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FERREIRA, Cimara Fortes. Origens da vascularização da polpa dentária: estudo in vivo. 
2006, 126f. Tese (Doutorado em Odontologia, área de concentração Implantodontia) – Pós-
graduação em Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis. 

 

RESUMO 

 

Na tentativa de estudar a formação de vasos sanguíneos durante a formação dentária, 

examinou-se a expressão de marcadores endoteliais. Objetivando rastrear as origens dos vasos 

sanguíneos da polpa dentária, modelos de animais transgênicos foram utilizados. Mandíbulas 

primordiais derivadas de embriões de camundongos selvagens e Green fluorescent protein, 

respectivamente,  de 10.5 e 13.5 dias embrionários, foram transplantadas em cápsulas renais 

de camundongos adultos Rosa26. Duas semanas após, análises histológicas, de 

imunofluorescência e de hibridização radioativa in situ, foram conduzidas nos dentes 

desenvolvidos. O transplante de  mandíbulas primordiais de 10.5 dias embrionários resultou 

na formação de vascularização químérica, derivada do hospedeiro e do doador. O transplante 

de mandíbulas primordiais de 13.5 dias embrionários resultou em formação de dentes com 

vasculatura derivada apenas do doador.  Apesar de, adicionalmente, existirem células não-

identificadas presentes dentro da polpa dental em proximidade com os vasos sanguíneos e 

com a camada de odontoblastos. Concluímos que as células derivadas da circulação sanguínea 

podem contribuir para a angiogênese durante a formação dentária inicial, um fenômeno no 

qual ocorre em órgãos derivados da somatopleura. Adicionalmente, células circulantes podem 

contribuir para a formação de outros tipos celulares dentro da polpa dental que ainda não 

foram identificados. 

Palavras-chave: Desenvolvimento dentário, vascularização, Hibridização radioativa in situ, 
imunofluorescência. 

 



 

 

FERREIRA, Cimara Fortes. Origins of the dental pulp vasculature: an in vivo study. 2006, 
126p. Thesis (Doctor in Dentistry, option Implant Dentistry) – Graduate program in Dentistry, 
Federal University of Santa Catarina, Florianópolis. 

 

ABSTRACT 

 

The formation of the dental pulp vasculature is not completely understood. To study 

blood vessel formation during tooth development, we examined the expression of progenitor 

endothelial markers. In order to trace the origins of the tooth blood vessels, transgenic mice 

models were used. Mandible primordia, derived from 10.5 and 13.5 day embryos from wild 

type and green-fluorescent protein mice, respectively, were transplanted into kidney capsules 

of adult male Rosa26 mice. Two weeks later, histological analysis, immunofluorescence and 

radioactive in situ hybridization were conducted on the resulting teeth. Transplanting 10.5 day 

embryo mandibles resulted in teeth with chimeric vasculature derived from both, host and 

donor cells. Transplanting 13.5 day embryo mandibles resulted into teeth with donor-derived 

vasculature only. Although, in addition, there were unidentified cells present inside the dental 

pulp in proximity to the blood vessels and close to the odontoblast layer. We conclude that 

cells derived from the circulatory system can contribute to angiogenesis during early tooth 

development, a phenomenon which occurs in organs of somatopleural origin. Additionally, 

circulating cells can contribute to other cell types inside the dental pulp that are yet to be 

identified.  

Key-words: Tooth development, vasculature, radioactive in situ hybridization, 
immunofluorescence. 
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INTRODUÇÃO 

 

As células tronco de adultos (CTA) têm recebido grande atenção nos últimos anos 

devido às surpreendentes descobertas referentes à sua capacidade de diferenciação em 

diversos tipos de tecidos.  

