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Resumo

A descoberta das células estaminais mesenquimatosas € o conhecimento das suas
propriedades e mecanismos inerentes, permitiu enfatizar a sua importancia na area da
medicina regenerativa, como terapéutica alternativa em diversas patologias. Estas células
sdo acessiveis, prevalecem durante toda a vida e apresentam capacidade de
autorrenovacdo e multipoténcia. A elevada prevaléncia da doenca periodontal e a
necessidade de reparagdo e regeneracao dos tecidos, levou a investigagao de terapias
alternativas face as convencionais, que visam apenas cessar a progressao da periodontite.
A presente revisdo aborda conceitos e principios recentes, relativos ao uso de células
estaminais na regeneragao dos tecidos periodontais, com o objetivo de concluir quais os
tipos de células estaminais mais indicados para o restabelecimento da anatomia e func¢ao

destes tecidos.

Palavras-Chave: Engenharia de Tecidos, Células Estaminais, Regeneracao dos Tecidos

Periodontais, Doenca Periodontal






Abstract

The discovery of mesenchymal stem cells and the awareness of its properties and
mechanisms, allowed to emphasize the importance of its applications in the area of
regenerative medicine. These cells are available, remain during the entire life and present
self-renewal and multipotent capacities. The high prevalence of periodontal disease and
the need for repair and regeneration of the damaged tissues, led to the search for
alternative therapies as opposed to the conventional ones that aim only to stop the
progression of the periodontitis. The following revision, addresses the recent concepts
and principals regarding the use of stem cells on the regeneration of periodontal tissue,
with the purpose of find out which kind of stem cells are more indicated for the recovery

of the anatomy and function of said tissues.

Keywords: Tissue Engineering, Stem Cells, Periodontal Regeneration, Periodontal

Disease
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Introdugdo

I. Introducao

Langer e Vacanti (1993) propdem um novo conceito relacionado com a Medicina
Regenerativa, a “Engenharia de Tecidos”, que visa o restabelecimento de tecidos com

recurso a trés componentes: células, matrizes e fatores de crescimento.

Os procedimentos regenerativos dos tecidos periodontais usados na pratica clinica de
forma intensiva apresentam, de um modo geral, bons resultados clinicos (Botelho,
Cavacas, Machado, & Mendes, 2017). Sao exemplos: regeneragdo tecidular guiada
(RTQG), tratamento com fatores de crescimento, aplicagdo de proteinas derivadas da

matriz do esmalte, entre outros (Shang et al., 2017).

A descoberta das células estaminais mesenquimatosas € o conhecimento das suas
propriedades e mecanismos inerentes, permitiu enfatizar a sua importancia na area da
medicina regenerativa. Estas células sdo acessiveis, prevalecem durante toda a vida e
apresentam capacidade de multipoténcia (Botelho et al., 2017). A terapia periodontal com
células estaminais visa a completa remodelacao dos tecidos periodontais, o que implica a
reconstru¢ao do osso alveolar, a inducdo de cementogénese ao longo da superficie
radicular e a insercao de novas fibras de ligamento periodontal devidamente orientadas

(Xu et al., 2018).

O sucesso da regeneracao periodontal com células estaminais depende de diversos
fatores: adequada irrigacdo sanguinea das células progenitoras, sinais moleculares
especificos que estimulem a diferenciacdo celular, neogénese dos tecidos e existéncia de
uma matriz tridimensional que mimetize a matriz extracelular (Han, Menicanin,
Gronthos, & Bartold, 2014). O sucesso do tratamento depende também do conhecimento
de mecanismos que influenciam o processo de regeneragdo: gestdo de eventos cronicos
inflamatorios, controlo de infe¢des bacterianas e reducdo de danos tecidulares durante a

intervengao cirtrgica (Botelho et al., 2017).

O objetivo do tratamento periodontal cirirgico e ndo cirirgico € prevenir a progressao

da doenga periodontal através da remocao de bactérias patogénicas e tecido inflamatorio.
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Células Estaminais na Regeneragdo dos Tecidos Periodontais

Estes procedimentos ndo apresentam capacidade de restaurar a forma inicial dos tecidos

(Bassir et al., 2016; Xu et al., 2018).
Esta limitagdo do tratamento da doenga periodontal tornou essencial a procura de

técnicas com capacidade de restabelecer a anatomia e fun¢ao do periodonto na area da

medicina regenerativa (Iwata et al., 2014).
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Desenvolvimento

I1. Desenvolvimento
1. Anatomia dos Tecidos Periodontais

1.1. O Periodonto

O periodonto ¢ o conjunto de tecidos que suporta e envolve o dente. E constituido
pela porcao gengival, cemento radicular, ligamento periodontal e osso alveolar (Figura 1)

(Dentino, Lee, Mailhot, & Hefti, 2013).

Cada um dos componentes periodontais apresenta uma estrutura especializada com
caracteristicas especificas que definem a sua funcao biologica. A adequada funcao do
periodonto ¢ alcangada devido a integridade estrutural e correta interagao entre cada um

dos componentes (Nanci & Bosshardt, 2006).

1 Enamel

Crown

Dentine

Gingiva

Dental pulp

Periodontal
ligament (PDL)

Roots

# Cementum

Alveolar bone

= Blood and nerve
supply

Figura 1 - Diagrama de uma sec¢do de um molar permanente humano. A esquerda o dente esta
dividido em Coroa (porgido superior) e Raiz (porgdo inferior). A direita, de cima para baixo: Esmalte,
Dentina, Gengiva, Polpa Dentaria, Ligamento Periodontal, Cemento, Osso Alveolar e Irrigagdo nervosa
e sanguinea.

Imagem gentilmente cedida por Paul T. Sharpe, 2016.
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Células Estaminais na Regeneragdo dos Tecidos Periodontais

1.1.1. Gengiva

A gengiva ¢ o tecido que envolve os dentes. O tecido gengival € composto por uma
porg¢do epitelial e por tecido conjuntivo, ou ldmina propria, que estd conectado ao 0sso
alveolar. Tem funcdo de barreira, separando o compartimento periodontal da cavidade

oral (Tang, Li, Xie, & Jin, 2011).

O tecido epitelial gengival esta dividido em trés compartimentos funcionais: epitélio
gengival externo, epitélio do sulco e epitélio de unido. O tecido conjuntivo ¢ formado
pelo compartimento de tecido conjuntivo superficial e profundo (Nanci & Bosshardt,

2006).

O epitélio gengival externo ¢ queratinizado, de modo a suportar as forgas
mastigatorias e outras forcas traumaticas a que o dente € sujeito. As células da superficie
queratinizada, maioritariamente queratinocitos, estdo em constante reposicao através do
estrato basal epitelial. Para além dos queratindcitos existem em menor quantidade: células

de Langerhans, células de Merkel, melandcitos e células inflamatorias (Han et al., 2014).

O epitélio do sulco faz a transicdo entre o epitélio gengival externo e o epitélio de
unido. E ndo queratinizado e compde o sulco gengival (Dabija-Wolter, Bakken, Cimpan,

Johannessen, & Costea, 2013).

O epitélio de unido forma a base do sulco gengival e promove o selamento do
compartimento inferior dos tecidos periodontais. A sua integridade ¢ essencial para a
manutencdo da saude periodontal. A doenga periodontal ¢ estabelecida quando a sua

estrutura ¢ lesada (Nanci & Bosshardt, 2006).

O tecido conjuntivo ou lamina propria ¢ o componente predominante do tecido
gengival. E constituido por fibroblastos, células do sistema imunitario, células
endoteliais, vasos sanguineos e linfaticos, e uma matriz extracelular composta por

proteinas colagenosas e ndo colagenosas (Han et al., 2014).
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Desenvolvimento

1.1.2. Cemento Radicular

O cemento radicular ¢ um tipo de tecido conjuntivo mineralizado e avascular que
reveste a raiz dos dentes. O seu contetido inorgénico ¢ constituido maioritariamente por
hidroxiapatite e perfaz cerca de 45 a 50%. O conteudo organico ¢ de 50 a 55% e ¢

constituido maioritariamente por fibras de colagénio (Han et al., 2014).

Existem dois tipos de cemento radicular: acelular ou primario e celular ou
secundario. Sdo classificados com base na presenga ou auséncia de cé€lulas e na origem

das fibras de colagénio da matriz extracelular (Nanci & Bosshardt, 2006).

1.1.2.1. Cemento Radicular Acelular

O cemento acelular ou primario cobre os 2/3 cervicais da superficie radicular (Han et
al., 2014). E o primeiro a ser formado antes da erupcdo dentaria. Apresenta um

desenvolvimento lento e ¢ considerado acelular (Nanci & Bosshardt, 2006).

O cemento acelular liga a superficie radicular ao alvéolo dentario através das fibras
principais do ligamento periodontal, designadas por Fibras de Sharpey, que nele se

inserem (Nanci & Bosshardt, 2006).

1.1.2.2. Cemento Radicular Celular

O cemento celular ou secundario, cobre o 1/3 médio, apical e zonas de furca da
superficie radicular. E produzido apds a erupg¢io dentéria, como um tecido de reparagio
que preenche defeitos de reabsor¢do e fraturas radiculares. O seu desenvolvimento ¢
considerado rapido e ¢ menos mineralizado que o cemento primario. E caracterizado por
possuir uma organiza¢ao heterogénea das fibras de colagénio e pela presenga de células

(Nanci & Bosshardt, 2006).

O cemento celular desempenha uma fun¢do adaptativa, permitindo o movimento

dentario nas arcadas durante o tratamento ortodontico (Han et al., 2014).
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Células Estaminais na Regeneragdo dos Tecidos Periodontais

1.1.3. Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal ¢ um tipo de tecido conjuntivo especializado que recobre a
superficie radicular do dente e une o cemento radicular a ldmina dura do osso alveolar

(Dean, 2017).

A sua espessura varia entre 0.15 ¢ 0.38 milimetros (mm), diminui com a idade e
aumenta com a fungdo mastigatoria. A por¢do mais estreita estd localizada entre o 1/3
médio e o 1/3 apical da superficie radicular (Nanci & Bosshardt, 2006). E ricamente
vascularizado, caracteristica refletida na elevada taxa de renovagdo dos elementos

celulares e extracelulares que o constituem (Han et al., 2014).

O ligamento periodontal promove a estabilidade mecanica, suporta os dentes no
alvéolo e absorve as forgas mastigatorias a que os dentes e o 0sso alveolar estdo sujeitos
(Jong, Bakker, Everts, & Smit, 2017). Apresenta ainda outras fungdes: sensorial,
essencial para o correto posicionamento dos maxilares durante os movimentos
mastigatorios; manutencdo da homeostase e reparacdo dos tecidos que sao danificados

por traumas ou patologia periodontal (Dean, 2017).

A semelhanca de outros tecidos conjuntivos, o ligamento periodontal é constituido
por elementos celulares, fibras colagenosas e ndo colagenosas, vasos sanguineos e
linfaticos. As células mais abundantes sdo os fibroblastos e, em menor quantidade,
osteoblastos, osteoclastos, restos epiteliais de Malassez, mondcitos, macrofagos, células
mesenquimatosas indiferenciadas ou pluripotentes, cementoblastos € cementoclastos

(Han et al., 2014).

A resiliéncia estrutural do ligamento periodontal € oferecida pelas fibras de colagénio
mais abundantes: tipo I e tipo III, com menor contribuicdo destas ultimas (Jong et al.,
2017). Os tipos de colagénio menos abundantes sdo IV, V, VI e XII, que desempenham
a funcdo de manutengdo estrutural e regeneracdo dos tecidos, durante os movimentos

dentarios (Dean, 2017).
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Desenvolvimento

A maioria das fibras de colagénio do ligamento periodontal estdo situadas na por¢ao
média ndo mineralizada, organizadas de forma estruturada, onde se designam por fibras
principais do ligamento periodontal. Sdo classificadas consoante a sua localizacdo e

orientacdo relativamente a superficie radicular (Jong et al., 2017).

