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Abreviaturas

BMMSCs Bone marrow mesenchymal stem cells
CD Cluster of differentiation

DFSCs Dental follicle stem cells

DPSCs Dental pulp stem cells

DSP Dentin sialoprotein

ESC Embrionic stem cells

FACS Fluorescence activated cell sorting
FGF-R3 Fibroblast growth factor, receptor 3
hTERT Human telomerase reverse transcriptase
iPS Induced pluripotent stem cells

MACS Magnetic activated cell sorting

MEPE Matrix extracellular phosphoglycoprotein
MSC Mesenchymal stem cells

MUC 18 Melanoma associated glicoprotein

PD Population doubling

PDLSCs Periodontal ligament stem cells
SCAPS Stem cells from apical papilla

SHEDs Stem cells from exfoliated deciduous tooth
TGF- B RIll Transforming growth factor 8, receptor Il
VEGF Vascular endothelial growth factor
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Resumo

As células estaminais constituem a salvaguarda da homeostasia dos tecidos
e o garante da sua reparagao durante toda a vida do individuo. Compreende-se, pois,
que estas células estejam na base de quase todos o0s processos de regeneracéo de
tecidos. As descobertas recentes tém levado a uma percegao bastante otimista da
versatilidade destas células e do modo como podemos pd-las ao nosso servico.

Parece ainda ser cada vez mais evidente que as células estaminais,
presentes nos tecidos adultos, podem ser bem mais versateis do que inicialmente se
pensava. A descoberta recente de uma tecnologia eficiente capaz de reprogramar
células somaticas em células estaminais pluripotentes, designadas por células
estaminais induzidas, conhecidas pela sigla iPS abre uma janela de oportunidades aos
processos regenerativos Assim, as iPS parecem apresentar-se como substitutos ideais
das células estaminais embrionarias, podendo constituir no futuro, uma importante
fonte de células para a reparagao de outros tecidos que n&o os de origem.

A deciséo entre a escolha de uma via de autorrenovagéo e o inicio de um
processo de diferenciacdo é muitas vezes determinado pelo microambiente que rodeia
as células estaminais. De facto, as células estaminais encontram-se geralmente
associadas a outras células diferenciadas e a estruturas constituintes da matriz
extracelular, formando no seu todo um compartimento especializado designado por
nichos (stem cells niches).

Estes nichos constituem, assim, “entidades” anatémicas especializadas que
abrigam as células estaminais, criando um ambiente que condiciona a sequestracéo
destas células, num estado quiescente, inibindo a sua diferenciagdo, mas conservando
a sua capacidade de autorrenovagdo (mantendo assim as suas caracteristicas e
propriedades de células estaminais).

Nao existe ainda um procedimento reconhecido e recomendado como
especifico e seletivo que permita de uma forma rigorosa a detegdo, isolamento e
purificagcdo das células estaminais. No entanto, considerando que cada tipo de células
apresenta um arranjo préprio de antigénios na sua superficie, geralmente proteinas,
constituindo conjuntos de diferenciagao (clusters of differention - CD), que as tornam
distintas umas das outras, continuam a ser investidos grandes esforgos nas
metodologias de analise imunofenotipica destas células com base em anticorpos que
reconhecem especificamente estes antigénios.

Atualmente, as células estaminais podem ser detetadas e isoladas, a partir de
uma populagao celular heterogénea, com base numa das seguintes técnicas: a)

marcagao imunocitoquimica; b) separacao de células ativadas por fluorescéncia, num
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processo designado por fluorescent antibody cell sorting (FACS); c) selegéo
imunomagnética, num processo designado por magnetic antibody cell sorting (MACS);
d) estabelecimento de culturas e sub-culturas celulares (com analise morfoldgica,
avaliacdo do crescimento/proliferagao, tempo de duplicagao e caracterizagéo do perfil
imuno-fenotipico das coldnias).

O desenvolvimento de estudos de investigacdo experimental permitiu
demonstrar a existéncia, na polpa de dentes adultos, na polpa de dentes deciduos
esfoliados, no ligamento periodontal e na papila apical, de nichos de células
estaminais pds natais, capazes de levar por diante um processo de autorrenovacéo,
proliferagao e diferenciagdo em varias linhagens celulares.

As células estaminais dentarias sdo consideradas células estaminais de
natureza mesenquimatosas (MSCs) com grande capacidade proliferativa e grande
versatilidade e, embora representem somente 1 a 4% da populagdo celular total,
podem originar uma multiddo de células amplificadoras altamente diferenciadas.
Aliadas a estas caracteristicas, a sua facilidade de obtencédo e de preservacgao, faz
com que estas células possam representar uma fonte ideal de células estaminais, com
multiplas possibilidades de aplicagdo em processos de regeneragao quer em medicina
quer em medicina dentaria.

As células estaminais da polpa dentaria (DPSC e SHED) apresentam perfis
de expressao génica e capacidade proliferativa e de diferenciacdo semelhante as das
células mesenquimatosas indiferenciadas presentes na medula éssea. Em condicbes
apropriadas podem evoluir para células da linha osteogénica, condrogénica,
adipogénica, miogénicas e neurogénicas. Porém a sua principal caracteristica reside
no seu potencial de diferenciagdo odontoblastico, quer in vivo quer in vitro, estando
ativamente envolvidas na formagao de dentina reparadora. De referir ainda que as
DPSC expressam também marcadores tipicos de células da crista neural, traduzindo a
manutenc¢do de caracteristicas de células derivadas do ectomesénquima.

Recentemente, a papila apical tem assumido uma importancia crescente
devido a existéncia de uma populagcédo de células estaminais designadas por células
estaminais da papila apical (SCAPs). Em comparagdo com as DPSCs/SHEDs, as
SCAPs apresentam maior numero de células positivas para o STRO-1, maior
velocidade de proliferagéo (3 vezes superior), maior nimero de populations doubling e
maior capacidade de regenerac¢do dentinaria in vivo, parecendo constituir a principal
fonte de odontoblastos primarios responsavel pelo desenvolvimento da dentina
radicular. Além disso, possuem grande atividade telomerasica (caracteristica das

células embrionarias) sugerindo tratar-se de uma fonte de células estaminais muito
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imatura e, por isso, com potencialidades imensas na regeneracéo do complexo pulpo-
dentinario e desenvolvimento da raiz.

Também o ligamento periodontal contém uma populacdo de células muito
heterogénea, consideradas como células estaminais mesenquimatosas do ligamento
periodontal (PDLSCs), capaz de se diferenciar em fibroblastos e em células
formadoras de cemento e de matriz 6ssea, visando a formacdo de uma estrutura
semelhante ao periodonto. Importa salientar ainda que, as PDLSCs, em relagao as
demais células estaminais dentarias, podem constituir uma populagdo muito particular,
por apresentarem uma expressao positiva para marcadores especificos de tendao.

Por sua vez, o foliculo dentario pode constituir também uma fonte de células
estaminais (DFSCs) com grande potencial nos processos de regeneracao dentaria,
com particular enfoque para os tecidos periodontais.

Uma nota final para referir que, embora nos encontremos ainda algo distantes
de conseguirmos desenvolver orgdos dentarios completos a partir de células
estaminais, é possivel, no entanto, a sua utilizagdo com sucesso em terapias
regenerativas endodonticas e periodontais. As células estaminais abrem novas
perspetivas a toda uma possibilidade de tratamentos em que o objetivo final sera a

recuperagao ad integrum da estrutura dentaria original.

Palavras-chave: “células estaminais”, “"células estaminais dentarias”, “terapias

L] L]

regenerativas”, “métodos de isolamento”, “perfil imunofenotipico”

Abstract

Stem cells are the safeguarding of tissue homeostasis and ensures their repair
throughout the life of the individual. It is understandable therefore that these cells are
the basis of almost all processes of tissue regeneration. Recent discoveries have led to
a rather optimistic perception of the versatility of these cells and how we can put them
to our service. Still seems to be clear that stem cells, present in adult tissues, can be
much more versatile than initially thought. Thus, stem cells collected directly from adult
tissues promise to be useful for the repair of tissues other than the source.

The decision between choosing a path of self-renewal and the beginning of a
process of differentiation is often determined by the microenvironment surrounding
stem cells. In fact, stem cells are generally associated with other differentiated cells
and the extracellular matrix structures, forming a whole in a specialized compartment

called stem cell niches.
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The recent discovery of an efficient technology capable of reprogramming
somatic cells into pluripotent stem cells, called induced pluripotent stem cells, known
as iPS, opens a window of opportunity for regenerative procedures. Thus, iPS seems
to be ideal substitutes of embryonic stem cells and in the future may be an important
source of cells for the repair of other tissues than their source.

The decision between the choice of self-renewal and the beginning of the
differentiation process is often determined by the microenvironment surrounding the
stem cells. In fact, the stem cells are generally associated with other differentiated cells
and the extracellular matrix structures, forming as a whole a compartment designated
by stem cell niche. These niches are thus "entities" that house specialized anatomical
stem cells, creating an environment that affects the sequestration of these cells in a
quiescent state, inhibiting their differentiation, but preserving their ability to self renew
(thus keeping their characteristics and stem cell properties).

So far, no stable model has been set up to isolate, detected and purify MSCs
for the lack of specific cell surface markers. However, since each cell type has an
specific arrangement of antigens on their surface, proteins generally, forming clusters
of differentiation (CD), which make them distinct from one another, continue to be
invested great efforts on immunophenotypic analysis of these cells based on antibodies
which specifically recognize these antigens.

Currently, the stem cells can be detected and isolated from a heterogeneous
cell population on the basis of the following techniques: a) immunocytochemistry
labeling, b) fluorescent antibody cell sorting (FACS); c) magnetic antibody cell sorting
(MACS), d) establishment of cell cultures and sub-cultures.

