo e diferenciacdo celular, imitando ao mesmo tempo a ECM

nativa (Costa et al., 2022; Xie et al., 2021).

Os materiais utilizados como “scaffolds" em endodontia podem ser classificados em
varias categorias. Distinguem-se os materiais naturais, como o coldgeno, a gelatina, o
alginato e a matriz extracelular descelularizada (dECM), que mantém sinais bioativos
reguladores; assim como a matriz dentindria tratada (TDM), derivada da dentina

desmineralizada, rica em proteinas promotoras da dentinogénese, ou ainda o proprio
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coagulo sanguineo. E os materiais sintéticos, como hidrogéis, polimeros tais como o
PLGA (Poly Lactic-co-Glycolic Acid) ou o PCL (Polycaprolactone), que permitem uma
padronizagdo, controlo da rigidez, da degradagdo e da libertacdo controlada de moléculas

ativas (Hu et al., 2023; Xie et al., 2021).

Os suportes estruturais atuais podem ser carregados com fatores bioativos, impressos
em 3D ou funcionalizados com propriedades antibacterianas (Hu et al., 2023). Em
endodontia regenerativa, um “scaffold” ideal deve ser biocompativel, biodegradavel de
forma sincronizada com a reconstrugdo tecidular, pois o “scaffold” ¢ temporario. A sua
estrutura deve permitir a adesdo, a penetragdo, a proliferacdo e a diferenciacao das células
estaminais (Bakhtiar et al., 2019). Para tal, a selecao da matriz deve ter em conta os seus
parametros bioldgicos e fisicos, garantindo o transporte de oxigénio e nutrientes (Bar et
al., 2021). Por exemplo, para influenciar a diferenciacdo neurogénica das DPSC, as suas
propriedades, assim como a condutividade elétrica e a interagdo com fibras nervosas, sdo
fundamentais (Wei et al., 2022). Acima de tudo, o seu sistema de colocagdo deve ser
adaptado as consideracdes anatomicas, pois a estrutura anatdémica do canal radicular exige

a utilizagdo de um sistema injetavel.

Um dos muitos desafios da aplicacdo da engenharia de tecidos ao dominio da
endodontia ¢, por isso, a concecao de um “scaffold” que cumpra essas condigdes (Gong
etal., 2016). Diferentes abordagens tém sido consideradas para o desenvolvimento de um
“scaffold" adequado, como o plasma rico em plaquetas (PRP) e a fibrina rica em plaquetas

(PRF).

3.2.1. PRPePRF

O PRP ¢ um concentrado plaquetario de primeira geragdo, preparado por
centrifugacdo com anticoagulante, obtido a partir do proprio sangue do paciente.
Apresenta, assim, um caracter autdlogo, o que minimiza o risco de resposta imunologica

indesejavel (Gong et al., 2016; Zhu et al., 2012).
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O PRP ¢ capaz de formar uma matriz de fibrina tridimensional que serve de quadro
estrutural temporario e de fonte rica em fatores de crescimento. As plaquetas presentes
no PRP estdo inicialmente inativas e de forma redonda, exigindo ativagdo. O PRP liberta
rapidamente os seus fatores de crescimento nas primeiras 7 a 14 horas. Estudos in vitro
demonstraram que o PRP pode melhorar a proliferacao e a diferenciagdo das DPSC (Zhu

et al., 2012).

A PRF ¢ classificada como um concentrado plaquetario de segunda geragao,
também obtida a partir do sangue autdlogo do paciente. Tem a vantagem de ser facil de
preparar, ndo requerendo anticoagulante nem ativacdo adicional, sendo considerada uma
substancia totalmente autogénica e natural. Uma caracteristica chave da PRF ¢ a
libertagdo lenta e prolongada dos seus fatores de crescimento ao longo de 7 a 14 dias
(Bakhtiar et al., 2019). Ambos tém a capacidade de liberar varios fatores de crescimento
associados a regeneragdo vascular, como VEGF, PDGF, FGF-2, IGF-1 e TGF-p (Gong
etal., 2016).