As fibras principais do ligamento periodontal estdo divididas em trés grupos:
dentogengivais, transeptais e dentoalveolares. As fibras dentogengivais estendem-se
numa dire¢ao obliqua desde o cemento até a gengiva interproximal. As fibras transeptais
estendem-se interproximalmente sobre a crista alveolar e inserem-se no cemento do dente
adjacente. As fibras dentoalveolares representam a maioria das fibras do ligamento
periodontal e estendem-se desde a por¢do cervical da superficie radicular até a crista
alveolar em dire¢do obliqua. Neste ultimo grupo estdo incluidas as fibras da crista
alveolar, fibras horizontais, fibras obliquas, fibras apicais e fibras interradiculares (em

dentes multirradiculares) (Jong et al., 2017).

1.1.4. Osso Alveolar

O osso alveolar constitui o processo alveolar, que estd ligado ao osso basal da
mandibula e maxila e que contém os alvéolos dentarios (Han et al., 2014). E constituido
por osso compacto € 0sso esponjoso. O osso compacto engloba as tadbuas corticais
externas (vestibular e lingual ou palatina) e o osso alveolar propriamente dito. O osso

esponjoso promove o suporte alveolar (Nanci & Bosshardt, 2006).

A organizacao estrutural das paredes do alvéolo dentério varia ao longo da superficie
radicular. O osso alveolar estd em constante remodelacdo devido as forcas continuas a

que os dentes estdo sujeitos (Nanci & Bosshardt, 2006).

O tecido dsseo ¢ composto por componentes celulares, proteinas da matriz
extracelular, fatores de crescimento, cristais de calcio sob a forma de hidroxiapatite e um
sistema vascular complexo. As células Osseas representam, aproximadamente, um décimo
do volume total 6sseo e incluem células osteo-progenitoras de origem mesenquimatosa,
osteoblastos, ostedcitos, células de origem hematopoiética e osteoclastos (Polo-Corrales,

Latorre-Esteves, & E. Ramirez-Vick, 2014).
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Os pré-osteoblastos sdo células progenitoras de origem mesenquimatosa. Estdo
localizados no peridsteo, enddsteo e canais de Harvers. Estes sao estimulados por diversos
fatores de crescimento: proteinas 6sseas morfogenéticas (POM), fator de transformacao
do crescimento beta (FTC-B), fator de crescimento fibroblastico (FCF), fator de
crescimento semelhante a insulina (FCI), fator de crescimento derivado das plaquetas
(FCDP) e interleucinas. Estes mecanismos levam a migragdo dos pré-osteoblastos para
localizagdes especificas onde proliferam e se diferenciam em osteoblastos (Polo-Corrales

et al., 2014).

Os componentes da matriz extracelular sdo maioritariamente proteinas colagenosas e
nao colagenosas. Estas ultimas incluem as glicoproteinas: fosfatase alcalina,
osteopontina, sialoproteina Ossea e osteocalcina, que modulam o processo de
mineralizacao Ossea, € as proteoglicanas que promovem a resisténcia dos tecidos a forgas
compressivas e promovem a libertagdo fatores de crescimento. As proteinas colagenosas
constituem 90% do volume total das proteinas da matriz extracelular, dos quais 97% sao

colagénio tipo I com grupos menores de tipo III, V e XIII (Polo-Corrales et al., 2014).

2. Embriologia Dentaria

Os dentes sdo oOrgdos com origem ectomesenquimatosa (Balic, 2018). Sao
constituidos pela polpa dentaria e por trés tecidos mineralizados: dentina, cemento e
esmalte. A polpa dentaria ¢ um tipo de tecido conjuntivo mole, ndo mineralizado e
vascularizado que apresenta fungdes nutritivas, sensoriais e imunologicas. O esmalte tem
origem epitelial e a polpa, a dentina e o cemento tém origem mesenquimatosa (Stevens

et al., 2008).

A odontogénese comega aproximadamente na sexta semana de gestagdo. E induzida
pelo tecido epitelial dentario e controlada por interagdes reciprocas entre este e o tecido
mesenquimatoso através de varias vias de sinalizacdo: FCF, POM, proteinas sonic
hedgehog (PSHH), via de sinalizagdo wingless (WNT) e ectodisplasina A (EDA) (Balic,
2018).
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O inicio da odontogénese ¢ marcado por um espessamento epitelial na zona do futuro
gérmen dentdrio que origina a ldmina dentdria. De seguida, ocorre a invagina¢ao do
epitélio no tecido mesenquimatoso subjacente. Os estagios seguintes sdo marcados pela
proliferagdo e morfodiferencia¢ao de células epiteliais dando origem a uma sequéncia de

etapas evidenciadas pela transi¢do em diversas formas: botdo, chapéu e sino (Balic, 2018).

Figura 2 - Imagem histologica da Fase Tardia de Botdo, aproximadamente na oitava semana de vida
embrionaria. Epitélio Oral (EO). Botdo (B). Ectomesénquima (E).

Na fase de sino, a por¢do externa do foliculo dentéario ¢ denominada epitélio externo
de esmalte e estd conectada a lamina dentéria. A porcdo interna, adjacente a papila, €
denominada epitélio interno do esmalte. Os pré-ameloblastos desenvolvem-se a partir do
epitélio interno de esmalte e os odontoblastos a partir da papila dentaria (Figura 3)

(Ulmer, Winkel, Kohorst, & Stiesch, 2010).
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! S Pg o a
Figura 3 - Imagem histologica da Fase de Sino. Estomoédio (E), que corresponde a cavidade oral
primitiva. Epitélio Oral (EO). Lamina Dentaria (LD). Foliculo Dentario (FD). Epitélio Externo do Orgao

de Esmalte (EE). Epitélio Interno do Orgdo de Esmalte (EI). Reticulo Estrelado (RE). Papila Dentaria (PD).
Ansa Cervical (AC).

Nesta fase, ¢ possivel observar a ansa cervical, na regido em que os epitélios interno
e externo se unem. Esta estrutura constitui um nicho de células estaminais epiteliais e ¢
composta pelos epitélios de esmalte e por células do reticulo estrelado (Figura 3) (Balic

& Thesleft, 2015).

Este nicho de células estaminais epiteliais permanece ativo até ao inicio da formagao
radicular, que coincide com a perda do reticulo estrelado e consequente perda das células
estaminais epiteliais. Sabe-se também que durante a erup¢do dentaria o compartimento
epitelial ¢ perdido através de mecanismos celulares, como apoptose. Estes dois

fendmenos explicam a incapacidade regenerativa do esmalte dentério (Balic, 2018).

A fase tardia de sino ¢ caracterizada pela diferenciacdo celular e producdo de matriz

mineralizada — esmalte e dentina, que formam a coroa do futuro dente (Balic, 2018).
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Apos o término da formagdo da coroa dentaria, a ansa cervical origina a Bainha
Epitelial de Hertwig (BEH), responsavel pelo desenvolvimento da raiz (Balic & Thesleff,
2015).

As fases finais do desenvolvimento radicular ocorrem durante e apds a erupgdo
dentaria e sdo caracterizadas pelo alongamento da raiz e desenvolvimento dos tecidos

periodontais, que ligam o dente ao osso alveolar (Balic, 2018).

Todos os constituintes do periodonto tém origem no foliculo dentario, a camada
mesenquimatosa superficial que envolve o epitélio e a papila dentdria, durante o
desenvolvimento dentario. Quando termina a formacao da coroa, da-se o inicio da
formacao radicular e consequentemente, ocorre a diferenciacao das células do foliculo

dentario em fibroblastos, osteoblastos e cementoblastos (Jong et al., 2017).

3. Patologia dos Tecidos Periodontais

A doenca periodontal ¢ considerada a sexta doenga com maior prevaléncia a nivel
mundial (Bassir et al., 2016). Causa danos irreversiveis nos dentes, tecidos envolventes e

na sua fun¢do. Quando nao ¢ realizado tratamento leva a perda dentaria (Xu et al., 2018).

As lesdes provocadas pela gengivite e periodontite sdo resultantes na maioria dos
casos, por indugdo do biofilme. A inflamacgao limitada ao compartimento gengival resulta
de uma simbiose bem balanceada entre os microorganismos e os tecidos periodontais do
hospedeiro, sendo nesta fase reversivel (Dentino et al., 2013). Quando o mecanismo de
simbiose falha e a destrui¢do dos tecidos ¢ prolongada as restantes estruturas do
periodonto, este torna-se permanentemente danificado e ocorre perda de inser¢ao. Esta

estabelecida a doencga periodontal (Iwata, Yamato, Ishikawa, Ando, & Okano, 2014).
As bactérias sdo essenciais para o desenvolvimento da doenga periodontal. No

entanto, esta pode ser desencadeada por diversos fatores, sendo considerada uma doenga

multifatorial (Nanci & Bosshardt, 2006).
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Uma das primeiras alteragdes estruturais no estabelecimento da doenga periodontal ¢
a migracao apical do epitélio de unido. Ocorre consequentemente, formagdo de um

epitélio de unido longo e formacao da bolsa periodontal (Nanci & Bosshardt, 2006).

4. Defini¢ao e Classificacao de Células Estaminais

4.1. Definicao de Células Estaminais

As células indiferenciadas com potencial de diferenciacao em células especializadas
de diversos tecidos sdo designadas por células estaminais. Apresentam duas
caracteristicas principais: capacidade de autorrenovagdo e diferenciagdo em multiplas

linhagens celulares (Volponi & Sharpe, 2013).

4.2. Critérios de Caracterizacio de Células Estaminais

4.2.1. Autorrenovacio

As células estaminais podem dividir-se de duas formas distintas: simétrica ou
assimetricamente. Na divisdo simétrica originam duas células estaminais com
propriedades de diferenciagao semelhantes a célula-mae: processo de autorrenovagao. Na
divisdo assimétrica originam duas células estaminais distintas, em que uma apresenta
capacidade de diferenciacao semelhante a célula-mae e a outra apresenta capacidade de

diferenciacdo numa linhagem especifica (El-Sayed & Dorfer, 2016).

4.2.2. Diferenciacio em Multiplas Linhagens Celulares

As células estaminais apresentam capacidade de diferenciacdo em multiplas
linhagens celulares: osteoblastica, adipogénica, condrogénica, endotelial e neural. A
linhagem depende das condig¢des e sinais moleculares a que as células sdo sujeitas em

cultura (El-Sayed & Dorfer, 2016).
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4.3. Classificacao de Células Estaminais

As células estaminais sdo classificadas de acordo com o potencial de diferenciacao,

local de colheita e origem (Chandki, Kala, Banthia, & Banthia, 2012).

De acordo com o potencial de diferenciacdo, as células estaminais podem ser
classificadas como totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes.
As células totipotentes tém capacidade de diferenciacdo em qualquer tipo de célula no
organismo, a semelhanca de um embrido. As células pluripotentes originam qualquer tipo
de célula das trés camadas germinativas: ectoderme, endoderme e mesoderme, a
semelhanga de uma célula embrionaria. As células multipotentes podem originar varias
linhagens celulares da mesma camada germinativa, consoante o tecido de origem. As
células oligopotentes podem diferenciar-se em diferentes tipos de células dentro de uma
linhagem especifica. Por ultimo, as células unipotentes podem diferenciar-se em apenas

um tipo celular (Neel, Chrzanowski, Salih, Kim, & Knowles, 2014).