The development of studies of experimental research has demonstrated the
existence of several niches of postnatal stem cells in the dental tissues like on pulp of
adult teeth (DPSCs), exfoliated deciduous teeth stem cells (SHEDs), periodontal
ligament stem cells (PDLSCs), dental follicle stem cells (DFSCs) and the stem cells
from apical papilla (SCAPs). All of these are capable of carrying on a process of self-
renewal, proliferation and differentiation in several cell lines.

Dental stem cells are considered mesenchymal stem cells (MSCs) with high
proliferative capacity and great versatility. Even though they represent only 1-4% of the
total cell population they can lead to a multitude of highly differentiated amplifying cells.
Allied to these features, the ease of obtaining and preservation, makes these cells an
ideal source of stem cells, with multiple possibilities for application in regenerative
medicine either in or in dentistry.

The dental pulp stem cells (DPSC and SHED) have gene expression profiles,

proliferative and differentiation capacity similar to that of undifferentiated mesenchymal
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cells present in bone marrow (BMMSCs). Under appropriate conditions DPSCs and
SHEDs have the potential to differentiate into osteogenic, chondrogenic, adipogenic,
myogenic and neurogenic. But its main feature is odontoblastic differentiation, either in
vivo or in vitro, and is actively involved in the formation of reparative dentin. Also note
that the DPSC also express typical markers of neural crest cells, reflecting the
maintenance of the characteristics of cells derived from ectomesenchyme.

Recently, the apical papilla has assumed increasing importance due to the
existence of a stem cell population designated stem cell apical papilla (SCAPSs). It was
found that SCAPs in comparison with DPSCs / SHEDSs showed a significantly greater
number of positive cells for the STRO-1 and present both a higher proliferation rate and
population doubling. SCAP also have a greater ability to dentin regeneration in vivo
and seems to be the main source of primary odontoblasts that are responsible for the
development of root dentin. Furthermore, SCAPs express a higher level of survivin
than DPSC and are positive for hTERT. This evidence suggest that SCAPs derived
from a developing tissue may represent a population of stem cells which may be a
superior cell source in the regeneration of dentin/pulp complex and root development.

Periodontal ligament contains a very heterogeneous population (stem cells from
periodontal ligament —PDLSCs) of cells able to differentiate into fibroblasts and
cementum/bone-forming cells in order to form a structure similar to the cementum- and
periodontal- like tissue. The presence of multiple cell types within periodontal ligament
suggests that this tissue contains progenitor cells that maintain tissue homeostasis and
regeneration of periodontal tissue. It should also be noted that the PDLSCs, compared
to other dental stem cells may constitute a very particular population, for presenting a
positive expression of specific marker of tendon.

Dental follicle can also be a source of stem cells (DFSCs) with great potential in
dental regenerative procedures, with particular focus on the periodontal tissues.

Although in the present we are still far from developing complete dental organs,
from stem cells, it is now possible, however, its use in endodontic and periodontal
therapies. The viability of using adult stem cells of dental origin can be an alternative to
tissue regeneration. Due to the ease of obtaining and maintaining these cells, they may
represent an ideal source of stem cells to repair dental structures compromised or
participate in regeneration processes. Stem cells open new perspectives to all the
possibility of therapies and treatments in which the ultimate goal is the restitum ad
integrum of the original tooth structure.

” o« o« ” o«

Keywords: “stem cells”, “dental pulp stem cells”, “regenerative therapies”, “ isolation

approach”, “immunophenotypic analysis”
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Parte |

1. Introducgao

A descoberta das células estaminais nos tecidos de origem dentaria veio, de
certo modo, revolucionar muitos dos conceitos em que assentavam os mecanismos de
homeostasia e renovacédo de muitas das estruturas constituintes dos érg&os dentarios.

Com efeito, apesar de se verificarem substanciais avancos de natureza
instrumental e tecnolégica aliados ao desenvolvimento de farmacos de grande
eficacia, os principios basicos em que assenta a maioria dos procedimentos
terapéuticos, em medicina dentaria, ndo sao drasticamente diferentes dos tratamentos
introduzidos no século passado. Porém, as terapéuticas inovadoras com base na
utilizagcdo de células estaminais parecem ter conduzido a uma mudang¢a radical quer
na compreensao dos mecanismos fisiolégicos envolvidos na manutencdo da
homeostasia dos tecidos, quer na resolucdo de situagdes clinicas até ao momento
impossiveis de resolver. Com efeito, a detegao, isolamento e manipulagdo das células
estaminais tém despertado cada vez mais maior interesse e atencéo, considerando os
resultados encorajadores decorrentes de estudos de investigacdo experimental,
particularmente no campo da engenharia dos tecidos e regeneragao tecidular.

Tendo em mente todos estes conceitos e considerando que esta metodologia
tem grande potencial para vir a ser aplicada no futuro, pareceu-nos pertinente e
justificado tragar uma panoramica geral sobre alguns aspetos morfofuncionais das
células estaminais em geral, com particular incidéncia para as células estaminais de

origem dentaria.

Este trabalho apresentado sob a forma de artigo de revisdo, englobando
contudo uma contribuicdo pessoal, encontra-se organizado em trés partes distintas.

A primeira parte, ap6s uma breve introdugao e justificagdo do tema, inclui uma
breve exposicdo sobre algumas caracteristicas gerais e métodos de isolamento das
células estaminais.

Na segunda parte, compreende uma panordmica geral sobre a origem,
localizagao e caracterizagao dos diferentes tipos de células estaminais dentarias.

A terceira e ultima parte engloba toda a bibliografia consultada.
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2. Células Estaminais

2.1 Introducgao Geral

A grande maioria dos tecidos que constituem os organismos pluricelulares,
ainda que formados por células altamente especializadas apresenta, todavia uma alta
capacidade de renovagdo. A ocorréncia de processos de renovacgado, cicatrizagio,
reparagao e regeneragao tecidular quer de uma forma fisiolégica quer em resposta a
estimulos externos, pressupbe a existéncia de células muito indiferenciadas. Estas
células, designadas por células estaminais, sdo células que apresentam uma grande
capacidade de autorrenovagao e proliferacdo, associada a um vasto potencial de
diferenciacdo, representando por este motivo a salvaguarda da homeostasia dos
tecidos onde se encontram e o garante da sua reparacao (1).

Compreende-se, pois, que estejam na base de quase todos os processos de
regeneracdo tecidular e de engenharia de tecidos. Dado o crescente interesse da
medicina e medicina dentaria pelas terapias regenerativas, é cada vez mais importante
a optimizagcdo e desenvolvimento de possiveis metodologias de identificagao,
isolamento e amplificacdo das células estaminais, bem como um conhecimento
pormenorizado das suas carateristicas bioldgicas, funcionais e plasticas.

Estudos recentes tém levado a uma percecdo bastante otimista da

versatilidade destas células e do modo como podemos po-las ao nosso servigo (2).

De acordo com a sua origem e plasticidade (capacidade de originar células
diferenciadas caracteristicas de outros tecidos que n&o os de origem), as células
estaminais podem ser divididas em células estaminais embrionarias (ESC) e células
estaminais pds-natais ou somaticas (3, 4).

As células estaminais embrionarias tém um potencial de diferenciagdo quase
ilimitado, podendo dar origem a todos (totipotentes) ou quase todos (pluripotentes) os
diferentes tipos de células que constituem o organismo adulto. Em condicbes
favoraveis podem ser mantidas em cultura, quase indefinidamente, sem se
diferenciarem conservando, no entanto, todo o seu ilimitado potencial de
desenvolvimento. Com efeito, se forem novamente injetadas num “ambiente”
embrionario primitivo podem originar todos os tipos de linhas celulares, incluindo
células germinativas.

As células estaminais embrionarias podem ser isoladas a partir da massa
interna do blastocisto, com 16 a 32 células, apresentando neste caso capacidade para

dar origem a todas as linhagens celulares presentes no embrido, incluindo os tecidos

Pagina 11



Células Estaminais Dentarias — Alguns aspetos

extra-embrionarios, sendo pois consideradas células totipotentes (4, 5). Os embrides
com 32 a 64 células podem gerar apenas as células constituintes dos 3 principais
folhetos embrionarios — ectoderme, mesoderme e endoderme, com exceg¢do da
placenta e anexos embrionarios, sendo designadas por células pluripotentes (5). Estas
células apresentam-se, no seu conjunto, como uma reserva potencialmente
inesgotavel que podera ser utilizada nos processos de reparagdo e regeneragao de
qualquer tecido lesado. No entanto, a sua aplicagdo €, atualmente, muito controversa.
De facto, as implicagdes éticas e legais em torno da sua utilizagdo tém limitado a sua
aplicacgéao clinica (6, 7). Para além disso, apresentam uma certa instabilidade genética,
obrigatoriedade de transplantagdo para hospedeiros imunocomprometidos, alto
potencial neoplasico e metastatico e facil contaminagdo em cultura, o que dificulta
também a sua manipulagéo clinica.

As células estaminais pds-natais estdo presentes nos tecidos e orgaos fetais e
adultos, constituindo um grupo heterogéneo de células com diferentes proveniéncias,
desde as isoladas a partir do corddo umbilical e placenta até as provenientes de
tecidos mais especializados (8, 9). Em comparagado com as células embrionarias, as
células estaminais pds-natais tém um potencial de diferenciacdo mais reduzido. De
facto, contrariamente ao espectro totipotente/pluripotente das células estaminais
embrionarias as células estaminais pds-natais geram apenas um numero restrito de
linhas celulares sendo, por este motivo, designadas por multipotentes (3). Embora néo
incorrendo em limitagdes morais, as células estaminais pds-natais, encontram-se em
pequena percentagem nos tecidos (10) apresentando, por isso, maior dificuldade de
isolamento.