Existem duas fontes mais estudadas de células tronco de adultos: o cordão umbilical e 

a medula óssea. As células do cordão umbilical podem ser coletadas apenas uma vez na vida e 

é necessário cirurgia para coleta de células da medula óssea. Portanto, existe necessidade de 

busca de fontes mais acessíveis para coleta de células tronco de adultos que potencialmente 

possam ser utilizadas na medicina regeneradora. As CTA já foram encontradas em vários 

órgãos e tecidos. Acredita-se que elas possam alojar em áreas específicas de tecidos e 

permanescerem quiescentes até serem ativadas por lesões ou doenças. As CTA foram 

encontradas no cérebro (QUINONES-HINOJOSA et al., 2006; SANAI et al., 2005), no 

sangue periférico (ROCHEFORT et al., 2006; XING et al., 2006; KASSIS et al., 2006; 

MANSILLA et al., 2006), nos vasos sanguíneos (DORE-DUFFY et al., 2006; 

BRACHVOGEL et al. 2005), na musculatura esquelética (MONTARRAS et al., 2005), na 

pele (McKENZIE et al., 2006; FERNANDES et al., 2004, 2006), no fígado (ROSKAMS et 

al., 2006; SCHMELZER et al., 2006), na córnea (VASCOTTO & GRIFFITH, 2006), no trato 

respiratório (BURNHAM & MOSS, 2006; YEN et al., 2006), no coração (URBANEK et al., 

2006; LERI et al., 2005; NADAL-GINARD et al, 2005), no ligamento periodontal (SEO et 

al., 2004) e na polpa dentária (GRONTHOS et al., 2000; MIURA et al., 2003; LAINO et al., 

2006; ALMUSHAYT et al., 2006; NAKASHIMA & AKAMINE, 2005; PIERDOMENICO et 

al., 2005; HE, TAN, ZHANG, 2005). 
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Células da polpa dentária, tipo mesenquimais, foram isoladas dos terceiros molares, 

expandidas in vitro, e re-implantadas em camundongos nude (GRONTHOS et al., 2002). 

Estas células tronco da polpa dentária se diferenciaram em tecido semelhante a polpa dentária, 

tecido tipo neural e adipócitos. O mesmo grupo de estudos mostrou que dentes decíduos 

exfoliados são uma fonte exclusiva de células clonogênicas altamente proliferativas capazes 

de se diferenciar em células neurais, adipócitos e osteoblastos in vivo. Estas células derivadas 

da dentição decídua, quando transplantadas em camundongos nude produzem dentina, osso e 

expressam marcadores neurais (MIURA et al., 2003). Os autores sugeriram que colônias de 

células unitárias derivadas da polpa dentária de dentes, decíduos e permanentes, apresentam 

propriedade das células tronco. Adicionalmente, este grupo de pesquisas estudou os potenciais 

das células tronco do ligamento periodontal humano obtidas de terceiros molares. Estas 

células foram isoladas e expandidas após cultivo de colônias de células unitárias e 

transplantadas em camundongos nude. Quando transplantadas in vivo, formaram estrutura 

semelhante a cemento e contribuíram para o reparo de tecido periodontal. In vitro, as células 

tronco do ligamento periodontal se diferenciaram em células semelhantes a cementoblastos, 

adipócitos e células formadoras de colágeno (SEO et al., 2004). Estes estudos mostram que 

existem células tronco que podem ser coletadas de fontes alternativas e que todos os 

potenciais das células tronco da polpa dentária ainda estão por serem definidos. 

Na infância, até 20 dentes decíduos são exfoliados naturalmente, os quais são 

possíveis fontes para coleta de células tronco. Durante a vida adulta, existem outras 

oportunidades de coleta de células tronco: extrações indicadas pelo ortodontista. 

As células da polpa dentária são derivadas da crista neural (MILETICH, SHARPE; 

2004), desta forma, acredita-se que as células tronco da polpa dentária também possam ser 

derivadas da crista neural. No entanto, a polpa dentária é altamente vascularizada e as células 
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tronco da polpa dentária potencialmente poderiam ser uma mistura de células derivadas de 

diferentes fontes. Células derivadas da crista neural mostram a capacidade de se diferenciar 

em tipos celulares das três camadas germinativas (Le DOUARIN et al., 2003). Sabendo as 

origens das células tronco, pode-se saber a sua futura aplicação terapêutica em procedimentos 

regenerativos. 