Apesar de resultados promissores, estudos referem que os resultados mostraram
apenas melhorias modestas na cicatrizacdo periapical, no espessamento da parede
dentindria, no alongamento da raiz e no encerramento apical, sublinhando a necessidade
de investigacao adicional para compreender plenamente o seu mecanismo de agao e a

natureza exata dos tecidos regenerados (Bakhtiar et al., 2019; Llaquet et al., 2017).

3.3. Factores de crescimento e ambiente regenerativo

O compromisso de linhagem e a diferenciacdo das células estaminais dentarias
durante a reparagdo e regeneracdo do tecido dentina/polpa variam consideravelmente
consoante multiplos fatores. Para além dos seus perfis intrinsecos de expressao génica e
epigenética, o destino celular das células estaminais derivadas da polpa dentéria parece
ser mais fortemente determinado pelas moléculas de sinalizagdo bioativas presentes no

microambiente local (Gong et al., 2016).
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As fontes dos fatores de crescimento sdo diversas, incluindo as proprias células
estaminais, a dentina, os materiais dos “scaffolds" e os concentrados plaquetarios como
o PRP e o PRF. Os fatores de crescimento regulam o comportamento celular induzindo a
proliferagdo celular, a angiogénese e a neo-vascularizagao, a migragao celular, bem como
a diferenciagdo celular, nomeadamente a diferenciagdo odontogénica e osteogénica

(Siddiqui et al., 2022; Luo et al., 2018).

Viarios factores de crescimento sdo actualmente estudados ou utilizados em

endodontia regenerativa pelos seus efeitos na polpa dentaria.

3.3.1. BMP (Bone Morphogenetic protein)

As BMPs estdo particularmente presentes na matriz extracelular 6ssea, mas
também em muitos outros tipos de tecidos, incluindo a matriz dentindria, ¢ podem ser
sintetizadas por osteoblastos, condroblastos, células progenitoras, ameloblastos e
odontoblastos. Trés BMPs parecem estar particularmente envolvidas na iniciagdo do
desenvolvimento dentario até a conclusdo da morfogénese da coroa: BMP-2, 4 ¢ 7. Estas
induzem a diferenciacdo odontogénica e osteogénica, a angiogénese € a dentinogénese

(Hu et al., 2023; Siddiqui et al., 2021).

3.3.2. FGF (Fibroblast Growth Factor)

Eles estimulam a proliferacdo celular em varios tecidos em desenvolvimento.
Viarios FGFs sdo expressos durante a odontogénese, nomeadamente o FGF-2. Este
apresenta um forte potencial angiogénico, com capacidade de recrutar e permitir a
proliferagdo das DPSCs sem necessariamente induzir a sua diferenciagdo. O FGF-2
melhora o desempenho das DPSC criopreservadas, a proliferagdo e a migragdo, ao mesmo
tempo que aumenta a sobrevivéncia celular (Gong et al., 2016; Siddiqui et al., 2021).
Regula a odontogénese e ¢ libertado pelos fibroblastos pulpares na sequéncia de uma
lesdo (Jeanneau et al., 2017). O FGF-2 induz a dentinogénese, favorece a cicatrizagao,

acelera a regeneracao dos tecidos e promove a neurogénese (Wei et al., 2022).
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3.3.3. VEGF (Vascular Endothelial Growth factor)

E um dos principais fatores de crescimento pro-angiogénicos, com muitos
impactos reguladores sobre a fungao celular neural e vascular, tais como a sobrevivéncia,
a proliferacao e a migracao das células endoteliais, a diferenciacao de células estaminais
da polpa em células endoteliais e a brotagdo de vasos capilares nos locais de secrecao
(Silva et al., 2017). A secre¢ao de VEGF pode ser aumentada para facilitar a cicatrizagido
tecidular pelos fibroblastos pulpares e pelas DPSC em caso de lesdo da polpa, expondo-

as assim a condicoes de hipoxia (Gong et al., 2016).