Por outro lado, apresentam uma capacidade de divisdo mais limitada,
designada por Hayflick limit (11). Este limite representa o nimero de vezes que uma
populagéo celular consegue entrar em mitose, antes de parar de se dividir. O numero
de divisbes possivel esta relacionado com o comprimento dos seus telédmeros,
essenciais para a estabilizacdo dos cromossomas e processos de replicagao (12).
Cada vez que a célula se divide o comprimento dos seus telémeros diminui e, quando
atinge um ponto critico a célula fica incapaz de se dividir. A isto chama-se senescéncia
replicativa (13). Assim, as células estaminais embrionarias, por possuirem atividade
telomerasica(14), apresentam uma muito maior possibilidade de autorrenovagéo do
que as células estaminais pos natais e, por sua vez, as células estaminais do adulto
vao perdendo, com o avancar da idade, as suas capacidades de proliferagdo e
diferenciacao (15).

Tradicionalmente, a plasticidade das células estaminais embrionarias parecia

ser muito maior do que a de células estaminais pds-natais. Porém, é cada vez mais
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evidente que as células estaminais pds-natais presentes nos tecidos adultos podem
ser bem mais versateis do que inicialmente se pensava.

A descoberta recente de uma tecnologia eficiente (16) capaz de reprogramar
células somaticas em células estaminais pluripotentes, designadas por células
estaminais induzidas, conhecidas pela sigla iPS abre uma janela de oportunidades aos
processos regenerativos. As iPS sao definidas como células somaticas diferenciadas
que sdo reprogramadas em ceélulas com propriedades semelhantes as das células
estaminais embrionarias, pluripotentes, podendo ser geradas a partir de células
adultas de quaisquer tecidos acessiveis (17). Yan 2011 refere que para a obtencio de
iPS, por mecanismos de engenharia genética, € necessaria pelo menos a utilizagdo de
quatro fatores de transcricao: c-Myc/KIf4/Oct4/Sox2 ou Lin28/Nanog/Oct4/Sox2 (4, 17-
20).

A figura 1 inclui uma sintese das diferentes caracteristicas apresentadas pelas
células pds-natais ou somaticas e pelas células estaminais induzidas, apos terem sido
submetidas a um processo de reversao, de células completamente diferenciadas a

células com capacidade de diferenciacao pluripotencial(21).

(" N

» Capacidade de proliferagao limitada

» Genes pluripotentes metilados

* Morfologia celular especifica dos tecidos -
* Auto-renovagao

onde residem — O
* Desmetilacéo e re-ativagao dos genes
» Cromossoma X inativo )
pluripotentes

* Fase G1 do ciclo celular ativa ) ;
» Morfologia semelhante a células

* Expressao dos marcadores celulares — —t N
estaminais embrionarias

especificos de células somaticas ot
» Re-ativagdo do cromossoma X

z Lo » Perda do G1 checkpoint
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K ) \- Atividade telomerasica ativa j

Fatores de transcricao
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Figura 1 - Esquema representativo das principais diferencas verificadas nas células somaticas

apos serem revertidas a células pluripotenciais induzidas.

De referir, no entanto, que problemas técnicos enormes devem ser superados
antes de devolver células adultas a um estadio embrionario de maior versatilidade.
Entre os problemas mais complexos é de salientar o facto de alguns dos fatores de
transcricao (como por exemplo o c-Myc) utilizados na reprogramacao destas células
serem reconhecidamente oncogenes, para além dos riscos intrinsecos da utilizagdo de

retrovirus (17).
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De qualquer modo, as iPS parecem apresentar-se como substitutos ideais das
células estaminais embrionarias, podendo constituir no futuro uma importante fonte de
células, para reparagéo de inumeros outros tecidos que nao os de origem (17, 22, 23).

Dentro do espetro das células estaminais pos-natais as células estaminais
derivadas da mesoderme, habitualmente designadas por células estaminais
mesenquimatosas (MSC) sdo as células com maior potencial de utilizacdo em
medicina e medicina dentaria, pelo que serdo as unicas células estaminais abordadas

neste estudo.

A caracterizagdo das células estaminais mesenquimatosas assenta muitas
vezes na observagado da sua morfologia (células com reduzido volume), capacidade
seletiva de adesao a superficies plasticas, capacidade clonogénica, ciclo celular lento,
estado indiferenciado e grande potencial de diferenciacdo (24-26). Porém, nenhum
destes critérios € considerado como especifico, (25, 27) permanecendo a identificagdo
das células estaminais mesenquimatosas ainda pouco concisa, devido a auséncia de
marcadores especificos (25). No entanto, considerando que cada tipo de células
apresenta um arranjo préprio de antigénios na sua superficie, geralmente proteinas,
constituindo conjuntos de diferenciagao (clusters of differention - CD), que as tornam
distintas umas das outras, continuam a ser investidos grandes esforgos nas
metodologias de analise imunofenotipica destas células com base em anticorpos que
reconhecem especificamente estes antigénios.

Atualmente sdo aceites trés critérios minimos, definidos pela Internacional
Society for Cellular Therapy para identificacdo das células estaminais
mesenquimatosas multipotentes: (i) a positividade destas células para a expresséo
dos marcadores moleculares CD73, CD90 e CD 105 e negatividade para CD34, CD45,
CD14 e HLA-DR; (ii) capacidade de aderéncia a superficies plasticas e (iii) potencial
de diferenciagdo in vitro em pelo menos trés linhas celulares condroblastos,
osteoblastos e adipdcitos (4, 28). Todavia, estd também demonstrada a possibilidade
de diferenciacdo noutros fendtipos incluindo midcitos, células do estroma do tecido
conjuntivo, células endoteliais e células neurais (29).

Na procura de uma fonte acessivel de células estaminais mesenquimatosas
os tecidos dentarios tém despertado particular interesse. De facto, a alta capacidade
de proliferacdo e grande potencial de crescimento e diferenciacdo das células
estaminais de origem dentéaria, aliada a sua facil acessibilidade fazem dos tecidos
dentarios uma fonte muito atrativa de células estaminais com possiveis aplicagdes em
mecanismos de regeneracdo tecidular particularmente importantes em medicina e

medicina dentaria.
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3. Caracteristicas das células estaminais

Aquando da divisdo por mitose cada célula estaminal da origem a duas
células, uma célula que permanece indiferenciada conservando o status de célula
estaminal (autorrenovacgao) e outra que passa por um ciclo de etapas de proliferagcédo e
diferenciacao(8, 13).

Por sua vez, existem duas possibilidades (fig. 2) para que uma célula estaminal
possa produzir duas células-filhas com destinos diferentes. Uma das vias possiveis
esta relacionada com uma assimetria provocada pelo microambiente que rodeia a
células estaminal. Assim, as células-filhas (de uma mesma célula estaminal) sdo
inicialmente semelhantes, sendo posteriormente direcionadas em sentidos fenotipicos
diferentes, de acordo com as influéncias do ambiente que atuam sobre elas. Tal como
esta representado na figura 2A, células irmas e iguais, a partida, tornam-se distintas

pela exposicdo a diferentes sinais ambientais. Esta alternativa é de longe a mais

comum (13).
Assimetria do ambiente Assimetria da divisdo
(— (@) (— ™Y
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Figura 2 - Representacdo esquematica das duas alternativas possiveis para uma célula

estaminal dar origem a células filhas com fenétipos e destinos diferentes. Adaptada de Alberts et al.,
2002 (13).
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Em contrapartida pode verificar-se um outro mecanismo, com base na
assimetria de divisdo. Neste caso, a célula estaminal apresenta desde logo uma
assimetria interna, dividindo-se de tal maneira que as suas células filhas ficam dotadas
de caracteristicas e capacidades distintas no momento em que sado formadas. Neste
processo, ilustrado na figura 2B, um conjunto significativo de moléculas adquire uma
distribuicdo desigual entre as duas células filhas, na hora da divisdo. O arranjo
assimétrico destes elementos moleculares atua, desde logo, como um fator
determinante que ira resultar em diferentes padrdes de expressao génica.

De um modo geral, as células que se encontram “comprometidas” com um
processo de diferenciacdo passam por uma série de divisées (fig.3) antes de chegar a
células maduras designando-se no seu conjunto por células amplificadoras
transitorias(10, 13). Transitorias porque estdo em transito entre célula mée e célula
diferenciada e amplificadoras porque os ciclos de divisdo pelos quais passam tém o
efeito de amplificar o numero final de células que resultam de uma unica divisdo da
célula estaminal. Deste modo, as células estaminais em processo de diferenciagao,
antes de atingir o seu estadio final de maturagdo, geram um grande numero de
células. As células progenitoras sao entado células parcialmente diferenciadas que por

divisdo celular originam, apenas, células diferenciadas. (30)

B -
P
e m/@”@~
‘@ @ -0-§._ 8 . @

amplificadoras
transitérias 8

Células diferenciadas

. ®

Figura 3 - Esquema representativo da formacgéo de células amplificadoras transitérias, com
origem numa célula estaminal, por um processo de proliferagdo levando ao aparecimento de

células maduras. Adaptada de Alberts et al.(13).
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Convém sublinhar aqui que a grande capacidade mitética das células
estaminais ndo significa que estas células se dividam muito rapidamente. Este baixo
indice mitdtico podera ser visto como uma estratégia de preservacdo e protegéo
destas células, com o intuito de evitar a acumulagéo de possiveis mutacdes (31).
Todavia, este aspeto & compensado pelas divisdes de amplificacdo das células
progenitoras comprometidas, permitindo assim a redu¢do do numero de ciclos de
divisdo que as proprias células mae tém de sofrer ao longo da sua vida e, desta forma,
reduzir o risco de senescéncia replicativa e de mutacdes prejudiciais(10, 32).