De acordo com o local de colheita, as células estaminais podem classificar-se como:
autdlogas, quando sdo obtidas e transplantadas no mesmo individuo; alogénicas, se
obtidas de um dador da mesma espécie do recetor; xenogénicas, se obtidas de um dador
de uma espécie diferente do recetor e singénicas ou isogénicas quando obtidas de um
individuo geneticamente idéntico ao recetor, como por exemplo gémeos, clones ou

individuos consanguineos (Chandki et al., 2012).
De acordo com a sua origem, as c€lulas estaminais podem também ser classificadas

em células estaminais embrionarias, células estaminais adultas ou somaticas e células

estaminais pluripotentes induzidas (CEPI) (Han et al., 2014).

4.3.1. Células Estaminais Embrionarias

As células estaminais embrionarias sd3o uma populacdo de células com elevado
potencial na area da medicina regenerativa. Podem ser mantidas em cultura durante

periodos de tempo indefinidos, mantendo o potencial de diferenciagao (Neel et al., 2014).
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As células estaminais embrionarias podem originar todos os tipos de células
somaticas e dividir-se de forma ilimitada. A sua colheita pode ser efetuada nas fases
iniciais do blastocisto, no quarto dia de desenvolvimento embriondrio. Neste
procedimento, o trofoblasto do blastocisto ¢ destruido. Os embrioblastos, a parte do
blastocisto com interesse para a area de investigacdo, sdo mantidos. Em termos éticos,
esta forma de obtencdo de células estaminais é controversa, na medida em que para ser
efetuada, ¢ necessario destruir um embrido humano em desenvolvimento (Ulmer et al.,

2010).

4.3.2. Células Estaminais Adultas

As células estaminais adultas ou somaticas podem ser obtidas através da colheita de
amostras de tecido. Apresentam proliferacao limitada. Podem ser unipotentes, bipotentes
ou multipotentes. Quando sdo unipotentes ou bipotentes podem diferenciar-se em células
pertencentes ao tecido de origem. Quando sdo multipotentes podem diferenciar-se em

c¢lulas da mesma camada germinativa que o tecido de origem (Ulmer et al., 2010).

Estas células apresentam fungdes especificas no organismo: manutengdo da

homeostase e auxilio na reparacao e regeneragao dos tecidos (Bartold & Gronthos, 2017).

As fontes para obtengdo de células estaminais dentarias adultas sdo: dentes extraidos
e restos de tecido que o envolvem. A cultura celular deve ser efetuada em laboratério.
Apbés o correto isolamento, a sua expansdo ¢ facilmente obtida. Podem ser
criopreservadas por um periodo longo de tempo, sem que percam as capacidades de

diferenciagdo (Volponi & Sharpe, 2013).

Apesar de exibirem um potencial de proliferacdo e diferenciacdo mais restrito em
relagdo as células estaminais embriondrias, apresentam diversas vantagens,
nomeadamente, facilidade na recolha e acesso, imunocompatibilidade e ndo estdo

envolvidas em questdes éticas que impecam o seu uso (Han et al., 2014).
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Dadas as limitagdes relativas a capacidade de diferencia¢do, tornou-se crucial
procurar uma fonte de células estaminais pluripotentes de origem nio embrionaria.

Surgem desta forma as CEPI, origindrias de células estaminais adultas (Han et al., 2014).

4.3.3. Células Estaminais Pluripotentes Induzidas

As CEPI sao semelhantes as células estaminais embrionarias em diversos parametros:
morfologia, expressdo génica, potencial de diferenciacdo e proliferacao (Han et al., 2014).
Sao ceélulas estaminais somaticas reprogramadas para um estdgio de célula estaminal
embrionaria, através da expressdo forcada de fatores de transcricdo embrionarios

(Galkowski, Ratajczak, Kocki, & Darzynkiewicz, 2017).

Apesar da vantagem ética perante as cé€lulas estaminais embrionarias, as CEPI
apresentam elevada instabilidade genémica e potencial tumorogénico. Ainda ndo foram
determinados quais os efeitos adversos que podem suceder das mutacdes ocorridas na
sequéncia da inducdo de células somaticas em CEPI. Consequentemente, até a data, nao

¢ seguro efetuar ensaios clinicos em humanos (Yoshihara, Hayashizaki, & Murakawa,

2016).
E importante, através de mais estudos clinicos e pré-clinicos, alcancar os meios de

manipulagdo genética que permitam a inducao de células estaminais adultas em CEPI

sem que ocorram efeitos secundarios nocivos no seu genoma (Han et al., 2014).

5. Células Estaminais Dentarias

As células estaminais dentarias derivam da crista neural. Sdo uma populagdo de
células estaminais adultas com capacidade de autorrenovacao e potencial de diferenciacao

em diversas linhagens celulares (Chalisserry, Nam, Park, & Anil, 2017).

27



Células Estaminais na Regeneragdo dos Tecidos Periodontais

5.1. Células Estaminais Dentarias Epiteliais

As células estaminais dentdrias epiteliais foram identificadas pela primeira vez em
incisivos de ratos (Smith & Warshawsky, 1975). Mais tarde, comprovou-se que teriam a
capacidade de originar todo o tipo de tecidos epiteliais presentes nos dentes (Balic, 2018).
Em oposi¢ao aos dentes humanos, os incisivos dos roedores crescem de forma continua
ao longo de toda a sua vida, ndo existindo perda das estruturas que constituem os nichos

de células estaminais epiteliais (Ulmer et al., 2010).

Até a data, os conceitos concernentes a regulagdo dos mecanismos das células
estaminais epiteliais dentarias ndo sdo claros, para que possam ser compreendidos e

corretamente usados em investigacoes clinicas (Balic, 2018).

5.2. Células Estaminais Dentarias Mesenquimatosas

As células estaminais mesenquimatosas foram identificadas pela primeira vez em
1966, na medula 6ssea. Os autores definiram-nas como uma populagdo de células
mesenquimatosas adultas, organizadas de forma hierarquica e com potencial de
diferenciacdo em tecidos especializados de pelo menos uma linhagem mesenquimatosa:
osso, cartilagem, tecido adiposo, musculo e células neurais (Friedenstein, Piatetzky-

Shapiro, & Petrakova, 1966).

Atualmente, a identificac¢do, caracterizagao e isolamento de células estaminais sdao
efetuados através de marcadores celulares. O marcador celular dos precursores do
estroma (STRO-1) é o mais conhecido marcador das células estaminais
mesenquimatosas. No entanto, a sua expressao diminui consideravelmente durante a
cultura celular. Para além deste, existem outros marcadores que definem uma populacao

de células estaminais mesenquimatosas (Ulmer et al., 2010).
A International Society for Cellular Therapy estabeleceu 3 critérios minimos para a

identificacdo de uma populacdo de células estaminais mesenquimatosas:

i.  capacidade de aderéncia a superficies plasticas em meio de cultura;
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ii.  expressdo positiva dos marcadores moleculares cluster de diferenciagao 73
(CD73), CD90 e CD105 e expressao negativa de CD45, CD34, CD14 ou
CDI11b, CD79-a ou CD19 e sistema antigénio leucocitario classe II (HLA
classe II);

iii.  potencial de diferenciacdo in vitro em pelo menos trés linhagens celulares:

osteogénica, condrogénica e adipogénica (Han et al., 2014).

Para além dos critérios acima indicados e para uma caracteriza¢ao mais rigorosa, as
células estaminais mesenquimatosas devem ainda: possuir capacidade de formar
populagdes através de divisdes sucessivas e manter o potencial de autorrenovagao quando

transplantadas de forma sucessiva in vivo (Bartold & Gronthos, 2017).

As células estaminais mesenquimatosas dentdrias foram inicialmente isoladas da
polpa dentaria (Gronthos, Mankani, Brahim, Robey, & Shi, 2000). Posteriormente foram
descobertas em: dentes deciduos esfoliados (Miura et al., 2003), ligamento periodontal
(Seo et al., 2004), papila apical (Sonoyama et al., 2006), foliculo dentario (Morsczeck et
al., 2005), tecido gengival (Q. Zhang et al., 2009), osso alveolar (Matsubara et al., 2005),
e em gérmenes dentarios (Ikeda et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4 - Desenho esquematico ilustrativo das fontes de células estaminais mesenquimatosas
derivadas de tecidos dentarios humanos. Células Estaminais da Polpa Dentaria (DPSCs). Células Estaminais
de Dentes Deciduos Esfoliados (SHED). Células Estaminais do Ligamento Periodontal (PDLSCs). Células
Estaminais da Papila Apical (SCAP). Células Estaminais do Foliculo Dentario (DFPCs). Células Estaminais
Mesenquimatosas da Gengiva (GMSCs). Células Estaminais Mesenquimatosas do Osso Alveolar
(ABMSCs). Células Progenitoras do Gérmen Dentario (TGPCs).

Imagem gentilmente cedida por Elna Paul Chalisserry, Seung Yun Nam, Sang Hyug Park &
Sukumaran Anil, 2017.

5.2.1. Células Estaminais da Polpa Dentaria (CEPD)

A polpa dentiria ¢ um tecido mole de origem mesenquimatosa e
ectomesenquimatosa, originado da papila dentaria (Chalisserry et al., 2017). Desempenha
diversas fungdes: auxilio no desenvolvimento dentario, nutrigdo, mineralizagdo de

dentina e rececao sensorial (Shuai et al., 2018).

As primeiras células estaminais mesenquimatosas dentdrias foram isoladas da polpa
dentaria de terceiros molares. Exibiram taxas de proliferacdo elevadas e propriedades que

lhes permitem formar coldnias (Gronthos et al., 2000). Podem também ser isoladas de
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dentes deciduos, supranumerarios e em procedimentos de pulpectomia (Shuai et al.,

2018).

In vitro tém potencial de diferenciagdo em odontoblastos, osteoblastos,
endoteliocitos, células musculares, adipocitos, condrocitos, células neurais e melanocitos.
In vivo apresentam capacidade de originar tecido dentario funcional sob a forma de
complexos dentino-pulpares. Tém também potencial de diferenciagdo odontogénico,
miogénico, adipogénico e osteogénico, e capacidade de promover a angiogénese (Liu et

al., 2015).

As CEPD apresentam ainda, capacidade de diferenciacdo em células estaminais
multipotentes da crista neural. Estas, podem originar todas as linhagens celulares da crista

neural embrionaria (Liu et al., 2015).

Apesar de nao ser conhecido um marcador celular especifico para as CEPD sabe-se
que expressam: CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166, STRO-1 e o fator
de transcrigao de ligacao ao octamero 4 (Oct-4) (Chalisserry et al., 2017). Por outro lado,

os marcadores CD34, CD45 e CD71 nao sdo expressos (Shuai et al., 2018).

Podem ser criopreservadas por um longo periodo de tempo sem que percam as
propriedades de diferenciacao e sem que deixem de expressar os marcadores moleculares

que as caracterizam como uma populacdo de CEPD (Shuai et al., 2018).

Atualmente, sabe-se que existem varias subpopulagdes de células progenitoras na
polpa dentaria. Estas, diferem entre si pela capacidade de autorrenovacao, taxa de

proliferagdo e potencial de diferencia¢do (Ulmer et al., 2010).

As CEPD do complexo dentino-pulpar sdo responsaveis pela formagdo de dentina
terciaria. Se ocorrer um tipo de dano leve a dentina em que ndo had destruicdo de
odontoblastos, estes induzem a formagao de dentina reacional. Por outro lado, quando o
dano a dentina ¢ severo e ocorre destruicdo de odontoblastos, as CEPD s3ao mobilizadas
e diferenciam-se em precursores odontoblasticos. A dentina formada através deste
processo ¢ a dentina reparadora. As CEPD estdo também envolvidas no processo de

deposicao continua de dentina, ao longo da vida (Sharpe, 2016).
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5.2.2. Células Estaminais de Dentes Deciduos Esfoliados (CEDDE)

A transi¢do da denti¢do decidua para a denti¢do permanente ¢ um processo dindmico
e ¢ controlado pela reabsor¢do radicular dos dentes deciduos. As CEDDE podem ser

isoladas da polpa dentaria coronaria de dentes deciduos esfoliados (Liu et al., 2015).