Quando utilizado com o NGF e o BMP-7, pode induzir a recelularizagdo e a

formacao de tecido dentario e de vasos (He et al., 2017).

3.3.4. PDGEF (Platelet-derived growth factor)

E um fator de crescimento pro-angiogénico com capacidade para induzir a
proliferacdo e migracdo celular. Durante a odontogénese, atua ao nivel das interagdes
entre o epitélio e o mesénquima dentario. Estd presente em grande quantidade na matriz
dentinaria e pode ser secretado por diferentes tipos celulares, como as células endoteliais,
promovendo a proliferagdo e migracao de células perivasculares, bem como a formacgao
de novos vasos. Também ¢ secretado pelas DPSC, especialmente apds uma lesdo, para
promover a diferenciagdo dos odontoblastos (Jeanneau et al., 2017; Jiang et al., 2025).
Particularmente o PDGF-BB apresenta uma clara superioridade bioldgica na promogao
da angiogénese, sobretudo na regeneracao dos tecidos duros e moles da cavidade oral

(Galarraga-Vinueza et al., 2023).

3.3.5. NGF (Nerve Growth factor) e BDNF (Brain-derived neurotrophic factor)

Sao fatores neurotroficos (NFs) envolvidos no desenvolvimento e na regeneragao
dos nervos, promovendo a sobrevivéncia, a proliferacdo e a diferenciacdo das células
neuronais (Wei et al., 2022). O NGF e o BDNF modulam a inervagdo dentaria durante a

dentinogénese e podem ser secretados pelas DPSC, nomeadamente durante a inflamagao
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pulpar, contribuindo para a percecao da dor e promovendo o crescimento de fibras
nervosas em dire¢do a zona lesionada. Contribuem também para a angiogénese, a

neuroprote¢do e a reinervagao dos tecidos (Luo et al., 2018).

3.3.6. TGF-B (Transforming Growth Factor Beta)

O TGF-B estd envolvido em processos fisioldgicos essenciais como o
desenvolvimento embrionario, a homeostase e a reparagao tecidular. Pode ser sintetizado
por diversos tipos celulares, incluindo as plaquetas, os macréfagos e os fibroblastos.
Trata-se de um fator chave na regulagdo do comportamento das DPSC, induzindo a
diferenciagdo odontogénica e permitindo, assim, a secrecdo de dentina reparadora
(Jeanneau et al., 2017). Esta citocina também ¢ produzida pelas proprias DPSC e
desempenha um papel na imunossupressdo e na regulagdo da angiogénese (Hossein-

Khannazer et al., 2018; Hu et al., 2022).

Os factores de crescimento regulam a actividade celular e sdo essenciais para guiar
a migra¢ao, proliferacdo e diferenciacdo das DPSC. As suas utilizagdes visam fungdes
especificas, como a dentinogénese (e.g; BMP, FGF-2), a angiogénese (e.g. VEGF, PDGF)
ou a neurogénese (e.g. NGF, BDNF). A combinag¢dao Optima destes factores, a sua

dosagem e modo de entrega constituem ainda desafios clinicos (Xie et al., 2021).

3.4. Uma regeneragao vasculo-nervosa integrada.

Os sistemas vascular e nervoso interagem estreitamente na polpa, nomeadamente
através de circuitos de sinalizagdo partilhados e de interdependéncias no desenvolvimento
e regeneracdo (Bae & Yoshida, 2020). O sucesso da regeneragao depende da conexdo
funcional dos novos tecidos, uma vez que uma rede vascular e nervosa funcional ¢
indispensavel para manter a viabilidade celular e restaurar as fungdes proprioceptivas e

imunitarias do tecido pulpo-dentario (Hu et al., 2023; Zhang & Yelick, 2021).
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Assim, a engenharia tecidular na regeneracao pulpar visa a estimular simultaneamente
a angiogénese e a neurogénese através da combinagdo de co-culturas celulares,
“scaffolds” bioativos ou condutores, fatores de crescimento direcionados e
microambientes que mimetizam condi¢des nativas, como a hipoxia controlada ou a pré-
vascularizagao in vitro (Rombouts et al., 2016). A engenharia tecidular da polpa dentaria
requer um “scaffold” apropriado, moléculas morfogenéticas e, crucialmente, o
estabelecimento rdpido de uma rede vascular funcional para fornecer oxigénio e

nutrientes (Silva et al., 2017).