No ambito das suas propriedades de autorrenovagao e proliferacdo importa
referir que uma das mais importantes caracteristicas das células estaminais é a sua
capacidade clonogénica ou crescimento clonal. Deste modo, quando em cultura, uma
unica célula é capaz de dar origem a um grupo de células geneticamente idénticas.

Considerando o seu grande potencial de diferenciagdo, a presenga de
determinados fatores de crescimento/diferenciagdo no meio em que sio cultivadas
pode induzir e orientar a sua posterior diferenciagcdo. Todavia, as células estaminais
pos-natais quando em culturas a longo prazo e apds um certo numero de passagens,

podem perder algumas das suas capacidades intrinsecas de diferenciagéo (33).

A principal fonte de células estaminais de natureza mesenquimatosa nos
organismos humanos adultos € a medula Ossea, constituindo geralmente uma
referéncia em relagdo as quais as restantes células conjuntivas sdo comparadas(17,
34).

As células estaminais mesenquimatosas foram primariamente identificadas
com base na presenga de um antigénio especifico na superficie das células do
estroma da médula 6ssea (STRO-1) (35). Porém depressa se verificou que as células
STRO-1 positivas representavam, apenas, uma pequena propor¢cdo das células
estaminais. Isoladamente o STRO-1 nao é suficiente para obter uma populagado pura
de células estaminais sendo, por isso, frequentemente utilizado em associacdo com
outros anticorpos (10). Varios conjuntos de anticorpos tém sido frequentemente
aplicado para detetar e separar populacdes de células estaminais com alto potencial
clonogénico e de diferenciagdo multicelular.

Neste grupo esta incluida a utilizacdo de anticorpos que reconhecem recetores
de adesdo celular como a molécula de adesado vascular 1 (vascular cell adhesion
molecule-1, VACAM-1), o CD44 (glicoproteina transmembranar expressa na matriz

extracelular e na superficie de células endoteliais, mesenquimatosas e
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hematopoiéticas), o CD146 (marcador especifico de células endoteliais) e o 3G5
(marcador de pericitos) (20).

Importa referir a este respeito que como ndo existe ainda uma informacgéo
segura acerca da localizac&o e distribuicdo das células estaminais mesenquimatosas,
este conjunto de marcadores vem reforcar, como sera referido em paragrafos
posteriores, a proximidade das células estaminais as regides perivasculares, bem

como a sua grande semelhang¢a com os pericitos.
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4. Nichos de células estaminais

As células estaminais pods-natais encontram-se distribuidas pelos tecidos
adultos em compartimentos especializados designados por nichos (stem cells niches).
Estes nichos constituem “entidades” anatomicas especializadas que abrigam as
células estaminais, criando um ambiente altamente controlado que condiciona a
sequestracao destas células, num estado quiescente (30, 32). De facto, o micro
ambiente criado nestes locais regula e condiciona o destino final das células
estaminais (36) protegendo-as de estimulos que induzam a sua diferenciagdo e
proliferagao descontrolada, ou mesmo a sua apoptose. Moléculas soluveis como Whnit,
FGF e proteinas hedgehog constituem importantes fatores de regulagao autécrina e
paracrina da funcao das células estaminais, com capacidade para induzir mecanismos
de proliferacéo e diferenciagéo, quando necessarios (31).

De referir ainda que nestes nichos (fig. 4) as células estaminais se encontram
geralmente associadas a outras células mais diferenciadas e a estruturas constituintes
da matriz extracelular permitindo no seu conjunto manter um equilibrio entre

autorrenovagéo e diferenciacéo (37).

Caderinas @ « Moléculas de Sinalizacdo

Integrinas Recetores Membranares

Figura 4 - Representagdo esquematica de um nicho de células estaminais mesenquimatosas
mostrando a sua localizag&o perivascular (BV). As células estaminais mesenquimatosas (MSC)
presentes neste nicho contactam com varias outras células diferenciadas (DC4, DC; ...) através
de moléculas de adesao celular (como as caderinas) e ainda com os componentes da matriz
extracelular (ECM) através de recetores integrina. Sdo ainda parte importante deste nicho
diferentes moléculas de sinalizagdo (incluindo fatores autécrinos, paracrinos e enddécrinos). A

variagdo da tensdo de oxigénio pode também influenciar o comportamento das MSC. Adaptada
de Kolf et al, 2007(37).
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Numerosos nichos de células estaminais tém vindo a ser continuamente
identificados em quase todos os tecidos do organismo, exercendo, como ja foi referido,
um papel fundamental nos mecanismos de renovagao, cicatrizagdo, reparagao e
regeneracdo tecidular. A este respeito, € importante recordar mais uma vez que a
medula 6ssea pode ser considerada como o maior nicho de células estaminais do

organismo, particularmente no que se refere as células estaminais hematopoiéticas.
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5. Métodos de Isolamento de Células Estaminais

Dado que as células estaminais sdo morfologicamente idénticas ou muito
semelhantes as células dos tecidos onde se encontram, os seus processos de
identificacdo e isolamento sdo extremamente dificeis sendo frequentemente
necessario o recurso a varios critérios e tecnologias de natureza morfoldgica e
bioquimica. Por outro lado, para que possam ser aplicadas em terapias regenerativas
importa separa-las em condi¢gdes 0 mais proximo possivel de situagdes fisioldgicas, de
forma a excluir possiveis alteragdes induzidas pelos meios de cultura e processamento
(35, 38, 39). A detecdo e identificagdo das células estaminais constitui, pois, um
importante desafio.

A tentativa de resolugdo dos problemas de identificacdo das células estaminais
tem por base, como ja foi referido, o facto de que cada tipo de célula apresentar um
arranjo préprio de recetores na sua superficie, geralmente um conjunto de proteinas
membranares, que a torna distinta de outros tipos celulares. Estas proteinas bem
como outros fatores de transcricdo s&o usados como marcadores citolégicos nos
processos de identificacdo e posteriormente, ou em simultaneo, nos processos de
separagdo. No entanto, n&o existe ainda um procedimento reconhecido e
recomendado como especifico e seletivo que permita de uma forma rigorosa a
detecéo, isolamento e purificagdo das células estaminais (33).

Os processos de selecao de células estaminais, a partir dos seus tecidos de
origem, visando possiveis aplicagcbes clinicas, requerem uma metodologia
minimamente invasiva recorrendo-se, geralmente, a uma técnica de citometria de fluxo
e em seguida, visando a obtencdo de populac¢des celulares homogéneas, a uma
separagao por cell sorting (25).

Atualmente, as células estaminais podem ser detetadas e isoladas a partir de
uma populagéo celular heterogénea com base numa das seguintes técnicas(33):

1) Marcacgéo imunocitoquimica

2) Separacgao de células ativadas por fluorescéncia, num processo designado

por fluorescent antibody cell sorting (FACS);

3) Seleg¢do imunomagnética, num processo designado por magnetic antibody

cell sorting (MACS);

4) Estabelecimento de culturas e sub-culturas celulares (com analise

morfolégica, avaliagdo do crescimento/proliferagdo, tempo de duplicagéo e

caracterizagao do perfil imuno-fenotipico das colénias).
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As trés primeiras metodologias englobam um conjunto de técnicas que visam a
detecdo de antigénios presentes nas células em estudo, através de anticorpos
especificos. A ligagao antigénio-anticorpo é posteriormente vizualizada utilizando um
sistema de detecdo que pode envolver um numero variavel de reacbées bem como
diversos tipos de marcadores, nomeadamente fluorocromos, enzimas e particulas
magnéticas. Assim, o grande numero de técnicas atualmente disponivel difere
sobretudo na natureza da molécula utilizada para marcar o anticorpo, de modo a
permitir a sua vizualizagao.

As culturas de celulas constituem um método classico, mas ndo menos eficaz,
para purificar células estaminais a partir de uma mistura heterogéneas de células. Este
processo € essencial quando pretendemos obter populagdes celulares numerosas e
homogéneas com possibilidades de aplicagcdo de outras técnicas.

Mais recentemente, tém sido aplicadas algumas técnicas de biologia molecular
para a detecdo e caracterizagdo de células estaminais, que incluem a reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), analise com western ou northern blot

Ou 0 recurso a vetores.

5.1. Marcagao imunocitoquimica

Os métodos de imunocitoquimica permitem detetar e localizar antigénios,
presentes em células ou tecidos, com recurso a um ou varios anticorpos (anticorpo
primario e secundario). Habitualmente o primeiro anticorpo, anticorpo primario,
especifico para o antigénio que se pretende identificar ndo € marcado. O segundo
anticorpo, anticorpo secundario, € geralmente marcado e dirigido contra a molécula da
imunoglobulina da espécie animal em que foi produzido o primeiro anticorpo.

A preservagdo dos antigénios, a par de uma boa informacdo morfolégica
resulta de uma fixacdo convenientemente aferida. Todavia a manutencdo da
antigenicidade e a preservacdao morfolégica estdo geralmente inversamente
relacionadas.

O sucesso da aplicagao destes métodos depende, muitas vezes, de varios
outros fatores adicionais e ndo do método em si mesmo, sendo de destacar: a) a
imobilizacdo e preservagdo dos antigénios; b) a redugédo do ruido de fundo e c) a

realizacdo de controlos apropriados.
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5.2. Fluorescent antibody cell sorting (FACS)

O método mais comum e eficiente de purificacdo de uma populacéo celular (fig.
6) baseia-se inicialmente na sua detegéo por citometria de fluxo, apés marcagdo com
anticorpos fluorescentes (capazes de identificar as células pretendidas), seguida de
uma separagao por FACS(25).