Com o intuito de estudar o desenvolvimento dentário de mamíferos, camundongos têm 

sido o principal organismo utilizado devido à sua viabilidade, tanto para a manipulação 

genética quanto embriológica. Estudos mostram que o desenvolvimento dentário ocorre por 

interações entre o epitélio e as células mesênquimais subjacentes (THESLEFF et al., 1995; 

THESLEFF, SHARPE, 1997) presentes no primeiro arco braquial. O epitélio oral fornece 

sinais que guiam o início da formação dentária em torno do décimo dia de vida embrionária 

em camundongos (FERGUSON et al., 2000).  

A polpa dentária é um tecido metabolicamente ativo apresentando alta capacidade de 

regeneração (PINZON et al., 1966). Ela se origina do tecido conjuntivo primordial e é quase 

totalmente circundada por tecido mineralizado. Existem poucos vasos principais, que passam 

pelo forame apical, e que são responsáveis pela irrigação da mesma. Uma ou duas arteríolas 

ganham a polpa dentária por meio do forame apical e acessório(s). Quando os vasos alcançam 

a câmara pulpar, ocorre aumento de seu calibre e redução da espessura da musculatura de sua 

parede (TEN CATE, 1998). Algumas alças capilares terminais se estendem superiormente 

entre os odontoblastos para suprir a pré-dentina durante o processo de dentinogênese.  

Durante o desenvolvimento embrionário, uma rede complexa de canais linfo-

vasculares é estabelecida por um processo denominado vasculogênese embrionária 

(KELINMAN et al, 2005). No entanto, trabalhos mostram a possibilidade de ocorrer 

simultaneamente o processo de angiogênese na polpa dentária (MANZKE et al., 2005). No 



 

 

12

entanto, a origem das células responsáveis por este processo de vascularização não são 

totalmente conhecidas. 

As células tronco mostraram poder estar relacionadas com os micro-vasos dos órgãos 

em formação (LEE et al., 2004; RIEGER et al., 2005). Os pericitos são células que têm 

ganhado muita atenção por apresentarem certo grau de diferenciação celular. Sabe-se que o 

recrutamento de pericitos esta envolvido na maturação de vasos sanguíneos (HOFFMANN et 

al., 2005).  

Na tentativa de descobrir as origens da vascularização da polpa dentária, utilizou-se o 

transplante de germes dentários em cápsulas renais de camundongos transgênicos, permitindo 

assim o desenvolvimento dos dentes e a verificação da contribuição das células do hospedeiro 

para o desenvolvimento dentário. Na falta de marcadores para células tronco em 

camundongos, o uso de animais transgênicos torna-se uma opção para a metodologia deste 

estudo. Neste estudo mandíbulas primordiais foram dissecadas de camundongos selvagens e 

GFP em 10.5 e 13.5 dias embrionários (E), respectivamente, e transplantadas em cápsulas 

renais de camundongos Rosa26. Duas semanas após, coloração LacZ, immunofluorescência e 

hibridização radioativa in situ foram conduzidos. O objetivo deste estudo foi verificar a 

contribuição de células da corrente sanguínea no desenvolvimento dentário.   