Esta populacdo ¢ caracterizada por possuir elevada capacidade proliferativa,
propriedades clonogénicas e potencial de diferenciacdo em diferentes linhagens: células

neurais, adipdcitos e odontoblastos (Miura et al., 2003).

In vitro apresentam capacidade de diferenciacdo nas linhagens odontogénica,
osteogénica, adipogénica, condrogénica, miogénica, endotelial e angiogénica (Liu et al.,
2015). In vivo podem originar odontoblastos, células endoteliais, células neurais,

adipocitos e células osteoindutoras (Ulmer et al., 2010).

As CEDDE nao apresentam capacidade de diferenciacdo em osteoblastos ou
osteocitos. No entanto, podem induzir formagao de tecido 6sseo através do recrutamento
de células osteogénicas. Possuem uma taxa de proliferagdao e diferenciacao elevada,
comparativamente as CEPD, o que as torna um grupo de células distinto e imaturo

(Chalisserry et al., 2017).

As CEDDE podem ser caracterizadas pela expressdo dos marcadores: das células
estaminais mesenquimatosas CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146 ¢
CD166 (Bassir et al., 2016); das células estaminais embrionarias — Oct-4 e Nanog; e das
células estaminais da crista neural — Nestina (Liu et al., 2015). Por outro lado nao

expressam CD14, CD34 e CD45 (Bassir et al., 2016).
Podem ser criopreservadas por um longo periodo de tempo sem que percam as

propriedades de diferenciacdo e indugdo, e sem que deixem de expressar os marcadores

de superficie que as caracterizam (Shuai et al., 2018).
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5.2.3. Células Estaminais do Ligamento Periodontal (CELP)

As CELP s3o o tipo de célula estaminal mais frequentemente usadas para
investigacdes que visam a regeneracao de tecidos periodontais, sendo a primeira escolha

entre as outras células estaminais com origem dentaria (Shang et al., 2017).

Foram isoladas pela primeira vez em 2004, em terceiros molares. Apresentaram
capacidade de diferenciagdo em células precursoras de cementoblastos, adipocitos e
células formadores de colagénio, in vitro. No mesmo estudo, foram transplantadas para
ratos onde originaram cé€lulas precursoras de cemento e fibras de ligamento periodontal

orientadas tridimensionalmente, a semelhanga das fibras de Sharpey (Seo et al., 2004).

As CELP podem ser obtidas pelo esfregaco do ter¢o médio da superficie radicular de
dentes extraidos (Volponi & Sharpe, 2013). Podem ser criopreservadas sem que percam
a capacidade de diferenciacao, o potencial regenerativo e os marcadores moleculares que
as caracterizam (Shuai et al., 2018). Apresentam uma elevada taxa de proliferagdo,

comparativamente as CEPD (Chalisserry et al., 2017).

In vitro, as CELP possuem potencial de diferenciagdo osteogénico, condrogénico e
adipogénico. In vivo podem originar células semelhantes as presentes em tecido 0sseo,

cemento radicular, cartilagem e ligamento periodontal (Liu et al., 2015).
As CELP podem ser caracterizadas pela expressdo dos marcadores CD73, CD90,

CD105, CD146, CD166 e STRO-1. Por outro lado, ndo expressam os marcadores CD14,
CD34, CD40, CD45, CD54, CD80 e CD86 (Bartold & Gronthos, 2017).

5.2.4. Células Estaminais da Papila Apical (CEPA)

A papila apical ¢ um tecido mole, encontrado nos apices dos dentes permanentes em
desenvolvimento. Contribui para a formagao dentaria e posteriormente, origina a polpa

dentaria (Liu et al., 2015).
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Foram isoladas pela primeira vez em 2006, em terceiros molares imaturos. In vitro
mostraram capacidade de diferenciagdo em células precursoras de odontoblastos e

adip6citos (Sonoyama et al., 2006).

As CEPA apresentam ainda, in vitro, capacidade de diferenciagdo osteoblastica. In
vivo podem originar odontoblastos, osteoblastos, células precursoras de cementécitos e
osteocitos (Liu et al., 2015). Quando isoladas de dentes sujeitos a ambiente inflamatorio,

mantém o elevado potencial de proliferacdo e multipoténcia (Shuai et al., 2018).

As CEPA expressam elevados niveis dos marcadores CD13, CD24, CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105, CD106, CD146 e STRO-1. Nao expressam os marcadores CD18,
CD34 e CD150 (Bassir et al., 2016).

Apesar do elevado potencial na area da medicina regenerativa, serao necessarios mais
estudos clinicos e pré-clinicos para que se possa compreender os mecanismos de

regulagdo e aplicacao desta populacdo de células estaminais (Shuai et al., 2018).

5.2.5. Células Estaminais do Foliculo Dentario (CEFD)

O foliculo dentario ¢ um saco de tecido conjuntivo de origem mesenquimatosa que
envolve o 6rgao de esmalte e a papila dentaria do gérmen do dente em desenvolvimento.
Controla a osteoclastogénese e a osteogénese durante a erup¢ao dentéria e posteriormente,

origina os tecidos periodontais (Chalisserry et al., 2017).

Foram isoladas pela primeira vez em 2005, em terceiros molares, ¢ caracterizadas
como uma populagao de células estaminais mesenquimatosas que reside no periodonto

antes ou durante a erupc¢ao dentéria (Morsczeck et al., 2005).
In vitro podem diferenciar-se em osteoblastos, adipocitos, cardiomidcitos,

condrocitos, células neurais, hepatocitos, células das glandulas salivares e células ductais

(J. Zhang et al., 2019).
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Entre as outras células estaminais mesenquimatosas de origem dentaria, as CEFD
apresentam uma distinta capacidade de diferenciacdo osteogénica e propriedades
imunomodulatérias. Sao excelentes candidatas para a regeneragdo de defeitos dsseos,
regeneracdo de dentes, tratamento da doenga periodontal e de doengas autoimunes (J.

Zhang et al., 2019).

As CEFD expressam os marcadores: das células estaminais mesenquimatosas, CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105, CD146 e STRO-1; o marcador neural Nestina e o marcador
pluripotente, Oct-4. Por outro lado, ndo expressam os marcadores hematopoiéticos CD14,

CD31, CD34, CD45 ¢ CD117 (J. Zhang et al., 2019).

As suas propriedades de multipoténcia sdo mantidas apos criopreservagao. Apesar do
potencial na medicina regenerativa, sdo necessarios mais estudos clinicos e pré-clinicos
para um melhor conhecimento dos mecanismos inerentes ao seu controlo e aplicacdo

(Shuai et al., 2018).

5.2.6. Células Estaminais Mesenquimatosas da Gengiva (CEMG)

Foram isoladas pela primeira vez em tecido gengival humano saudavel e
caracterizadas por apresentarem capacidade clonogénica, potencial de autorrenovacao e

de multipla diferenciacdo (Q. Zhang et al., 2009).

As CEMG podem ser obtidas da cavidade oral, com minimo desconforto para o
paciente, através de bidpsias ou durante procedimentos de exodontia (Du, Yang, & Ge,
2016). Outra vantagem permanece do facto de ocorrer rapida renovacao e regeneracdo da
arquitetura tecidular ap6s a recolha. O tecido gengival representa a fonte mais abundante

e acessivel de células estaminais na cavidade oral (El-Sayed & Dorfer, 2016).

As CEMG podem também ser isoladas de tecido gengival hiperplasico causado por
administracdo medicamentosa imunossupressiva, nomeadamente hiperplasia gengival
provocada por ciclosporina A. Tang et al., (2011) demonstrou que esta populagdo de
CEMG apresenta maior propagagdo in vitro e maior taxa de formacdo de tecido apds

transplante in vivo.
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In vitro podem originar osteoblastos, condrocitos e adipdcitos. In vivo possuem
potencial de diferenciacdo em células semelhantes a fibroblastos, fibras de colagénio e
exibem potencial osteogénico. Apresentam também capacidade de autorrenovagdo (Liu

et al., 2015).

As CEMG expressam os marcadores CD44, CD73, CD90, CD105 (Mitrano et al.,
2010), CD166 ¢ STRO-1 (Du et al., 2016). Por outro lado, ndo expressam CD34, CD45,
CD54, CD38 (Mitrano et al., 2010) e CD14 (Du et al., 2016).

Possuem também propriedades imunomodulatorias. Sdo ndo imunogénicas e
permitem o transplante alogénico, sem que o recetor seja sujeito a uma resposta
imunosupressora. Estas propriedades atuam de forma terapéutica no tecido recetor,
melhorando a resposta inflamatoria a que o paciente poderd estar sujeito apds o

transplante celular (El-Sayed & Dorfer, 2016).

5.2.7. Células Estaminais Mesenquimatosas do Osso Alveolar

(CEMOA)

O osso alveolar ¢ constituido por uma crista 6ssea espessa que contém os alvéolos
dentarios que suportam os dentes nas arcadas. Tem origem embriolégica no foliculo
dentario (Liu et al., 2015). As células progenitoras responsaveis pela formagao de osso
alveolar encontram-se na regido periosteal, no ligamento periodontal ou adjacentes a

vasos sanguineos (Chen, Sun, Lu, & Yu, 2012).

As CEMOA foram isoladas pela primeira vez em 2005, num estudo efetuado em 41
pacientes com idades compreendidas entre os 6 € os 66 anos. Demonstraram potencial
proliferativo e osteogénico equivalente as células estaminais mesenquimatosas da medula
Ossea isoladas da crista iliaca e niveis semelhantes de osteocalcina, osteopontina e
sialoproteina 6ssea. Ocorreu também diferenciacdo osteoblastica, confirmada pela

expressao elevada de fosfatase alcalina (Matsubara et al., 2005).
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In vitro tém potencial de diferenciagdo nas linhagens osteoblastica, condrogénica e
adipogénica. In vivo podem induzir formacao de tecido 6sseo através da diferenciagdo em

osteoblastos e ostedcitos (Liu et al., 2015).

As CEMOA apresentam os tipicos marcadores das células multipotentes
mesenquimatosas CD73, CD90 e CD105. Por outro lado, ndo expressam CD45, CD34,
CD14, CD79-a (Pekovits et al., 2013).

A técnica de recolha das CEMOA ¢ minimamente invasiva € pouco dolorosa. Pode
ser efetuada num laboratoério ou durante uma intervencao cirirgica a que o paciente seja

sujeito (Pekovits et al., 2013).

As CEMOA recolhidas da linha obliqua da mandibula apresentam atividade
osteogénica, adipogénica e condrogénica, semelhante a das células estaminais da medula
Ossea da crista iliaca. Apds mais investigagoes clinicas e pré-clinicas, poderao ser

utilizadas como terapia celular para defeitos dsseos e periodontais (Pekovits et al., 2013).

5.2.8. Células Progenitoras do Gérmen Dentario (CPGD)

As CPGD foram isoladas pela primeira vez em gérmenes de terceiros molares, na
fase tardia de sino. Demonstraram elevada capacidade de proliferacao e diferenciaram-se

in vitro em osteoblastos, células neurais e hepatdcitos (Ikeda et al., 2008).

As CPGD possuem capacidade de diferenciacdo in vitro em diversas linhagens:
adipogénica, osteogénica, condrogénica, odontogénica, neurogénica, hepatogénica e

endotelial. /n vivo apresentam capacidade de formacao de tecido 6sseo (Liu et al., 2015).