A citometria de fluxo é uma tecnologia que simultaneamente mede e analisa
multiplas caracteristicas fisicas das células em estudo, a medida que passam num
sistema de fluxo laminar e sobre elas € direcionado um feixe de luz. As caracteristicas
analisadas abrangem o tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia(40).

A separacdo de células ativadas por fluorescéncia (FACS) constitui uma
técnica padrdo para purificagcdo de sub-populagdes celulares (a partir de uma
suspensao) apresentando-se, hoje em dia, como um método indispensavel para definir

e separar com elevada pureza estas populagdo celulares.

Célula
estaminal

N

Molécula fluorescente

acoplada a Ac especifico

superficie celular

| Marcador de Membrana

Figura 5 — Identificagdo de antigénios de superficie presentes nas células estaminais através

da sua ligagao a um anticorpo especifico acoplado a fluoresceina (Adaptado de Correia et al. 2010 ).

Na técnica de FACS, uma suspensao de células, as quais foram adicionadas
moléculas fluorescentes que reconhecem marcadores celulares especificos (fig.5),
passa em fluxo laminar sob pressao através de um orificio estreito e de um campo
elétrico (fig.6). As células estaminais pretendidas correspondem a células

fluorescentes possuidoras de uma carga elétrica.
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Figura 6 — Esquema representativo de um processo de separacdo celular (FACS) apos

aplicagdo de uma técnica de citometria de fluxo (Adaptado de Correia et al. 2010).

Atualmente a FACS constitui a tecnologia mais fiavel para separagédo e

caracterizagao de populagdes de células raras como células estaminais (25, 33).
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5.3. Separagao imuno-magnética (Magnetic activated cell
sorting - MACS)

No meétodo imunomagnético (fig.7), para além de uma incubagdo com
anticorpos primarios especificos dos antigénios de superficie das células em questao,
sdo posteriormente utilizados anticorpos secundarios conjugados com particulas
magnéticas. As células em suspensdo serdo depois sujeitas a um campo magnético

permitindo assim a sua separagao e purificagéo (33).

Colheita de
orgao

Digestao

Células enzimatica do

estaminais | .
\ tecido

— pg—

Processo de Inc,ubagéo de
separagao células em
comrecursoa | suspensao

um campo cpm’Ac
magnético /- J primarios
Incubagdo com
Ac secundarios
conjugados

com particulas
magnéticas

Figura 7 - Representacdo esquematica de um processo de separagado imunomagnético

De um modo geral, a MACS representa um método tecnicamente simples,
pouco dispendioso e com capacidade para separar um grande numero de
subpopulagbes celulares, apresentando-se assim como uma metodologia pratica para
a selecao de linhas celulares especificas(33). Porém, o grau de purificagao obtido com
este método nao é muito satisfatério, o que podera comprometer uma posterior

aplicacao clinica das células.
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5.4 Culturas Celulares

As culturas celulares (fig.8) constituem um método classico para purificagao de
células a partir de uma populagdo celular heterogénea. As colénias de células
estaminais, particularmente as obtidas diretamente a partir da digestao enzimatica de
tecidos, séo frequentemente distintas no que respeita ao seu tamanho, morfologia e

densidade celular(33).
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Figura 8 — Esquema representativo de um processo de cultura de células

Tém sido publicados importantes trabalhos de investigagdo com o objetivo de
analisar a influéncia dos processos e meios de cultura na performance das células
estaminais (27, 33). Neste ambito, Yu et al. (41) afirmam que quando as células
estaminais pds-natais s&do repetidamente cultivadas as suas caracteristicas biologicas
podem ser significativamente alteradas, com perda de varios marcadores de superficie
(por exemplo o STRO-1 e MHC classe Il), decréscimo da capacidade de
autorrenovacéo, diminuicdo da percentagem de células indiferenciadas e restricbes no
seu potencial de diferenciacdo (41). Estes aspetos s&o particularmente notérios com o
aumento do numero de passagens. A utilizagdo destas células, apds cultura, deve ter

em conta a possibilidade de alguma instabilidade genética e epigenética (25).
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O conhecimento de muitas das caracteristicas das células estaminais e do seu
potencial de diferenciacéo foi estabelecido com base na analise morfoldgica, avaliagdo
do crescimento/proliferagdo, tempo de duplicacdo e caracterizacdo do perfil imuno-

fenotipico de coldnias de células.
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Parte Il

1. Células Estaminais Dentarias

Desde a descoberta de células estaminais pods-natais na medula dssea
(BMMSCs) tém sido desenvolvidos diversos trabalhos com o objetivo de identificar,
isolar e caracterizar populacdes de células estaminais mesenquimatosas existentes
noutros tecidos diferenciados. Na procura de uma fonte mais acessivel de células
estaminais mesenquimatosas os tecidos dentéarios tém despertado particular interesse
(17). De facto, a alta capacidade de proliferacdo e grande potencial de crescimento e
diferenciacdo das células estaminais de origem dentaria, aliada a sua facil
acessibilidade fazem dos tecidos dentarios uma fonte muito atrativa de células
estaminais com possiveis aplicagbes em mecanismos de regeneragdo tecidular
particularmente importantes em medicina regenerativa.

Ja é grande o conjunto de estudos que demonstram a existéncia nos tecidos
dentarios de varios nichos de células estaminais e progenitoras tendo sido, até ao
momento, isoladas, identificadas e caracterizadas diferentes tipos de células
estaminais de origem dentaria, designadas coletivamente como células estaminais
dentarias. Neste grupo podemos incluir as células existentes na: a) polpa dentaria de
dentes definitivos (DPSCs), b) polpa dentaria de dentes deciduos esfoliados (SHEDs),
c) papila apical (SCAPs), d) ligamento periodontal (PDLSCs) e e) foliculo dentario
(DFSCs) (42-48). Todas elas, exceto as SHEDs, foram extraidas de dentes
permanentes.

Estas células estaminais dentarias sdo consideradas ceélulas estaminais de
natureza mesenquimatosas (MSCs) com grande capacidade proliferativa e grande
versatilidade e, embora representem somente 1 a 4% da populagdo celular total,
podem originar, como ja foi descrito, uma multiddo de células amplificadoras altamente
diferenciadas (49). Aliadas a estas caracteristicas, a sua facilidade de obtengéo e de
preservagao, faz com que estas células possam representar uma fonte ideal de células
estaminais capaz de reparar estruturas dentarias comprometidas ou participar em
processos de regeneracao (2, 3, 35, 50-54). De referir ainda que a criopreservacao de
células estaminais dentarias (de dentes deciduos esfoliados e de dentes permanentes
extraidos) parece nao diminuir a sua capacidade de proliferagdo, diferenciacdo e
plasticidade podendo ser preservadas por muitos anos e posteriormente cultivadas
(33). Este facto constitui um elemento muito importante para a criagdo de bancos de

células estaminais dentarias. (1, 55-58).
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1.1 Células Estaminais Pulpares

Dentro das células estaminais com origem pulpar podemos considerar as
células estaminais da polpa dentaria de dentes permanentes e as células estaminais

de dentes deciduos esfoliados.

1.1.1. Células estaminais da polpa dentaria de dentes permanentes (DPSCs)

Do tecido pulpar de dentes permanentes foi extraida uma populacdo de
células muito heterogénea com uma grande capacidade proliferativa e de
diferenciacdo, confirmadamente reconhecidas como células estaminais e designadas
por dental pulp stem cells (DPSCs)(34).

A partir do trabalho de Gronthos et al.(34), sao ja varios os investigadores que
isolaram e caracterizaram células estaminais originarias da polpa dentaria utilizando,
preferencialmente, o terceiro molar para este fim (3, 9, 25, 47, 51, 56, 58-77).

As células estaminais da polpa dentaria apresentam perfis de expressao
génica e capacidade proliferativa e de diferenciagdo semelhante as das células
mesenquimatosas indiferenciadas presentes na medula 6ssea. Em condigbes
apropriadas (meios de cultura adequados) podem evoluir para células da linha
osteogénica, condrogénica, adipogénica, miogénicas e neurogeénicas, propriedades
consideradas como essenciais para a sua definicho como células estaminais
mesenquimatosas. Porém a sua principal carateristica reside no seu potencial de
diferenciacdo odontoblastico, quer in vivo quer in vitro. Com efeito, as DPSCs séo
capazes de formar um complexo pulpo-dentinario-like, composto por uma camada de
odontoblastos adjacente a uma matriz mineralizada, num arranjo semelhante ao do
complexo pulpo-dentinario de dentes humanos normais(34, 78, 79). O processo de
diferenciacdo das DPSCs em odontoblastos funcionais tem grandes semelhangas com
os mecanismos de diferenciagao das MSCs em osteoblastos (80). Por sua vez, as
DPSCs s&o também capazes de regenerar um tecido semelhante a polpa dentaria,
quando transplantadas para canais radiculares (79), o que abre inumeras
possibilidades de aplicagdo na area de endodontia regenerativa.

Estas células tém sido também referenciadas por possuir uma suposta
atividade imunossupressiva e anti-inflamatéria, o que pode ser considerado uma
vantagem em situagdes de transplante alogénico de células estaminais (4, 33, 81).