As DPSCs, como fonte celular capaz de contribuir para ambos 0s processos,
apresentam-se como candidatas ideais para a regeneracdo funcional do tecido pulpo-
dentinario, oferecendo a perspetiva de restaurar tanto a integridade estrutural como as
fungdes sensoriais € metabolicas do dente (Dissanayaka & Zhang, 2017; Silva et al.,

2017).

3.5. Estratégias emergentes e inovagdes técnicas

Novas abordagens visam a manipular o ambiente celular para melhorar as suas
propriedades regenerativas. Com ajuda de sinais fisicos, por exemplo manipular a rigidez
da matriz, usar campos magnéticos, ou a fotobiomodulacao por laser ou optogenética. Ou
com os sistemas de microgravidade simulada, que favorecem a diferenciacdo
odontogénica das DPSC. E também possivel de modificar a oxigenagio local, essencial
para a sobrevivéncia celular, através de co-culturas, esferoides pré-vascularizados ou
hidrogeis que libertam oxigénio. Finalmente, com a utilizacdo de “scaffolds"
antibacterianos, integrando agentes como o grafeno-cobre ou as microesferas Ca-Zn-Si

(Hu et al., 2023).

O secretoma ¢ definido como o conjunto de biomoléculas libertadas pelas células
estaminais no meio extracelular. Inclui diversos fatores soltveis (citocinas, fatores de
crescimento, enzimas, etc.) e vesiculas extracelulares, como os exossomas, que sao
considerados mediadores importantes da comunicagdo intercelular. A composi¢ao do
secretoma varia consoante as condi¢oes de cultura e o ambiente celular. Os efeitos

terapéuticos do secretoma das células estaminais sao mediados pelos seus mecanismos
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paracrinos. As suas moléculas bioativas possuem multiplas propriedades, incluindo
efeitos  neuroprotetores,  anti-inflamatorios,  anti-apoptdticos,  angiogénicos,
imunomoduladores e neurotroficos, tornando-o uma ferramenta promissora para a

regeneragao tecidular (Bar et al., 2021).

Neste contexto, a integracao do secretoma ou das células estaminais em “scaffolds"
representa um avanco importante na medicina regenerativa e na engenharia tecidular.

Existem duas abordagens principais para esta combinagao:

e A abordagem celular (Cell-based), na qual as células estaminais sdo semeadas e
cultivadas numa matriz apropriada in vitro, permitindo a produ¢do de um tecido
antes da implantagao.

e A abordagem acelular (Cell-free), onde a matriz ¢ combinada com componentes
bioativos do secretoma (fatores de crescimento e de diferenciacdo, exossomas,
etc.) e implantada nos tecidos, induzindo o recrutamento de células estaminais

residentes e favorecendo a sua proliferagao e diferenciagao (Bar et al., 2021).

Esta diferencia¢do de abordagens ganha ainda mais importancia quando aplicada ao
contexto clinico da endodontia regenerativa na qual existe alguma confusdo em torno da
terminologia utilizada. Termos como revitalizacao e revascularizagao sao frequentemente
utilizados, mas nao existe um consenso claro quanto ao seu verdadeiro significado. Lin
et al. propdem clarificar essa distingdo utilizando a seguinte terminologia: terapia
endodontica regenerativa sem células (Cells-Free Regenerative Endodontic Therapy, CF-
RET) e terapia endoddntica regenerativa baseada em células (Cells-Based Regenerative
Endodontic Therapy, CB-RET). A diferenca entre ambas reside na presenga ou auséncia

de administragdo exdgena de células (Lin et al., 2021).
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Abordagem “Cell-free”

A CF-RET ¢ atualmente a abordagem praticada clinicamente em endodontia

regenerativa (Meschi et al., 2020). Este conceito baseia-se no recrutamento de células

estaminais endogenas a partir dos tecidos periapicais circundantes, através de um

processo designado por “cell homing”, que pode ser traduzido como “migrac¢do celular

guiada” (He et al., 2017).