A semelhanga de outras populagdes de células estaminais mesenquimatosas, as
CPGD apresentam expressdo positiva dos marcadores CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, CD106 e CD166. Por outro lado, ndo expressam CD14, CD34, CD45 e CD133
(Liu et al., 2015).
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6. Células Estaminais Mesenquimatosas Nao Dentarias

As células estaminais multipotentes ndo dentdrias também tém aplicagdo na
regeneracdo de defeitos periodontais. Existem diversas fontes de células estaminais
mesenquimatosas que residem em quase todos os 6rgaos: sangue do corddo umbilical,
tecido adiposo, medula 6ssea, tecido muscular, figado, pulmdes, tenddes, placenta e até

de tecido cutaneo (Liu et al., 2015).

Neste capitulo, irei abordar duas populagdes de cé€lulas estaminais adultas nao

dentérias que apresentam potencial periodontal regenerativo (Bassir et al., 2016).

6.1. Células Estaminais Mesenquimatosas da Medula Ossea

(CEMMO)

As CEMMO sao células estaminais multipotentes com potencial de diferenciacdo em
diversas linhagens: fibroblastica, endotelial, osteogénica, condrogénica e adipogénica
(Zhu, Liu, Li, & Jin, 2013). Podem ser isoladas de diversas partes do corpo: osso iliaco,

fémur, tibia e vértebras (Matsubara et al., 2005).

Apresentam um elevado potencial osteogénico através da diferenciacdo em
osteoblastos e através do estimulo de um microambiente que promove a cicatrizagao
0ssea. Promovem também o recrutamento de células estaminais e osteoblastos dos tecidos

adjacentes para o tecido a regenerar (Jensen et al., 2016).

A semelhanga das outras células estaminais, as CEMMO expressam os marcadores
moleculares das células estaminais mesenquimatosas CD73, CD90, CD105, CD146 e
STRO-1 e o marcador pluripotente, Oct-4. Por outro lado, ndo expressam os marcadores

CD14, CD34 e CD45 (Zhu et al., 2013).

Sao as células estaminais mesenquimatosas mais amplamente estudadas na area da
medicina regenerativa, devido ao facil acesso a quantidades apropriadas para aplicag@o
clinica (Chen et al., 2012). Apesar de apresentarem um bom potencial de diferenciacio

osteogénico a sua recolha ¢ invasiva e apresenta desvantagens: morbilidade, baixo
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numero de células em cultura apos colheita e perda do fenotipo durante a cultura (Jensen
et al., 2016). Sabe-se também que, com o aumento da idade o numero destas células no

organismo diminui (Bassir et al., 2016).

6.2. Células Estaminais Derivadas de Tecido Adiposo (CEDTA)

O tecido adiposo ¢ um tecido extraoral, através do qual podem ser obtidas células
estaminais mesenquimatosas com potencial aplicagdo na regeneragdao dos tecidos

periodontais (Han et al., 2014).

Apresentam propriedades de diferenciacdo semelhantes as CEMMO. A sua recolha
pode ser efetuada com minima ou ausé€ncia de dor para o paciente (Bassir et al., 2016).
Podem ser obtidas em elevadas quantidades, em procedimentos como a lipoaspiragao

(Tobita, Uysal, Ogawa, Hyakusoku, & Mizuno, 2008).

As CEDTA apresentam potencial de diferenciagdo em osteoblastos, condrécitos,
midcitos, células neurais, células cardiovasculares, hepatocitos e adipocitos. Promovem
também a secre¢ao de fatores de crescimento envolvidos na angiogénese € na cicatrizagao

fisiologica dos tecidos (Tobita & Mizuno, 2013).

Expressam um elevado numero de marcadores, nomeadamente, CD29, CD44, CD71,
CD90, CD105 e STRO-1. Por outro lado, ndo expressam os marcadores CD31, CD34 ¢
CD45 (Bassir et al., 2016).

7. Transplante de Células Estaminais no Periodonto

O desenvolvimento de estratégias de colocagdo de células estaminais nos tecidos ¢
tdo importante quanto o potencial de diferenciagdo que apresentam. O transplante das
células estaminais pode ser efetuado através da injegao direta das células ou recorrendo
ao uso de biomateriais naturais ou sintéticos, que funcionam como matrizes. Esta escolha

depende do tipo de tecido e patologia que se pretende tratar (Chen et al., 2012).
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7.1. Injeciao de Células Estaminais sem Biomateriais

Este procedimento pode ser efetuado através da inje¢ao de uma suspensdo de células
a nivel sistémico ou diretamente no tecido a regenerar. Esta técnica ¢ usada
frequentemente na regeneracao de tecido misculo-esquelético e no tratamento de doengas
cardiacas. No entanto, a evidéncia cientifica demonstra que a sua aplicagdo na

regeneracao dos tecidos periodontais € ainda, elusiva (Chen et al., 2012).

7.1.1. Engenharia de Cell Sheets (CS)

A engenharia de CS € uma técnica desenvolvida em 2004 com o objetivo de contornar
as limitacdes do uso de matrizes biodegradaveis e da injecdo de células em suspensao

(Yamato & Okano, 2004).

Este método conjugado com terapia celular ¢ eficaz em procedimentos de
regeneracao periodontal. A grande limitagdo desta técnica ¢ a delicada estrutura dos
materiais ¢ a consequente dificuldade na manipulagdo durante a cirurgia periodontal

(Chen et al., 2012).

Esta técnica ¢ baseada na jungdo de varios tipos de células em cultura. As células
contém polimeros sensiveis a estimulos térmicos. A temperatura de 37 graus celsius (°C)
as células estdo organizadas em CS. Quando a temperatura ¢ inferior a 32°C as células
separam-se de forma imediata sem que seja necessario o uso de enzimas proteoliticas.
Desta forma, as jungdes celulares e a matriz extracelular ndo sdo danificadas (Moschouris,

Firoozi, & Kang, 2016).
As células formam monocamadas intactas que podem ser transplantadas sem recurso

a matrizes. O conceito de CS implica que as células assumam uma posi¢do espacial que

mimetiza por si s6 a matriz extracelular (Moschouris et al., 2016).
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7.1.2. Agregados Celulares

Os agregados celulares sao grupos de células com didmetro entre 100 e 500
micrometros. Quando colocados em cultura e sujeitos a condigdes de crescimento
especificas, multiplicam-se de forma semelhante, estrutural e funcionalmente, ao tecido
onde irdo ser colocadas. Existe pouca evidéncia cientifica relativamente ao uso de

agregados celulares na regeneracao dos tecidos periodontais (Chen et al., 2012).

7.2. Injecao de Células Estaminais com Biomateriais

Os tecidos encontram-se organizados em estruturas tridimensionais. Na maioria dos
casos, € necessario o uso de uma matriz que mimetize a matriz extracelular e que promova
a correta distribuicdo espacial das células estaminais no tecido a regenerar (Chandki et

al., 2012).

A matriz ideal deve preencher alguns requisitos: permitir um fluxo satisfatorio de
nutrientes, oxigénio ¢ metabolitos; exibir biocompatibilidade e auséncia de toxicidade;
possuir for¢a fisica e mecanica; estrutura porosa que permita a adesdo, migragao,
proliferacdo e diferenciagdo celular; ser permeavel; possuir capacidade de vascularizacao
in vivo e ser de facil produgdo. E também necessario que a matriz seja gradualmente

degradavel (Chandki et al., 2012).

Na escolha da matriz a utilizar o clinico deve ter em consideracdo as suas

propriedades fisico-quimicas, morfologia e cinética de degradacdo (Han et al., 2014).

O processo de degradagdo e reabsorcdo da matriz deve ocorrer a medida que o
crescimento do tecido é efetuado. E, porém, importante reconhecer que cada um dos
tecidos periodontais apresenta diferentes taxas de crescimento e maturagdo, o que
dificulta a escolha da matriz. Esta estabelecido que o tempo de degradacdo da matriz deve

ser superior ao tempo de remodelacdo de todos os tecidos a regenerar (Han et al., 2014).
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7.2.1. Polimeros

7.2.1.1. Polimeros Naturais

Os polimeros naturais sao biocompativeis e biodegradaveis. Permitem o controlo da
porosidade, carga e forca mecanica através de: alteracdes nas concentragdes de polimeros
ou nas condigdes de polimerizagdo e introdugdo de grupos funcionais. A bioatividade
destes polimeros também pode ser controlada através da adicdo de agentes quimicos,

proteinas, péptidos e células (Polo-Corrales et al., 2014).

As matrizes de polimeros naturais com aplicagdo na engenharia de tecidos sdo, entre
outros, o colagénio, quitosano, seda, alginato, acido hialurénico e péptidos. Estes
materiais facilitam a adesdo, migracao, diferenciacao e deposicao celular (Polo-Corrales

et al., 2014).

7.2.1.1.1. Péptidos de Hidrogel

Os péptidos de hidrogel tém elevado potencial na terapia com células estaminais. Sao
constituidos por uma estrutura tridimensional de polimeros hidrofilicos com ligacdes
cruzadas. Esta organizagdo tridimensional ocorre de acordo com as condi¢des mecanicas
e fisiologicas do tecido. Apresentam capacidade de absor¢ao de agua e fluidos biolégicos.
A grande vantagem deste tipo de matrizes ¢ o facto de poderem ser injetadas nos tecidos

(Nagy et al., 2018).

A sua estrutura peptidica ¢ semelhante a das proteinas da matriz extracelular dos
tecidos periodontais. Desta forma, existe maior mimetizagdo da matriz extracelular

biologica (Nagy et al., 2018).

Recentemente, Nagy et al., (2018) procederam a injecdo in vitro de Hydro Matrix
(HydM), uma matriz peptidica de hidrogel desenvolvida para culturas celulares, com
CELP. O objetivo do estudo foi verificar se esta estrutura seria indicada para promover a
diferenciagdo osteogénica e proliferacdo das CELP. Apds trés semanas, a mineralizacao

apresentava-se muito mais intensa no grupo de estudo comparativamente ao grupo de
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controlo. Os autores concluem que este tipo de matriz promove a adesdao, migragdo,

sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo osteogénica das CELP (Nagy et al., 2018).

7.2.1.2. Polimeros Sintéticos

Neste grupo, estdo incluidos dois tipos de materiais: os poliésteres € os copolimeros.
Os poliésteres sdo os materiais mais frequentemente usados na engenharia de tecidos.
Existem 3 tipos: acido poliglicolico, acido polilatico e policaprolactona. Os metabolitos
de degradacdo destes materiais estdo presentes no organismo humano e podem ser
eliminados pelas vias metabolicas bioldgicas. Os copolimeros sdo materiais atrativos para
a engenharia de tecidos por possuirem propriedades fisico-quimicas que podem ser

facilmente manipuladas (Polo-Corrales et al., 2014).

7.2.2. Ceramica

Os materiais de origem ceramica com aplicagao médica sao designados por materiais
bioceramicos. Exibem biocompatibilidade, bioatividade e propriedades quimicas
semelhantes aos componentes do osso mineral. Os materiais bioceramicos com aplicacao
na engenharia de tecidos sdo: biovidro, fosfato de calcio, incluindo hidroxiapatite e beta

fosfato tricalcico (B-FTC), e matriz de ceramica derivada de corais (Polo-Corrales et al.,

2014).