A origem e localizagdo das DPSCs ainda é objeto de grande controvérsia,
pois estas células podem residir em diferentes locais dentro do mesmo tecido

parecendo, todavia, integrar diversos nichos perivasculares(82).
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Como ja foi referido o conhecimento de marcadores especificos para as
células estaminais reveste-se de extrema importancia na sua localizagéo (80). Com
efeito, Sloan et al. (30) tendo por base a utilizagdo de diversos marcadores,
demonstraram, numa polpa dentdria madura, a existéncia de varios nichos distintos de
células estaminais: a) células mesenquimatosas indiferenciadas residentes na camada
sub-odontoblastica rica em células, b) uma populagéo celular intimamente associada a
elementos vasculares presentes na polpa e ¢) uma populagéo situada no estroma da
porcéo central da polpa.

As DPSCs mostram positividade para os seguintes marcadores de superficies
CD13, CD29, CD59, CD73, CD90, CD 105, sendo negativas para o CD14, CD24,
CD34, CD45, CD19 E HLA-DR (4). Quando comparadas com as MSCs, ambas as
populagées celulares expressam CD44, CD106 (VCAM-1, CD146, 3G5 e STRO-1 bem
como fosfatase alcalina, osteocalcina e osteopontina)(30). Todavia, as DPSCs
apresentam uma muito mais alta capacidade proliferativa (>30%) e um maior potencial
de crescimento(30) do que as MSCs. De facto, embora estas células sejam muito
semelhantes as células mesenquimatosas da medula éssea (compartilhando muitos
marcadores comuns) apresentam, no entanto, algumas diferengas na sua plasticidade,
certamente resultantes da sua natureza ectomesénquimatosa (47).

Como também ja foi descrito, quando em condi¢des fisioldgicas as células
estaminais presentes nos nichos mantém-se num estado quiescente. Porém, quando
sujeitas a agressdes, sao estimuladas no sentido de aumentarem a sua atividade
proliferativa e de diferenciagdo sendo reconhecido o seu papel fulcral nos processos
de reparacdo e regeneragao pulpar (5). Na verdade, quando os odontoblastos
primitivos sdo destruidos as células estaminais presentes na zona central da polpa séo
capazes de se diferenciar em odontoblastos secundarios e desencadear a sintese de
uma matriz dentinaria (2, 83, 84). De facto, esta ja demonstrado que as DPSCs estéo
ativamente envolvidas na formacédo de dentina reparadora (52). Neste ambito importa
referir que a formacao de tecidos mineralizados, na sequéncia de protegdes pulpares
diretas (com utilizacdo de MTA e hidroxido de calcio) sdo também exemplos do
envolvimento das células estaminais nos processos de regeneracéo.

O conhecimento dos mecanismos pelos quais estas células sao capazes de
responder as alteragcdes do meio ambiente pode representar um avango importante no
desenvolvimento de processos de engenharia de tecidos e terapias endodénticas
regenerativas (85). Serdo necessarios mais estudos de investigacdo visando
esclarecer o padrao de comportamento das DPSCs aos diferentes estimulos que
possam alterar o seu estado de quiescéncia, bem como o seu potencial de

proliferacao e diferenciagdo. A este respeito convém recordar que a dentina constitui
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por si s6 um reservatorio de moléculas bioativas claramente envolvidas na regulagéo
da resposta das células estaminais aos estimulos agressores(2, 83, 84).

De notar ainda que também foi ja possivel detetar e isolar células
estaminais/progenitoras na polpa de dentes infetados salientando, no entanto, o facto
de poderem apresentar uma senescéncia prematura, ou seja, um population doubling
mais baixo. De igual modo parecem apresentar uma diminuicdo do seu potencial
dentinogénico. Com efeito, em situagbes de polpas infetadas, a presenca de certas
citoquinas como o TNF-a e IL-1, podem reduzir as capacidades de diferenciacdo das
DPSC em odontoblastos (79, 86).

Mais recentemente, Pereira et al. (87) ao compararem células estaminais
extraidas de uma polpa dentaria considerada saudavel, com células estaminais
provenientes de polpas com processos inflamatérios verificaram que nao se
observavam diferengas significativas quanto a sua morfologia, taxa de proliferagdo e
potencial de diferenciacao.

De referir ainda que as DPSC expressam também marcadores tipicos de
células da crista neural, traduzindo a manutencdo de caracteristicas especificas de
uma fase de desenvolvimento muito precoce (33). Com efeito, expressam nestina,
Tuj1, S100, proteina glial fibrilar &cida, tubulina-Blll, descarboxilase do acido glutdmico
e neuroenolase, tudo marcadores tipicos de precursores neurais e células gliais (33,
47, 60). A este respeito é interessante referir também que até os proprios
odontoblastos “carregam” ainda muitas das caracteristicas do seu neuroepitélio de
origem (88). Dentro desta filosofia, foi proposto, que os odontoblastos seriam
originalmente recetores sensoriais, respondendo a alteragdes quimicas e térmicas do

ambiente, especificidades que ainda hoje se mantém (5, 89).
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Figura 9 - Esquema representativo de algumas das potenciais vias de diferenciacdo das

células estaminais pulpares.
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A recente confirmacao relativamente a presenca na polpa dentaria (quer de
dentes deciduos, quer permanentes) de duas populagdes distintas de células
estaminais, originarias separadamente da mesoderme e da crista neural, confere a
estas células um grande espetro de possibilidades de natureza regenerativa (55, 90,
91).

A capacidade de diferenciacdo das células estaminais da polpa em células
neurais, demonstrada quer em estudos in vitro quer in vivo aumenta a sua potencial
eficacia de utilizacdo em processos de regeneragdo craniofacial e nas doencas

degenerativas do foro neurolégico (66, 77, 91, 92).

1.1.2. Células estaminais da polpa de dentes deciduos esfoliados (SHEDs)

O tecido pulpar de dentes deciduos aparenta ser também uma fonte excelente
de células estaminais, considerando a sua facil obtengcdo e o seu estadio muito
precoce de diferenciacdo (93). Koyama et al (69)afirmam mesmo que um dente
deciduo naturalmente esfoliado é semelhante a um corddo umbilical, contendo uma
populagdo de células estaminais com caracteristicas e potencialidades unicas. Do
mesmo modo, a sua capacidade de proliferagdo é também bastante superior e mais
rapida do que as DPSCs ou mesmo as MSCs (SHEDs > DPSCs > MSCs), sugerindo
que estas células representam uma populagao celular “muito imatura” de células
estaminais da polpa dentaria (IDPSCs) (5, 47, 50, 69). Este facto é apoiado pela
expressdo de marcadores celulares embrionarios como Oct4 (fator critico
transcripcional para manutengdo da pluripotencialidade), Nanog, antigénios de
estadios embrionarios especificos (SSEA-3 e SSEA-4) e antigénios de
reconhecimento tumoral (TRA-1-60 e TRA-1-81) (3, 47, 94).

Em relagdo ao seu perfil imunofenotipico, as SHEDs expressam STRO-1,
CD13, CD29, CD44, CD73, CD90,CD105,CD146,CD166, sendo negativas para CD14,
CD44 e CD45 (4).

Por outro lado, as células estaminais isoladas de dentes deciduos esfoliados
(SHEDs) tém capacidade de se diferenciar num maior nimero de populagdes
celulares do que a maioria das DPSCs, apresentando também padrdes de expressao
genética diferentes em relagcdo as DPSCs e as MSCs. Estudos in vitro demonstraram
a sua capacidade de diferenciagdo em células da linhagem adipogénica,
condrogénica, miogénica, neurogénica, osteogénica e dentinogénica (17, 47).
Também em diversos estudos in vivo e na presenga de BMP-2, se verificou a
diferenciacdo das SHEDs em células odontoblastos-like, bem como a expresséo dos

trés marcadores especificos da diferenciagdo odontoblastica (DSPP, DMP1, MEPE)
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(17). Para além disso, o tecido mineralizado sintetizado por estas células apresenta
caracteristicas tipicas da dentina, com tubulos dentinarios e uma camada de pré-
dentina, o que a distingue, desde logo, de tecidos de natureza ostedide (4). Todavia,
ao contrario das DPSCs, as SHEDs parecem incapazes de regeneragdo do complexo
pulpo-dentinario (3, 4). Salienta-se, no entanto, que Cordeiro et al.(95), ao associarem
as SHEDs com uma matriz que consideraram adequada, obtiveram um tecido
semelhante ao da polpa. Desta forma, concluiram que as SHEDs constituem também
uma fonte viavel de células estaminais para regeneragéo pulpar.

Considerando também a sua proximidade temporal as células da crista neural
as SHEDs tém vindo a ser utilizadas, a titulo experimental e com um certo éxito, no
tratamento de doengas neurodegenerativas e na reparagao de neurdénios motores (9,
42).

Em sintese, a grande versatilidade e alta plasticidade destas células, aliada a
sua facil acessibilidade, fazem das SHEDs uma importante e atrativa fonte de células
estaminais para engenharia de tecidos. De facto, a aplicagdo destas células parece
ser bem mais vantajosa do que as recolhidas de uma polpa adulta. No entanto, dado
que o processo de esfoliagdo ocorre, normalmente, de uma forma particularmente
rapida, estas células sé poderdo ser aproveitadas durante um periodo limitado de

tempo.

Uma nota final para referir que tanto as DPSCs como as SHEDs apresentam
capacidades para se diferenciar em células endoteliais, contribuindo ativamente para o
desenvolvimento de processos de natureza angiogénica. Estd demonstrado que estas
duas linhas celulares quando expostas a fatores pr6é angiogénicos, como o VEGF,
podem adquirir progressivamente um fenétipo endotelial, dando origem a formacéo de
vasos sanguineos, colaborando desta forma para a sua propria sobrevivéncia (3, 96).