O protocolo implica geralmente, os seguintes passos:

1.

A eliminac¢do dos tecidos necrosados/infectados, seguida de uma desinfec¢do
adequada do espaco do canal com solugdes irrigadoras como o hipoclorito de
sodio e 0 EDTA, seguido de medicagao intracanalar, como o hidroxido de calcio
(Murray, 2022; Llaquet et al, 2017). A utilizacgdo de EDTA permite a
desmineralizacdo da dentina e induz a libertagdo de fatores de crescimento

endogenos retidos na matriz dentinaria (Galler et al., 2015).

Posteriormente, procede-se a indugdo intencional de hemorragia no espaco do
canal, ultrapassando o dpice com uma lima manual (Botero et al., 2017). O
objetivo da inducdao de hemorragia periapical no interior do canal radicular ¢ a
formacdo de um coagulo sanguineo que atuara como um scaffold, além de

introduzir células estaminais endégenas e fatores de crescimento bioativos (Lin et

al.,, 2021).

De seguida, realiza-se a colocacdo de uma barreira sobre o coagulo, utilizando
materiais como MTA, Biodentine ou outros cimentos a base de silicato de calcio,

para selar o espago canalar e prevenir a recontaminacao (Llaquet et al., 2017).

Finalmente, a realizacdo de uma restauragdo corondria definitiva, para garantir o

selamento a longo prazo (Bakhtiar et al., 2019).

Em alguns casos, radiograficamente, pode observar-se um aumento da espessura das

paredes do canal, um alongamento radicular e o encerramento apical, sugerindo a
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continuacgdo do desenvolvimento radicular. No entanto, os exames histoldgicos de dentes
tratados por CF-RET mostram frequentemente a formagao de tecido fibroso, de cimento
ou de osso, em vez de tecido pulpar nativo, o que se interpreta como um processo de
reparagao, ¢ ndo de verdadeira regeneragao. Assim, a CF-RET ¢ descrita como um
processo de reparagao pulpar guiada, € ndo como uma regeneragao pulpar propriamente

dita (Lin et al., 2021).

O estudo de Peng et al., nos casos de dentes necrdticos, sugere que as principais
células estaminais de origem dentaria presentes no coagulo sanguineo sdo as SCAPs, que
migraram da papila apical para os canais radiculares aquando da indugdo da hemorragia,
sendo que as DPSCs poderdo ter sido destruidas pela infecdo e/ou pelos agentes de
desinfeccao. Isto levou ao desenvolvimento da teoria segundo a qual a sobrevivéncia da
bainha epitelial de Hertwig e da papila apical podera ser crucial para a regeneragao de
tecido tipo pulpar. Os autores sugerem também que a formagao de tecido tipo cementario
poderd dever-se a um microambiente ndo pulpar, que favorece a regeneragao periodontal,
ou a migragao de MSCs dos tecidos periapicais através da hemorragia induzida, o que
leva a pensar que a papila apical vital tem um potencial limitado de regeneracao pulpar,
e que a regeneracdo periodontal pode sobrepor-se a regeneracdo pulpar (Peng et al.,

2017).

3.5.2. Abordagem “Cell-Based”

A CB-RET corresponde ao conceito moderno de engenharia tecidular aplicada a
endodontia. Esta abordagem envolve a administragdo exdgena de células, frequentemente
células estaminais autdlogas ou alogénicas, bem como “scaffolds" desenhados e fatores
de crescimento no espaco do canal radicular. Atualmente, esta técnica encontra-se em
fase de ensaios clinicos. Estudos em modelos animais sugerem que a CB-RET ¢ capaz de
regenerar completamente o tecido pulpar e de promover a deposi¢ao de tecido semelhante

a dentina (Lin et al., 2021).