7.2.3. Metal

Os materiais metalicos utilizados na engenharia de tecidos sdo: ago inoxidavel, ligas
metdalicas, como cromo-cobalto, e titdnio. Estes biomateriais apresentam diversas
desvantagens: libertagdo de ides metdlicos toxicos e particulas resultantes da sua
corrosdo, que podem causar lesdes inflamatdrias e reacdes alérgicas. Por esta razdo, estes
materiais ndo sdo biocompativeis. Apresentam também, fraca estimulag¢do do crescimento
6sseo, dado que, possuem um moédulo elastico pouco semelhante ao do tecido 6sseo

mineral (Polo-Corrales et al., 2014).
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7.2.4. Composito

Os compositos foram desenvolvidos com o objetivo de obter varias funcionalidades
de diferentes materiais, de forma sinérgica: reatividade de superficie, bioatividade, forca
mecanica e capacidade de distribuicdo de fatores de crescimento. Resultam da jungao de
diversos tipos de materiais e apresentam uma fase dispersa: polimero/ceramica,

ceramica/metal, polimero/metal (Polo-Corrales et al., 2014).

8. Isolamento de Células Estaminais

,

E importante efetuar um adequado isolamento das células estaminais retiradas do
tecido dador e impedir a sua contaminagdo. As tecnologias mais frequentemente usadas
para este fim sdo: o sistema de separacao magnético (SSM) e a citometria de fluxo (Du et

al., 2016).

A citometria de fluxo surgiu com o objetivo de identificar e quantificar células.
Através da dispersao de luz e propriedades fluorescentes, esta tecnologia identifica
anomalias no tamanho e estrutura das células, e quantifica caracteristicas funcionais com
base na expressao de marcadores proteicos e testes citoquimicos. Este método identifica
células especificas e tem capacidade de dete¢ao de moléculas e organelos intracelulares

(Galkowski et al., 2017).

A técnica SSM recorre a separacdo magnética de populagdes celulares distintas com
base nos marcadores de superficie que apresentam. Uma esfera magnética ¢ acoplada a
diversos anticorpos monoclonais e colocada numa suspensao de células. As células
atravessam uma coluna e forma-se um campo magnético, que as atrai. As restantes células
podem ser recuperadas quando o campo magnético ¢ desligado (Reinhardt, Bader, & Giri,

2014).

Outros tipos de tecnologias também usadas para o isolamento de células estaminais
sdo: o sistema de separacdo por fluorescéncia (SSF), semelhante a tecnologia SS, com
recurso a particulas fluorescentes; a tecnologia microfluidica que pode ser combinada ou

integrada com outros métodos de separacdo celular e o sistema celution, um método de
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isolamento que recorre a centrifugagdo para obter células estaminais de tecido adiposo

(Reinhardt et al., 2014).

9. Reparacao e Regeneracao dos Tecidos Periodontais

Como referido anteriormente, o processo de cicatrizagdo ou regeneragao de um tecido
requer a combinacao de trés componentes: sinalizadores moleculares, nimero apropriado

de células progenitoras e matriz extracelular (Mitrano et al., 2010).

A terapia com cé€lulas estaminais € vantajosa na medida em que, permite a reparacao
de tecidos sem que ocorra formagao de tecido fibroso. Existe também uma probabilidade

minima de morbilidade e um baixo risco de rejeicdo autoimune (Mitrano et al., 2010).

As células estaminais atuam de duas formas distintas na regeneracao dos tecidos
periodontais: sdo uma fonte de cé€lulas precursoras e estimulam o organismo a recrutar
células endogenas responsaveis pelo desenvolvimento dos tecidos (Brozek, Kurpisz, &

Koczorowski, 2018).

A nova estrutura periodontal deve ser constituida por fibras devidamente orientadas
e inseridas no cemento e osso alveolar. O tecido recentemente formado, deve possuir
capacidade de resistir as forgcas mastigatorias e promover a regeneracdo quando ocorrem
danos a sua integridade (Jong et al., 2017). Para uma correta regeneragao destas

estruturas, ¢ indispensavel a presenca de irrigacdo sanguinea (Brozek et al., 2018).

Até a data, existem diversos estudos que comprovam o potencial das células
estaminais na regenera¢do periodontal. As CELP sdo as células de primeira escolha,
apresentando um potencial pluripotente e capacidade de originar tecidos organizados
tridimensionalmente (Shuai et al., 2018). As CEMMO também tém potencial na
regeneracgdo periodontal pela capacidade de potenciar a migracdo e diferenciacao celular
(H. Zhang et al., 2016). As CEPD e as CEDTA tém sido usadas em diversos estudos in
vivo. As CEPI, as CEFD, as CEPA e as CEDDE representam também uma alternativa

terapéutica, apesar de ndo estarem tdo amplamente descritas na literatura. Ainda nao
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existe uma populagdo celular considerada ideal para regeneragdo periodontal (Bassir et

al., 2016).

9.1. Células Estaminais Pluripotentes Induzidas

Atualmente, existem apenas dois estudos que investigam o papel das células estaminais
mesenquimatosas induzidas de CEPI, em defeitos periodontais (Hynes et al., 2013; H.
Yang et al., 2014). O potencial das CEPI na engenharia de tecidos e na medicina

regenerativa permanece ainda, pouco claro (Botelho et al., 2017).

9.2. Células Estaminais da Polpa Dentaria

As CEPD sdo candidatas a regeneragao de defeitos 0sseos, por possuirem um perfil

de diferencia¢ao semelhante ao das células dsseas (Chalisserry et al., 2017).

Num estudo efetuado em 2016, em modelo animal, foi comparado o potencial
osteogénico das CEMMO e das CEPD. O objetivo foi regenerar defeitos 6sseos cranianos
em 14 porcos. As CEMMO foram extraidas da tibia dos animais e as CEPD extraidas de
terceiros molares. Usaram-se 3 tipos de matrizes: policaprolactona, dcido hialurdnico e
fosfato tricalcico. O acido hialurdnico foi usado para aumentar a area de superficie,
facilitar a diferenciacdo osteogénica e estimular a migragao celular. Observou-se uma
elevada atividade de aloproteinase e maior deposicdo de calcio nos grupos com CEPD
comparativamente as CEMMO. As CEPD apresentaram maior potencial osteogénico que

as CEMMO (Jensen et al., 2016).

Num estudo publicado por Aimetti, Ferrarotti, Gamba, Giraudi € Romano (2018) em
11 pacientes com idades compreendidas entre os 43 e 59 anos e diagndstico de
periodontite cronica generalizada, de acordo com a classificagdo em vigor a data da
publicagdo do artigo, foram transplantadas CEPD aut6logas para o tratamento de bolsas
infra-6sseas profundas. As CEPD foram previamente isoladas e colocadas em matrizes
de colagénio. Os critérios de inclusdo para este estudo foram: indice de placa (IP) e

gengival (IG) <15%; presenca de defeito infra-6sseo profundo com profundidade de
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sondagem (PS) >6mm; nivel dsseo radiografico >3mm apds tratamento periodontal ndo
cirurgico; presenca de um dente com vitalidade pulpar e indicacdo para exodontia por
impactacdo ou mau posicionamento na arcada. Nenhum dos pacientes era fumador ou
apresentava qualquer patologia sistémica relacionada com a doenga periodontal. Na
avaliagdo clinica, 12 meses apds o transplante, observou-se um aumento médio de
4.7£1.5mm do nivel de inser¢do periodontal (NIP), diminui¢do de 5.0£1.3mm da PS,
diminui¢do de 0.3+1.0mm da recessdo gengival (RC) e 3.6=1.9mm de preenchimento
osseo radiografico. Observou-se ainda que, 63.6% das bolsas periodontais apresentava
PS <3mm, sendo que, as restantes apresentavam PS<5mm. Uma das limita¢des deste

estudo, foi o facto de ndo existir grupo de controlo (Aimetti et al., 2018).

Ferrarotti et al., (2018) procederam ao transplante de CEPD de origem autéloga em
defeitos periodontais. Os 29 pacientes com idades compreendidas entre os 29 e os 69
anos, foram diagnosticados com periodontite cronica severa, de acordo com a
classificacao das doengas periodontais em vigor a data do ensaio clinico. Os critérios de
inclusdao foram: IP e IG <15%; tratamento periodontal ndo cirargico hd pelo menos 3
meses; defeito 6sseo vertical com PS >6mm; nivel dsseo radiografico >3mm; presenga
de um dente com vitalidade pulpar e indicacdo para exodontia por posicao anémala na
arcada ou impactacdo. Nenhum dos pacientes incluidos no estudo possuia habitos
tabagicos ou qualquer patologia sistémica relacionada com a doenca periodontal. As
CEPD foram colocadas em matrizes de colagénio. Os pacientes foram avaliados
clinicamente através dos parametros, IP, IG, PS, NIP e RG. No grupo de estudo observou-
se, em média: uma melhoria de 4.9+1.4mm da PS e 4.5+1.9mm do NIP, 12 meses apds o
transplante. Observou-se ainda que 66.7% dos defeitos periodontais apresentaram PS
<3mm, comparativamente a 14.3% no grupo de controlo. Verificou-se também um
aumento do NIP >4mm em 73.3% dos casos, comparativamente a 28.6% no grupo de
controlo. Radiograficamente, a média de regeneracdo dos defeitos Osseos foi de
3.9+1.2mm, comparativamente a 1.6+1.Imm no grupo de controlo (Ferrarotti et al.,

2018).

Na interpretagdo dos resultados dos 2 artigos acima mencionados, hd que ter em
consideragdo o facto de ser necessario um dente vital como fonte dadora de células
estaminais autdlogas. Nestes estudos ndo foi possivel comprovar que ocorreu regeneragao

dos tecidos, dado que nao foi efetuada analise histologica (Ferrarotti et al., 2018).
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Quando nao ¢ possivel isolar CEPD de dentes com indica¢ao para exodontia, estas
podem ser recolhidas em procedimentos de pulpectomia. Num estudo piloto, foram
colocadas CEPD aut6logas de polpa dentaria inflamada em defeitos periodontais infra-
6sseos. O objetivo foi avaliar a viabilidade desta fonte dadora de células e o seu potencial
na regeneracdo periodontal. As CEPD foram colocadas em matrizes de B-FTC. Os 2
pacientes incluidos no estudo tinham 30 e 38 anos de idade, apresentavam lesdes
endodontico-periodontais e PS entre 5 e 6mm na zona do defeito 6sseo. Nao possuiam
habitos tabagicos nem qualquer patologia sistémica. Os pacientes foram avaliados clinica
e radiograficamente 1, 3 ¢ 9 meses apds o transplante. Ocorreram melhorias nos
parametros: RG, PS, grau da lesdo de furca e mobilidade. Concluiu-se também que as
CEPD de polpa inflamada apresentam capacidade osteogénica diminuida, face as isoladas

de polpa vital (Y. Liet al., 2016).

Outra investigagdo que confirma a viabilidade de CEPD isoladas de polpa inflamada
foi efetuada em modelo animal. Os autores procederam ao transplante de CEPD autologas
em defeitos periodontais criados cirurgicamente em 6 porcos. As CEPD foram colocadas
em matriz de B-FTC. Apo6s 12 semanas foram avaliados os parametros clinicos: 1P, IG,
PS, NIP e nivel 6sseo radiografico. Todos os parametros analisados nos grupos de estudo
apresentaram resultados superiores face ao grupo de controlo. No entanto, os resultados
obtidos com as cé¢lulas de polpa inflamada foram menos satisfatorios que os obtidos com

as células isoladas de polpa vital (Y. Li, Nan, Zhong, Li, & Li, 2019).

Nem sempre € possivel efetuar a recolha de células estaminais aut6logas. Na maioria
dos casos, € necessario recorrer a fontes alogénicas. O efeito secundario mais previsivel
¢ a inflamagao cronica dos tecidos com aumento da taxa de morte celular (Venkataiah et

al., 2019).