Este aspeto devera representar um papel bem mais importante do que a
primeira vista se |he atribui nos mecanismos de regeneracido. Assim, as DPSCs e as
SHEDs poderdo constituir uma fonte Unica para regeneragao dos tecidos dentarios
quer pelas suas caracteristicas de autorrenovacgao, proliferacdo e diferenciagcdo em
células pulpares e odontogénicas, quer pelo facto de promovem, ao mesmo tempo, a

formagao de uma rede vascular capaz de suportar os proprios tecidos recém formados

(3)-
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1.2. Células estaminais da papila apical (SCAPSs)

Apos a formacao da coroa, e durante o processo de desenvolvimento da raiz,
o remanescente do ectomesénquima constituinte da papila dentaria, adquire uma
localizagao apical em relagdo a polpa dentaria. As caracteristicas morfoldgicas e
funcionais da papila apical e da juncado polpa/papila apical ndo sao habitualmente
referidas nos livros de texto apresentando, no entanto, segundo Sonoyama et al (46)
particularidades muito interessantes e de extrema importancia, que so recentemente
foram valorizadas.

A papila apical apresenta caracteristicas fisicas e morfofuncionais muito
préprias. Esta estrutura (fig. 10), localizada para apical do diafragma epitelial, esta
fracamente unida ao apice radicular em desenvolvimento sendo, por este motivo,
facilmente destacavel. Por outro lado, devido a sua localizagdo anatémica e ao facto
de estar rodeada por ligamento periodontal, parece beneficiar, entre outras razées, de
uma circulacdo colateral, que Ihe confere uma maior resisténcia aos processos

infeciosos e inflamatérios locais (24).

Figura 10 - Aspeto macroscépico da localizagédo topografica e conformagdo morfolégica das
papilas apicais de um dente humano permanente imaturo pluriradicular. Imagem gentilmente cedida

pelo Mestre Paulo Palma.

Recentemente, a papila apical tem assumido uma importancia crescente
enquanto fonte de células estaminais mesenquimatosas, com potencialidades imensas
na formacgao e crescimento da polpa e dentina da raiz, bem como nos processos de
reparagao e regeneracao do complexo pulpo-dentinario (8, 14, 46, 97).

Sonoyama et al. (46) fez uma analise histologica detalhada da papila apical
diferenciando esta zona da restante regido pulpar, tendo identificado, nesta area, a
existéncia de uma populagcdo de células estaminais mesenquimatosas que designou
por células estaminais da papila apical (SCAPs). Os processos de caracterizagédo

biolégica e funcional destas células confirmaram tratar-se de células estaminais
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pluripotenciais, tendo sido demonstrado o seu vasto potencial de diferenciagdo em
condroblastos, osteoblastos e células adiposas, para além de odontoblastos (8, 17).

Do perfil imunolégico das SCAPs destaca-se a positividade para o CD13,
CD24, CD29, CD31, CD73, CD90, CD105, CD106 e CD146, tendo marcagao negativa
para CD18, CD34, CD45 e CD150 (4, 20). De referir ainda que a expressao positiva
relativamente ao CD24 n&o se verifica nas DPSCs nem nas MSCs (20). No entanto, a
medida que se processa a sua diferenciagao, a positividade para o CD24 vai sendo
perdida, passando a observar-se, simultaneamente, um aumento da expressdo de
fosfatase alcalina, caracteristica de um perfil odontoblastico (5).

As figuras 11 e 12" representam cortes histoldégicos de uma papila apical do
dente 38, de um jovem com 16 anos, extraido por razdes ortodénticas. Nestes cortes,
foi possivel observar a presenga de células com uma intensa marcagao
imunocitoquimica para o CD31, antigénio de superficie associado a células
estaminais.

As figuras 13 e 14" apresentam imagens da detegdo imunocitoquimica do
CD34, realizada em cortes histolégicos da mesma papila apical, referida no paragrafo
anterior. A positividade da reacdo imunocitoquimica é particularmente evidente nas
células endoteliais e pericitos associados, 0 que pressupde a afinidade destas células
estaminais com as células endoteliais e perivasculares.

Em comparagcdo com as DPSCs, as SCAPs tém um padrdo similar de
expressao de marcadores osteo/dentinogénicos (4, 8). Apresentam, no entanto, maior
numero de células positivas para o STRO-1, maior velocidade de proliferagédo (3 vezes
superior), maior numero de populations doubling e maior capacidade de regeneracao
dentinaria in vivo. Além disso, mostram uma expressao superior de survivin (20),

reconhecida como uma proteina anti-apoptética (14).

A preparagédo do material para observagdo em microscopia de luz, representado nas figuras 11, 12, 13 e
14, teve por base a realizagéo de estudos imunocitoquimicos efetuados em cortes de parafina, segundo o
protocolo seguido no servico de Anatomia Patologica do Hospital da Universidade de Coimbra. Nesta
técnica foi aplicado o método de peroxidade-anti-peroxidade, apenas com pequenos ajustes de pormenor.

Depois de um processo de desparafinagdo e hidratacdo dos cortes procedeu-se a uma “digestao”

O anticorpo primario Monoclonal Mouse, anti-human CD31 e CD34 (DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca), foi utilizado com uma diluicdo de 1:50, durante 30 minutos, a 37°C. Posteriormente procedeu-
se a uma incubagdo com o complexo peroxidade-anti-peroxidade. A peroxidade foi revelado com uma
solucédo de 3,3’- diaminobezidina. Os controlos positivos e negativos da técnica imunocitoquimica foram

feitos em simultaneo.
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Figura 11 — Demonstragéo por imunocitoquimica (com anticorpos anti-CD31) da existéncia de

células estaminais presentes na papila apical.

Figura 12 — Imagem de células estaminais marcadas por imunocitoquimica com anticorpos

anti-CD31presentes num corte histolégico de uma papila apical.
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Figura 13 — Presengca de uma reagdo imunocitoquimica positiva relativamente ao CD34

localizada em varias células endoteliais e pericitos.

Figura 14 - Maior ampliagdo de uma zona representada na figura anterior pondo em evidéncia

a positividade das células endoteliais e dos pericitos.
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Em relagdo as DPSCs e a outras MSCs, as SCAPs possuem grande
atividade telomerasica (caracteristica das células embrionarias) sugerindo tratar-se de
uma fonte de células estaminais muito imatura e, por isso, com grandes
potencialidades (46, 47). De igual modo, apresentam uma menor expressao
relativamente a marcadores celulares como DSP, MEPE, TGF-BRIl, FGFR3, Flt-1
(recetor VEGF), FGFRI, e MUC 18, conjunto de marcadores associados a fases
avancadas de diferenciagdo confirmando, mais uma vez, a sua relativa imaturidade
(14).

As SCAPs apresentam, também, tal como as DPSCs, capacidade de gerar
um complexo pulpo-dentinario. Com efeito, Huang et al. (47) publicaram um estudo
que parece ter sido dos primeiros a levar a cabo um processo de regeneracéo pulpo-
dentinario in vivo, com base na transplantacdo de células estaminais da polpa e da
papila apical de dentes humanos, obtendo uma regeneracdo morfolégica e funcional
do complexo pulpo-dentinario bastante semelhante ao normal. Estes autores
sublinham ainda que a presenga da matriz dentinaria é suficiente para induzir a
migracao e posterior diferenciacdo das células estaminais em células odontoblast-like,
estendendo os seus prolongamentos para os tubulos dentinarios. A matriz dentinaria
parece, pois, como ja foi referido, exercer um papel primordial, devido ao
armazenamento e libertagao de proteinas especificas responsaveis pela diferenciagao
destas células.

Em sintese, as SCAPs parecem constituir a principal fonte de odontoblastos
primarios, responsavel pelo desenvolvimento da dentina radicular, enquanto que as
DPSCs parecem estar provavelmente mais envolvidas com a formacgao de dentina
reparadora (5, 14, 24, 46, 50).

Uma nota mais, para referir que alguns estudos de investigacdo(14, 24)
parecem indicar que as SCAPs deverdo dar origem as DPSCs, acompanhando a
transformacao da papila em polpa. Porém outros autores como Sonoyama et al (46),
sugerem que as SCAPs podem constituir uma populagao Unica de células estaminais
pds-natais, distinta das DPSCs. Devido a sua atividade telomerdsica e grande
capacidade de migracao podem representar uma populagao de células indiferenciadas
de alta qualidade, com particular relevancia e potencialidades imensas na regeneragao
do complexo pulpo-dentinario e desenvolvimento da raiz. Huang et al, 2008 (14),
chegam mesmo a afirmar que a papila apical representa um “hidden treasure” com

enormes potencialidades e aplicacdes terapéuticas na area da medicina dentaria.
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1.3. Células estaminais do ligamento periodontal (PDLSCs) e do foliculo
dentario (DFSCs)

O ligamento periodontal contém uma populagcdo de células muito
heterogénea, consideradas como células estaminais mesenquimatosas, capaz de se
diferenciar em fibroblastos e em células formadoras de cemento e de matriz 6ssea (3)
As células estaminais do ligamento periodontal tém, por sua vez, uma maior
longevidade e maior capacidade de duplicagdo e proliferagdo do que as da medula
O6ssea (43, 98, 99). As PDLSCs expressam marcadores de células estaminais
mesenquimatosas como os CD10, CD13, C29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD105
CD146, MUC18, CD166 e STRO-1 (3, 4). Para além destes, apresentam uma
expressao positiva para marcadores especificos de tendao (3). Este facto, parece
indicar que as PDLSCs constituem uma populagdo de células estaminais pds-natais
distintas das DPSCs ou de outras MSCs.