De facto, estudos recentes sugerem que a matriz extracelular da polpa bovina, apos
descelularizagdo, pode constituir um “scaffold" promissor para a regeneragao da polpa

dentaria (Costa et al., 2022). O estudo de Bakhtiar et al. desenvolveu e caracterizou com
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sucesso um “scaffold” macroporoso reticulado, derivado da matriz extracelular da polpa
bovina descelularizada. Estes resultados evidenciam o potencial das matrizes
extracelulares xenogénicas como ferramentas promissoras na regeneragdo da polpa
dentaria (Bakhtiar et al., 2019). No entanto, as fontes xenogénicas apresentam um risco
imunogénico que deve ser minimizado por um processo de descelularizacdo eficaz

(Murray, 2022).

A CB-RET permanece em fase de ensaios clinicos ¢ ainda nao ¢ recomendada
para uso clinico de rotina pelas sociedades AAE e ESE, devido as complexidades
associadas ao isolamento celular, a expansao ex vivo, as regulamentagdes aplicaveis e aos

custos envolvidos (Lin et al., 2021).

3.6. Obstaculos actuais e perspectivas clinicas

A endodontia regenerativa mostra avangos significativos em endodontia, no entanto,
muitos desafios persistem e impedem a sua aplicacdo clinica em larga escala e a sua

eficdcia a longo prazo.

3.6.1. Limitagdes clinicas e biologicas

Os critérios de seleg@o dos casos sdo extremamente importantes para o sucesso da
regeneragao endodontica. Um desses critérios cruciais ¢ a idade do paciente, que
influencia diretamente o beneficio esperado e o prognostico do tratamento. A terapia
endoddntica regenerativa ¢ geralmente recomendada para pacientes com idades entre 6 e
17 anos, sendo esta indicada para dentes permanentes imaturos com um forame apical
amplamente aberto (idealmente > 1,1 mm) e cuja polpa se encontra necrotica ou afetada
por pulpite irreversivel. No entanto, mesmo em casos favoraveis, o insucesso pode
ocorrer devido a uma desinfec¢do inadequada ou a auséncia de um ambiente apropriado,
incluindo a presenga de células progenitoras intactas, uma vascularizagdo eficaz ou um

“scaffold” funcional (Murray, 2022).
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Além disso, os clinicos enfrentam desafios como o comportamento do paciente e
as caracteristicas anatomicas dos dentes imaturos, tais como paredes radiculares finas e a
auséncia de constri¢do apical (Botero et al., 2017).

3.6.2. Desinfecc¢ao e toxicidade

Em endodontia, as infecgdes nao se limitam aos tecidos moles, mas estendem-se
profundamente aos tibulos dentindrios. No entanto, os agentes utilizados para a
desinfeccao podem alterar a viabilidade e o potencial de diferenciagao das células
estaminais, afetar a biodisponibilidade dos fatores de crescimento endogenos e modificar
as propriedades dos “scaffolds". Assim, na endodontia regenerativa, a triade classica da
engenharia tecidular transforma-se num quarteto com a adi¢do das necessidades de

desinfecao e desintoxicacao (Diogenes & Hargreaves, 2017).

As estratégias antimicrobianas tradicionais colocam desafios na endodontia
regenerativa. O hipoclorito de sddio, um agente antimicrobiano potente e amplamente
utilizado, pode interferir com a adesdo das células estaminais a dentina e com a eficécia
dos fatores de crescimento derivados da dentina. A utilizacdo de antibioticos em altas
concentragdes ¢ necessaria contra os biofilmes, mas pode ser toxica para as células
estaminais, inibindo o seu crescimento e levando a sua morte. Por outro lado, o EDTA ¢é
indicado, pois favorece a adesdo e diferenciagdo das células estaminais (Botero et al.,

2017).

No que diz respeito ao grau de desinfec¢do necessario, ¢ reconhecido que os
procedimentos nao conduzem a uma esterilizagdo completa, sugerindo um limiar de
contaminagdo tolerdvel. Atualmente, ¢ fundamental encontrar um equilibrio entre a

eficacia antimicrobiana ¢ a citotoxicidade (Fouad, 2017).