Herndndez-Monjaraz, Santiago-Osorio, Ledesma-Martinez, Alcauter-Zavala, e
Mendoza-Nufiez (2018) relatam o caso clinico de um paciente com 61 anos, onde ¢
efetuado o transplante de CEPD de origem alogénica. O 2° pré-molar inferior esquerdo
apresentava calculo supra e infra-gengival, hemorragia a sondagem, mobilidade dentaria
grau Il e PS de 6.5mm. Radiograficamente, observou-se uma zona radiotransparente ao
nivel do defeito 6sseo. Foi efetuado tratamento periodontal ndo cirdrgico, substituicdo de

restauracdes prévias, ajuste oclusal e educacdo para uma correta higiene oral, previamente
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a cirurgia. As CEPD foram isoladas de um dador com 7 anos de idade e colocadas em
matriz de colagénio. Na avaliacdo efetuada 6 meses apds a cirurgia, o paciente ndo
apresentava qualquer sinal ou sintoma de rejeicdo. Observou-se clinicamente: PS de
3.5mm, mobilidade dentaria grau I e formagdo O&ssea através de tomografia
computadorizada de feixe conico (CBCT) e densitometria 6ssea. Este € o primeiro estudo
que relata o transplante de CEPD alogénicas em humanos. No entanto, apresenta como

limitacdo a baixa evidéncia cientifica (Hernandez-Monjaraz et al., 2018).

9.3. Células Estaminais de Dentes Deciduos Esfoliados

Ma et al., (2012) conclui que as CEDDE tém capacidade de regenerar defeitos 6sseos
em ratos. Noutro estudo em modelo animal publicado em 2013, os autores comparam 2
populagdes de CELP, isoladas de dentes deciduos esfoliados e isoladas de dentes
permanentes. /n vitro as CELP de dentes deciduos esfoliados apresentaram maior taxa de
proliferacdo, diferenciagdo e capacidade de formagao de colonias, comparativamente as
de dentes permanentes. Quando transplantadas para ratos, as CELP de dentes deciduos
esfoliados apresentaram capacidade de formacao de tecidos semelhantes a cemento e

ligamento periodontal (Ji et al., 2013).

Outro estudo em modelo animal publicado em 2014, corrobora os resultados acima
descritos. O objetivo desta investigacao foi comparar o potencial das CEDDE e CELP na
regeneracdo de defeitos periodontais. As células foram colocadas em matrizes de
hidroxiapatite e fosfato tricalcico, e transplantadas em porcos. Ambos o0s grupos
mostraram resultados satisfatorios na regeneracao de cemento, osso alveolar e ligamento

periodontal (Fu, Jin, Ma, Fan, & Wang, 2014).

Apesar dos efeitos promissores na regeneracgao de tecido dsseo, a evidéncia cientifica
que suporta o uso das CEDDE na regeneracdo dos tecidos periodontais ¢, até a data,

elusiva (Bassir et al., 2016).
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9.4. Células Estaminais do Ligamento Periodontal

Existem diversos estudos que comprovam a eficacia das CELP na regeneragao de
defeitos periodontais em modelo animal (Bassir et al., 2016). Um estudo publicado por
Tsumanuma et al., (2011) compara a eficacia das CELP, CEMMO e CEMOA aut6logas.
As células foram colocadas em matrizes de B-FTC e colagénio. Foram criados defeitos
0sseos de uma parede em 4 cdes. Apds 8 semanas, observou-se regeneracao de 0sso
alveolar em todos os grupos sem diferengas estatisticamente significantes. O grupo sujeito
a transplante com CELP apresentou, maior percentagem de formagao de cemento celular
e acelular, maior espessura de cemento e ligamento periodontal e fibras de colagénio
inseridas perpendicularmente ao cemento. Nos grupos de CEMMO e CEMOA, as fibras
do ligamento periodontal estavam orientadas obliqua e paralelamente em relacao ao
cemento. Os autores concluem que as 3 populagdes apresentam capacidade de
regeneracao de defeitos periodontais. No entanto, as CELP apresentaram os resultados

mais favoraveis (Tsumanuma et al., 2011).

Esta também descrito que a aplicacdo de CELP autélogas em associagao com RTG,
promove de forma significativa, a regeneracao de defeitos periodontais. Foram criados
defeitos de furca grau III em modelo canino. As CELP foram colocadas em matrizes de
colagénio. Apos 12 semanas observou-se que o grupo de estudo mostrava resultados
superiores na regeneracao de cemento, ligamento periodontal e osso alveolar,

comparativamente aos grupos de controlo (Suaid et al., 2012).

Existem poucos ensaios clinicos que relatam a aplicagdo de CELP na regeneracdo de
defeitos periodontais. Num estudo piloto retrospetivo, ¢ avaliada a viabilidade do
transplante de CELP autdlogas. Foram incluidos 3 individuos com idades compreendidas
entre os 25 e 42 anos, diagnosticados com periodontite cronica generalizada, de acordo
com a classificacdo das doencas periodontais em vigor a data do estudo. No total, foram
avaliados 16 dentes com diagnostico pulpar vital e sem patologia perirradicular. Os
pacientes foram previamente sujeitos a tratamento periodontal ndo cirirgico. Na
avaliacdo pré-cirurgica, os dentes apresentavam pelo menos, um defeito infra-6sseo
profundo com PS >6mm. As CELP foram recolhidas de terceiros molares dos pacientes,
e colocadas em matrizes de hidroxiapatite e B-FTC. Durante 72 meses, foram avaliados

os seguintes parametros clinicos: PS, margem gengival (MG), NIP, mobilidade dentaria
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e RG. Em todos ocorreram melhorias significativas. Na avaliacdo radiografica aos 72

meses observou-se regeneracao dos tecidos (Feng et al., 2010).

Num ensaio clinico publicado em 2018, foram usadas CELP aut6logas em 10
pacientes, com idades compreendidas entre os 33 e 63 anos, com diagnostico de
periodontite cronica, de acordo com a classificagdo das doengas periodontais em vigor a
data do estudo. As CELP foram colocadas em CS com granulos de B-FTC. Todos os
pacientes foram sujeitos a tratamento periodontal ndo cirurgico prévio. As localizagdes
com indicacdo para regeneracdo apresentavam PS >4mm. As CELP foram isoladas de
terceiros molares. Na avaliagdo clinica e radiografica efetuada 6 meses apos o
procedimento cirtirgico, avaliou-se em média: aumento de 3.2+1.9mm da PS, aumento de
2.5#2.6mm do NIP e aumento de 2.3=1.8mm da crista o0ssea alveolar. Este estudo

apresenta como limitacao o numero reduzido de pacientes (Iwata et al., 2018).

Apesar das CELP autologas apresentarem bons resultados, nem sempre € possivel a
sua obtencao. Outra limitacdo ¢ a sua viabilidade, que ¢ dependente da idade e estado de
saude do paciente. Em alternativa, pode recorrer-se a uma fonte alogénica (Bassir et al.,

2016).

Num estudo publicado em 2010, efetuado em modelo animal, os autores concluem
que as CELP de origem alogénica possuem capacidade regenerativa semelhante as de
origem autdloga. Ambas as populagdes celulares foram colocadas em matrizes de
hidroxiapatite e fosfato tricalcico. Na amostra foram incluidos 30 defeitos periodontais
de 15 porcos. Apds 12 semanas, observou-se: diminuicao significativa da PS e aumento
no nivel da crista 0ssea alveolar em ambos os grupos de estudo. A andlise histologica
confirmou a formagdo de osso alveolar, cemento e ligamento periodontal em ambos os

grupos (Ding et al., 2010).

Outro estudo, efetuado em modelo animal, corrobora os resultados acima
apresentados. Foram usadas CELP alogénicas em defeitos periodontais criados
cirurgicamente. As células foram colocadas em matrizes Gelfoam®. Esta matriz €
biocompativel, biodegradavel e possui elevada afinidade com as proteinas da matriz
extracelular fisiologica. A amostra foi constituida por 13 ovelhas. A andlise histologica

feita 4 semanas ap6s o procedimento ciriirgico demonstra: osso alveolar, cemento e
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ligamento periodontal, recentemente formados, e fibras do ligamento periodontal

orientadas perpendicularmente e inseridas no cemento (Mrozik et al., 2013).

Com o objetivo de perceber se a interagdo de CELP e CEMOA alogénicas melhoraria
a capacidade de regeneracdo periodontal, estas células foram colocadas em defeitos
periodontais de 18 ratos. Ambas as popula¢des de origem humana foram colocadas em
CS. Observou-se maior regeneracao e secre¢ao de colagénio no grupo de estudo, face ao
grupo de controlo. Este estudo sugere que a juncao de diferentes populagdes celulares
promove a capacidade osteogénica € aumenta a secre¢ao de matriz extracelular (H. Zhang

et al., 2016).

Como alternativa as CELP de origem alogénica, as células estaminais
mesenquimatosas do corddo umbilical humano (CEMCUH) podem ser uma opgao
terapéutica em procedimentos regenerativos. Estas células obtidas de dadores recém-

nascidos apresentam baixa taxa de reacdes imunoldgicas (Shang et al., 2017).

Num estudo publicado em 2017, o potencial das CELP e das CEMCUH ¢ comparado.
Foram criados defeitos periodontais em ratos. Estes foram sujeitos a condicdes
inflamatodrias. Os resultados demonstraram que, as CELP apresentam maior potencial
osteogénico e que, as CEMCUH apresentam maior taxa de secrecao de matriz extracelular
e capacidades anti-inflamatorias superiores. No entanto, ambas as populacdes
apresentaram regeneracao dos defeitos periodontais, sem diferengas estatisticamente
significantes. As CEMCUH podem, ap6s mais estudos clinicos e pré-clinicos, ser usadas
em procedimentos regenerativos, em pacientes de idade avangada ou que ndo necessitem

de efetuar extracdes (Shang et al., 2017).

9.5. Células Estaminais da Papila Apical

Atualmente, ndo existe evidéncia cientifica suficiente que corrobore a aplicagdo de
CEPA para regeneragao de tecidos periodontais (Bassir et al., 2016). O potencial destas
células ¢ suportado por um estudo publicado em 2018. Os autores procederam ao
transplante de CEPA em defeitos periodontais de porcos. Apds 12 semanas, os resultados

demonstraram que ocorreu regeneracao periodontal (G. Li et al., 2018).
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9.6. Células Estaminais do Foliculo Dentario

As CEFD também apresentam potencial para regeneragdo de tecidos periodontais.
Num estudo efetuado em modelo animal, os autores transplantaram CEFD e CELP
autdlogas em defeitos periodontais criados cirurgicamente em caes. O objetivo foi
comparar o potencial destas duas populagdes de células. A analise histoldégica demonstrou
regeneracao de cemento, ligamento periodontal e osso alveolar, em ambos os grupos. No
entanto, o volume de tecido 6sseo regenerado foi inferior nos defeitos tratados com CEFD

(Park, Jeon, & Choung, 2011).

Outro estudo publicado em 2011 refere que as CEFD em CS tém capacidade de
regeneracao de tecidos periodontais em ratos. Conclui-se também que as CEFD na
presenca de células da BEH demonstram comportamento cementogénico e osteogénico,
e expressam um maior nimero de marcadores relacionados com cementoblastos e
osteoblastos, a nivel génico e proteico. A cultura de CEFD com cé¢lulas da BEH podera
constituir uma terapé€utica opcional para futura aplicagdo na regeneracdo dos tecidos

periodontais (Bai et al., 2011).

O potencial das CEFD ¢ reforgado num estudo de 2011. Os autores obtiveram CEFD
de terceiros molares inclusos e transplantaram-nas para ratos. Observou-se formagao de
uma estrutura semelhante a cemento radicular e ligamento periodontal (W. Guo et al.,
2011). Noutro artigo publicado em 2013, os autores usaram a mesma fonte dadora de
células que o estudo acima referido e colocaram-nas em CS, transplantando-as para ratos.