O potencial das PDLSCs para se diferenciarem em varias linhagens celulares,
visando a formacgdo de uma estrutura semelhante ao periodonto, ficou demonstrado
pela capacidade de, quando em culturas, se diferenciarem em células com perfil de
osteoblastos, cementoblastos, fibroblastos (9). Com efeito, as PDLSCs parecem ser as
células responsaveis pelos processos de regeneragdo do ligamento periodontal e
demais estruturas do periodonto (100, 101). Estudos in vivo demonstraram a
capacidade das fibras colagénicas, sintetizadas pelas PDLSCs, serem capazes de
penetrar no cemento recém formado, mimetizando a insergao fisioldgica das fibras de
Sharpey (8, 47). De assinalar também o contributo das células mesenquimatosas
indiferenciadas provenientes da medula 6ssea dada a frequéncia de locais de
comunicagdo entre o ligamento periodontal e os espagos medulares existentes no
o0sso alveolar adjacente. Assim podem ser consideradas, no ligamento periodontal,
duas diferentes fontes de células indiferenciadas, umas localizadas nos nichos
perivasculares, outras no estroma da medula éssea (45, 102).

E de referir, também, mas em estudos in vitro que a diferenciacdo das
PDLSCs pode beneficiar da presenga dos restos epiteliais de Malassez (5). Por outro
lado, as PDLSCs mostraram também capacidade de diferenciacdo em células

precursoras da linhagem neuronal (5).

Importa salientar ainda que, as PDLSCs, em relagdo as demais células
estaminais dentarias, podem constituir uma populacdo muito particular, expressando

altos niveis de Scleraxis (fator de transcricao especifico do tend&o), que podera
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representar um marcador especifico para estas células (8, 103). Este aspeto estara
certamente relacionado com a grande capacidade de resisténcia mecéanica das células
do ligamento periodontal (103).

Finalmente convém realgcar que, tal como em casos de pulpite, foi ja
demonstrada a presenca de células STRO-1, CD146 e CD44 positivas, nas porcoes
médias e apicais do ligamento periodontal e cemento radicular de dentes afetados
com periodontite. Estas células parecem responder facilmente a mudancas na matriz
extracelular e a presenga de citocinas inflamatérias. De facto, nas superficies
radiculares de dentes com periodontite € muito evidente um aumento do numero de
células estaminais no ligamento periodontal, refletindo a ativacdo deste grupo de
células para a regeneragao da area afetada (104). Com efeito, através de um processo
de proliferacdo e diferenciagdo vao contribuir significativamente para a cicatrizacao
destas lesdes (43, 104).

O foliculo ou saco dentario é constituido por uma condensacdo de
ectomesénquima, que surge na fase de capuz, rodeando tanto o 6rgdo do esmalte
quanto a papila dentaria, formando uma “capsula” em torno do gérmen dentario em
desenvolvimento, sendo responsavel pela formacao do periodonto de insercéo (105).

O foliculo dentario esta ainda presente em dentes impactados,
frequentemente extraidos e desperdigados (7). No entanto, o foliculo dentario pode
constituir uma fonte de células estaminais (células estaminais do foliculo dentario -
DFSCs) facilmente acessivel, que podem ser criopreservadas (106-108).

Dada a sua prematuridade em termos de desenvolvimento, as DFSCs
parecem exibir uma maior plasticidade, quando comparadas com outras células
estaminais dentarias (5). Com efeito, a caracterizacado destas células mostrou o seu
grande potencial nos processos de regeneracdo dentaria, com particular expresséo
nos tecidos periodontais e regeneracdo Ossea. Estas células mostraram-se capazes
de se diferenciar em osteoblastos, cementoblastos, adipdcitos e alguns tipos de
células neurais. Porém, as células do foliculo dentario parecem estar maioritariamente
comprometidas com a linha fibroblastica e cementoblastica (107).

As DFSCs expressam os marcadores de células estaminais
mesenquimatosas como os CD10, CD13, CD29, CD44, CD53, CD59, CD73, CD90,
CD105, sendo negativas para CD34,CD45 e HLA-DR (Lozano 2011). E de salientar
ainda que estas células apresentam in vivo caracteristicas e comportamentos
semelhantes as PDLSC (107, 109).

Pagina 40



Células Estaminais Dentarias — Alguns aspetos

Uma nota final para referir que, apesar de a priori a transplantagao de células
estaminais poder constituir um dos principais recursos utilizados nos mecanismos de
regeneracdo, este procedimento encontra, no entanto, na pratica clinica grandes
barreiras e limitacbes (110, 111). Para além de representarem técnicas muito
complexas e onerosas, as dificuldades na colheita, isolamento, cultura, manipulagao e
amplificacdo das células estaminais sdo exemplos adicionais das inumeras
complexidades a ultrapassar (111).

De facto, verifica-se a existéncia de um grande numero de problemas
associados as terapias de células estaminais que incluem entre outras e segundo
Bhartt e Le e Zivkovic (112): a) dificuldade na obtengédo de numero suficiente de
células estaminais sem causar grande morbilidade no local de colheita, b) as células
transplantadas tém uma grande tendéncia para migrarem resultando, no final do
processo, na presenga de um pequeno numero de células do dador no local de
transplantagdo, c) uma vez que as células estaminais apods colheita sdo normalmente
sujeitas a uma expansao ex vivo podem ndo conseguir manter in vivo, a viabilidade e
capacidade de diferenciacdo necessarias ao sucesso do processo regenerativo e d)
ndo existe ainda conhecimento suficiente sobre a estabilidade cromossémica e
atividade neoplasica e metastatica das células estaminais dentarias.

Apesar das limitagbes acima referidas a introdugédo na pratica clinica de uma
terapéutica baseada em células estaminais, com particular enfoque para as células
dentarias vai certamente representar, no futuro, uma ferramenta importante nos
mecanismos regenerativos (112). Ainda que o seu maior campo de aplicagao esteja
relacionado logicamente com a Medicina Dentaria, as células estaminais dentarias
podem apresentar uma contribuicdo fundamental em diversas doencgas sistémicas,
com particular relevancia nos mecanismos de regeneragao 0ssea, situagoes de fibrose
hepatica e mesmo em casos de enfarte de miocardio. Uma referéncia especial para o
facto das células de origem dentaria apresentarem ainda um forte potencial
neurogénico e terem, por este motivo, grandes capacidades terapéuticas nas doencgas
neurodegenerativas.

Em sintese, pode afirmar-se que a grande expansdo de estudos de
investigagdo experimental permitiu demonstrar que as DPSCs, SHEDs, SCAPs,
PDLSC e DFSCs apresentam enormes capacidades de diferenciacdo especificas de
células estaminais de natureza mesenquimatosas e de natureza neuronal, o que
aliada a sua facil acessibilidade e preservagdo confere a estas células um grande
espectro de possiveis aplicagdes, com particular enfoque na reconstrugdo e

regeneracéo de estruturas dentarias.
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Parte lll

1. Consideracgoes Finais

Dentro do espetro das células estaminais pds-natais, as células estaminais
dentarias como DPSCs, SHEDs, SCAPs, PDLSC e DFSCs apresentam enormes
capacidades de diferenciacdo especificas de células estaminais de natureza
mesenquimatosas e de natureza neuronal, o que aliada a sua facil acessibilidade e
preservacao confere a estas células um grande espectro de possiveis aplicagdes, com
particular enfoque na reconstrugéo e regeneragao de estruturas dentarias.

Em jeito de conclusdo, o diagrama 1 , pretende apresentar uma pequena
sinopse da caracterizagdo imunofenotipica das células estaminais de origem dentaria

com base nos seus marcadores de diferenciagao.

I DPSC/DFSC

T
| PDLSC/DFSC

Diagrama 1 - Marcadores utilizados para a marcagéo imunofenotipica das células estaminais

dentarias (Adaptado de Morsczeck et al. 2008 (7)).
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De igual modo, a tabela 1, pretende resumir algumas das capacidades de

diferenciacao das varias células estaminais dentarias de origem humana.

Tabela | — Resumo de algumas das capacidades de diferenciagcdo das varias células

estaminais dentarias de origem humana observadas em estudos in vitro e in vivo (Adaptado de
Huang. 2009 e Ulmer 2010)

Analise In vitro

Analise In vivo

C::E?ar PD Capacidade de diferenciagdo | Formagao ectépica de tecidos
Osteo/dentinogénica
Adipogeénica o
Condroaént Complexo pulpo-dentinario
ondrogénica
DPSCs | 60> 120 _ g_ Células odontoblastos-like
Miogénica )
_ Tecido 6sseo
Neurogénica
Endotelidcitos
Dentinogénica _ o
_ _ Tecido pulpo-dentinario-like
Adipogeénica ]
o Células Odontoblastos-like
Condrogénica No I I
ao forma complexo pulpo-
SHEDs >140 Miogénica blexc pulp
_ dentinario
Neurogénica
_ Tecido 6sseo
Osteogénica
Endotelidcitos
Dentinogénica
Osteogénica o
Adi o Complexo pulpo-dentinario
ipogénica
SCAPs >70 Pog Células odontoblastos-like

Condrogénica
Miogénica

Neurogénica
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Analise In vitro

Analise In vivo

Tipo
Celular

PD

Capacidade de diferenciagao

Formagao ectopica de tecidos

PDLSCs

ND

Osteo/cementogénica
Adipogénica
Condrogénica
Miogénica

Neurogénica

Formacao de estrutura

semelhante a Cemento e LP

DFSCs

ND

Cementogénica
Odontogénica
Adipogénica
Condrogénica
Miogénica

Neurogénica

Formacado de uma matriz de
cemento
Formacao de uma estrutura

semelhante ao LP

BMMSCs

30 >50

Odontogénica
Osteogénica
Adipogénica

Condrogénica

Miogénica

Neurogénica

com localizacao ectodpica e orto-

Formacgao de tecido 6sseo e
medula 6ssea, cartilagem,

musculo e células neuronais

tépica
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