3.6.3. Protocolos atuais
As abordagens terapéuticas atuais variam consideravelmente entre os

profissionais, tanto nos métodos de irrigacdo como na escolha do medicamento

intracanal, do material de prote¢ao pulpar ou do tipo de “scaffold" utilizado (Botero et
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al., 2017). Além disso, as recomendagdes clinicas atuais baseiam-se em estudos in vitro

ou em relatos de casos isolados, o que limita a sua fiabilidade (Siddiqui et al., 2021).

A selecdo do tratamento mais apropriado depende de um diagnostico diferencial
preciso, baseado no estado de vitalidade pulpar e na fase de desenvolvimento radicular
(Murray, 2022). No entanto, persistem obstadculos a transposi¢do clinica, como o0s
constrangimentos regulamentares, a dificuldade de isolamento celular e a necessidade de

bancos de células e instalacdes certificadas (Kim, 2021).

Apesar dos avangos, subsistem desafios significativos no campo da endodontia
regenerativa, nomeadamente a escassez de dados sobre a eficacia a longo prazo, a
prevengao eficaz da contaminagdo bacteriana e a formagao de novas estruturas dentinérias

organizadas (Siddiqui et al., 2021).

3.6.4. Perspectivas futuras

Apesar destas dificuldades, as perspectivas permanecem promissoras. A
investigacdo estd focada no desenvolvimento de protocolos mais padronizados, na
conce¢ao de biomateriais inovadores que favorecam a regeneragdo funcional e na
otimizacdo das estratégias antimicrobianas. A necessidade de dados clinicos sdlidos ¢
crucial: sdo necessarios ensaios clinicos randomizados e de alta qualidade para validar a

segurancga ¢ a eficacia destas abordagens (Kim, 2021).

Os progressos recentes demonstram que uma regeneragao funcional da polpa
dentaria € possivel, combinando DPSCs, biomateriais e estimulagdo epigenética (Duncan,
2019; Hussain et al., 2022). O estudo piloto de Nakashima et al. mostrou, em particular,
a viabilidade da regenera¢ao da polpa humana através da mobilizagao autdéloga de DPSCs

(Nakashima et al., 2017).

A engenharia de tecidos aplicada a endodontia impde-se como uma mudanga de
paradigma terapéutico, centrada na preservacao da vitalidade pulpar, da funcao sensorial,
da defesa imunitaria e da regeneracgao fisioldgica do dente (Duncan, 2019; Zhang &

Yelick, 2021).
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Conclusdo

III- CONCLUSAO

A regeneracdo endodontica apresenta-se hoje como uma abordagem terapéutica
inovadora e promissora, particularmente para os dentes permanentes imaturos. Em
oposicao aos tratamentos convencionais centrados na desinfeccao e obturacao dos canais
radiculares, esta estratégia visa a restauragdo de um tecido pulpar vivo, funcional e
vascularizado, capaz de completar o desenvolvimento radicular, assegurar a defesa

imunitaria e manter a homeostasia dentaria.

Nesta estratégia, destacam-se as células estaminais de origem dentéria,
nomeadamente as DPSCs. Estas apresentam um perfil celular que lhes permite substituir
os odontoblastos destruidos, bem como sustentar a angiogénese, a neuroprotecao e
modular a inflamacao local, condigdes essenciais para uma cicatrizagdo tecidular eficaz.
Através do seu secretoma, as DPSCs exercem efeitos paracrinos poderosos, capazes de
ativar as células residentes, favorecer a migragdo, proliferacao e diferenciagdo celulares,

encorajando assim uma regeneragao tecidular endégena.

Apesar destes avangos, subsistem varios obstdculos, como a variabilidade dos
protocolos clinicos e a falta de dados de longo prazo sobre a eficécia clinica. O sucesso
desta abordagem depende de uma melhor estandardizagao dos protocolos, de uma selegao
rigorosa dos casos e do desenvolvimento de biomateriais especificos que mimetizam o

ambiente nativo da polpa.
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