Os resultados demonstraram formagao de tecido periodontal (S. Guo et al., 2013).

A evidéncia cientifica demonstra que as CEFD sdo uma terapia opcional em
procedimentos que visam a regenera¢do de tecidos periodontais. No entanto, a sua
eficicia ainda ndo se mostrou equivalente a terapia com outras populagdes de células
estaminais. Serdo necessarias mais investigagdes clinicas e pré-clinicas, para melhor

compreensdo dos mecanismos inerentes ao seu controlo e aplicacdo (Bassir et al., 2016).
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9.7. Células Estaminais Mesenquimatosas da Medula Ossea

O potencial de regeneragdo das CEMMO em tecidos periodontais estd amplamente
descrito na literatura. Esta populagdo apresenta no entanto, diversas desvantagens:
decréscimo no numero de células disponiveis no organismo para colheita, a medida que
a idade avanga, e reducdo do potencial proliferativo, quando colocadas em cultura (Bassir

et al., 2016).

Um estudo publicado em 2012, relata que ndo existem diferencas, relativas a
formacao de cemento e osso alveolar, entre a aplicagdo de osso cortical autdgeno (OCA)
e CEMMO, em modelo animal. As CEMMO foram isoladas da crista iliaca e colocadas
em matriz de plasma rico em plaquetas (PRP). O OCA e as CEMMO foram
transplantados para tratamento de defeitos de furca grau Il em caes (Simsek, Keles, Baris,
& Cetinkaya, 2012). O PRP ¢ amplamente utilizado na area da medicina regenerativa.
Possui elevadas concentracdes de fatores de crescimento e proteinas secretoras, que
potenciam a migragao, proliferacao e diferenciagao das células envolvidas na regeneragao

dos tecidos (Tobita, Uysal, Guo, Hyakusoku, & Mizuno, 2013).

Em alternativa as limitagdes do uso de CEMMO de origem autdloga, foram efetuados
diversos estudos com o objetivo de perceber se o uso das CEMMO alogénicas seria uma

alternativa de tratamento viavel (Bassir et al., 2016).

Em 2010, foi publicado um artigo que relata a aplicacio de CEMMO de origem
alogénica no tratamento de defeitos periodontais, em modelo animal. As CEMMO foram
transplantadas em ratos e marcadas com proteina fluorescente verde (PFV). Os resultados
obtidos 3 semanas apds o transplante demonstram formagao de tecido 6sseo, cemento e
ligamento periodontal. As fibras do ligamento periodontal, no grupo de estudo,
encontravam-se devidamente orientadas e inseridas perpendicularmente ao cemento
radicular. Constatou-se ainda que as CEMMO estavam integradas no tecido recentemente
formado, através da andlise da PFV, provando a sua contribuicdo na regeneragdo dos

tecidos periodontais (Y. Yang, Rossi, & Putnins, 2010).
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Outro grupo de investigadores em 2011, procedeu a administracdo intravenosa de
CEMMO alogénicas em ratos, marcadas com PFV. O objetivo do estudo foi concluir se
as CEMMO apresentavam capacidade de diferenciagdo em células progenitoras de
tecidos periodontais. A hipotese em estudo foi comprovada. As CEMMO contribuem
para a regeneracao dos tecidos periodontais ¢ podem diferenciar-se em células que

originam tecidos especificos, incluindo fibroblastos e osteoblastos (Zhou et al., 2011).

Até a data, sdo escassas as investigacdes clinicas que descrevem a aplicagdao de
CEMMO em procedimentos de regeneragao periodontal. Um estudo publicado em 2013
relata o transplante de CEMMO autdlogas na regeneracao de tecido 6sseo e periodontal.
Foram incluidos 104 individuos com idades compreendidas entre os 19 e os 78 anos, dos
quais, 36 foram sujeitos a regeneragdo Ossea guiada, 39 elevacdo do seio maxilar, 12
preservagao do alvéolo apds exodontia e 17 regeneracao periodontal. As células foram
isoladas da crista iliaca e colocadas em matrizes de PRP. Nos pacientes sujeitos a
regeneracao periodontal, os resultados clinicos demonstram que ocorreu em média:
5.1242.45mm de reducao da PS, 4.29+1.32mm de aumento do NIP ¢ 3.12+1.23mm de
aumento do nivel 6sseo radiografico. Apesar dos resultados observados, a maior limitagao

deste estudo € o facto de ndo existir grupo de controlo (Yamada et al., 2013).

Outro estudo publicado em 2016, refere o transplante de CEMMO aut6logas em 10
pacientes com idades compreendidas entre 35 e 60 anos de idade. Os pacientes
apresentavam defeitos infra-dsseos de uma, duas e trés paredes com PS >4mm apos
tratamento periodontal ndo cirtirgico. Como grupo de controlo, foram usados 2 dentes em
cada paciente. As CEMMO foram recolhidas da crista iliaca e colocadas em matrizes de
acido poli-L-latico biodegraddvel e PRP. Durante um periodo de 36 meses foram
observadas, em média, melhorias nos seguintes parametros clinicos: 3.24mm de aumento
do NIP, 3.16mm de aumento da PS e 4.8mm de aumento do nivel 6sseo radiografico. Os
pacientes foram também sujeitos a exames médicos sucessivos, analises sanguineas e de

urina. Nao foram observadas complicacdes sistémicas (Baba et al., 2016).
Apesar da evidéncia cientifica apresentada, serdo necessarios mais ensaios clinicos

para avaliar o potencial de aplicagdo de CEMMO no tratamento de defeitos periodontais

(Bassir et al., 2016).
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9.8. Células Estaminais Derivadas de Tecido Adiposo

As CEDTA também sdo potenciais candidatas a regeneracao de tecidos periodontais.
Apresentam capacidade de modulacdo do sistema imune e da resposta inflamatoria in
vitro ¢ in vivo, através da secre¢ao de citoquinas e interacdes celulares (Lemaitre et al.,

2016).

Um artigo publicado em 2008, relata a aplicagdo CEDTA na regeneragdo de tecidos
em defeitos periodontais de ratos. As células foram colocadas em matriz de PRP e
marcadas com PFV. Apos 8 semanas, os resultados demonstraram que ocorreu formagao
de osso alveolar, cemento e fibras semelhantes ao ligamento periodontal orientadas
perpendicularmente ao cemento. No grupo que recebeu apenas PRP, apesar de ter
ocorrido formagao de osso alveolar, ndo ocorreu formagdo de cemento e ligamento
periodontal. A analise aos ostedcitos presentes no osso alveolar e células do ligamento
periodontal recentemente formados, indica presenca de PFV, o que demonstra a

contribuicao das CEDTA na regeneragao dos tecidos (Tobita et al., 2008).

Outro estudo publicado em 2013, descreve a aplicacdo de CEDTA autologas na
regeneracao de defeitos de furca grau III em modelo canino. As células foram colocadas
em matriz de PRP. A andlise histologica demonstra que ocorreu formagao de ligamento

periodontal, inserido perpendicularmente ao cemento no grupo de estudo (Tobita et al.,

2013).

Os resultados acima apresentados sdo corroborados por outra investigacdao publicada
em 2014. Os autores transplantaram CEDTA em matrizes de Poli(Acido Latico-Co-Acido
Glicolico) para tratamento de fenestragdes. As analises histomorfométricas feitas aos
ratos revelam que ocorreu formacdo de cemento, osso alveolar e ligamento periodontal
em percentagens significativamente elevadas, comparativamente aos grupos de controlo.
O ligamento periodontal e o cemento recentemente formados, apresentavam uma
espessura maior no grupo de estudo, comparativamente aos grupos de controlo (Akita et

al., 2014).

Em 2016, foi publicada uma investiga¢do que descreve a aplicagio de CEDTA no

tratamento de doenca periodontal induzida por batérias, em ratos. As células foram
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colocadas em matriz de colagénio. Apds 12 semanas, constatou-se que o grupo de estudo
apresentava maior percentagem de formacdo de cemento radicular e ligamento
periodontal. As fibras do ligamento periodontal encontravam-se devidamente orientadas,
espessas e densas, comparativamente aos grupos de controlo. Ocorreu também uma maior
percentagem de vascularizagdo da area regenerada, relativamente aos grupos de controlo.
Este estudo sugere que o transplante de CEDTA, num periodonto com doenga periodontal
estabelecida, induz a melhoria da inflamacdo e manutencdo da homeostase nos tecidos

(Lematitre et al., 2016).

Recentemente, numa investigacao publicada em 2019 o potencial regenerativo e anti-
inflamatério das CEDTA no tratamento da doenga periodontal ¢ também comprovado.
Os autores procederam ao transplante de CEDTA autologas e alogénicas em defeitos
periodontais de porcos. Ambos os grupos de estudo obtiveram maior percentagem de
regeneracdo de osso alveolar, cemento e ligamento periodontal, com as fibras
devidamente orientadas, assim como uma significativa diminui¢do da inflamacao dos
tecidos, comparativamente aos grupos de controlo. No entanto, de um modo geral, o
grupo das CEDTA alogénicas exibiu melhores resultados e maior percentagem de
regeneracao periodontal comparativamente ao grupo das CEDTA autogenas (Venkataiah

et al., 2019).
Apesar da evidéncia cientifica apresentada, serdo necessarias mais investigagdes

clinicas e pré-clinicas para compreender os mecanismos das CEDTA, assim como as suas

fungdes imunomoduladoras (Venkataiah et al., 2019).
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II1. Conclusao

A doenga periodontal ¢ uma patologia com elevada prevaléncia que afeta uma grande
percentagem da populagdo mundial. Atualmente, as abordagens no tratamento desta
patologia estdo focadas na recuperacao dos tecidos lesados, ao invés da simples cessagao

da progressao da doenca periodontal.

Nos ultimos anos, o interesse cientifico na area da investigacdo da medicina
regenerativa tem aumentado. A regeneragdo periodontal ¢ um processo que visa o
restabelecimento da anatomia e fun¢do do cemento radicular, ligamento periodontal e

osso alveolar.

Até a data, foram identificadas diversas populagdes de células estaminais com
elevado potencial na regeneracdo de tecidos periodontais, nomeadamente, as CEPI,
CEPD, CEDDE, CELP, CEPA, CEMMO, CEFD e CEDTA. As células estaminais
dentarias sao de extrema importancia, ndo apenas em Medicina Dentéria, na regeneragao
e preservagao de estruturas dentdrias, como noutras areas da Medicina, visto que

permanecem durante toda a vida e apresentam uma capacidade incrivel de multipoténcia.

Apesar dos resultados favordveis na regeneracao periodontal das diversas
investigacdes apresentadas nesta revisao de literatura, a aplicacdo de células estaminais
ainda ndo ¢ uma realidade na pratica clinica. Nao existem protocolos estabelecidos
relativamente ao tipo de célula, dose 6tima e modo de administrag@o a usar na regeneragao
periodontal. E imperativo que sejam efetuados mais estudos clinicos e pré-clinicos nesta
area, por forma a determinar quais os mecanismos de controlo no microambiente
patologico caracteristico da doenca periodontal e como proceder a otimiza¢do dos

protocolos de criopreservagdo das células estaminais.
E necessario ultrapassar também alguns desafios, como as diferencas associadas as

culturas celulares das distintas populacdes de células estaminais e a variabilidade da

eficdcia da terapia em diferentes pacientes. Apenas desta forma, conseguiremos ampliar
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e potenciar as células estaminais como possivel terapia celular em pacientes com poucas

ou nenhumas alternativas terapéuticas.
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