Esta tese contém um artigo intitulado "Origens da vascularização da polpa dentária", 

um glossário para auxiliar o leitor (Apêndice 1) e uma breve revisão da literatura entitulada 

"Implantodontia: passado, present e futuro” (Artigo 2). 
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ARTIGO 1 
 

 

 

 

 

 

 

   Origens da vascularização da polpa dentária – estudo in vivo 

 

 

 

 

 

 

 

Este artigo está formatado conforme as normas da elaboração de 

artigos da Journal of Dental Research. 
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RESUMO 
 

Objetivando detectar as origens dos vasos sanguíneos da polpa dentária, modelos de animais 

transgênicos foram utilizados. Mandíbulas primordiais derivadas de embriões de 

camundongos selvagens e camundongos Green fluorescent protein, respectivamente,  de 10.5 

e 13.5 dias embrionários, foram transplantadas em cápsulas renais de camundongos Rosa26 

adultos machos. Duas semanas após, análises histológicas, de imunofluorescência e de 

hibridização radioativa in situ, foram conduzidas nos dentes desenvolvidos. O transplante de  

mandíbulas primordiais de 10.5 dias embrionários resultou na formação de vasos químéricos 

derivados do hospedeiro e do doador. O transplante de mandíbulas primordiais de 13.5 dias 

embrionários gerou dentes com vasos sanguíneos derivados apenas do doador.  

Adicionalmente, houve presença de células dentro da polpa dentária em proximidade com os 

vasos sanguíneos e com a camada de odontoblastos as quais não foram identificadas. 

Concluiu-se que as células derivadas da circulação sanguínea podem contribuir para a 

angiogênese durante o desenvolvimento dentário inicial, fenômeno que ocorre em órgãos 

derivados da somatopleura. Adicionalmente, células circulantes podem contribuir para a 

formação de outros tipos celulares dentro da polpa dentária que ainda não foram identificadas. 

 

Palavras-chave: Desenvolvimento dentário, vascularização, coloração LacZ, Hibridização 

radioativa in situ, immunofluorescência. 
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INTRODUÇÃO 

 

Vasos sanguíneos se formam em resposta a estímulos de fatores angiogênicos por 

meio de dois processos distintos: vasculogênese e angiogênese (Maye et al., 2000; 

Doetschman et al., 1985). A vasculogênese é o processo pelo qual células endoteliais 

precursoras formam novos vasos no embrião (Pardanaud et al., 1987; Péault et al., 1988; 

Houser et al., 1961; Feinberg e Beebe, 1983). A angiogênese é a remodelação de vasos 

sanguíneos existentes para formar vasos maduros (Risau e Flamme, 1995; Hertig, 1935), 

sendo este o mecanismo principal da neovascularização durante o reparo de lesões e 

inflamações pós-natal (Ferrara, 1999).  

Inicialmente, a angiogênese no adulto era considerada uma característica da 

diferenciação terminal das células endoteliais com a capacidade de formar os tubos vasculares 

e recrutar células da musculatura lisa dos vasos.  Estudos mais detalhados sugerem que o 

processo angiogênico pode envolver células progenitoras vasculares derivadas da medula 

óssea que possam colonizar sítios e posteriormente se diferenciar em células da musculatura 

lisa dos vasos (Asahara et al., 1999; Rafii et al., 2002). 

A vascularização dos tecidos em desenvolvimento foi estudada em camundongos 

(Ambler et al., 2001) e em embriões de aves (Yamashita et al., 2000; Pudliskewski e 

Pardanaud, 2005) após transplante de tecidos embrionários entre diferentes espécies. Quando 

o tecido transplantado é derivado da esplancnopleura, estudos indicam que a vascularização 

pode ser completamente originada do doador (Pardanaud et al., 1989; Pudliszewski e 

Pardanaud, 2005). Alternativamente, quando o tecido transplantado é derivado da 

somatopleura, a vascularização pode ser quimérica, isto é, derivada do hospedeiro e do doador 
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(Ambler et al., 2001. Yamashida et al., 2000; Pardanaud et al., 1987). Pesquisadores 

mostraram que vasos sanguíneos quiméricos também podem ser formados após a infusão 

intra-cardíaca de células de camundongos em embriões de aves (Yamashita et al., 2000). 

Células tronco já foram isoladas da dentição decídua e pesquisadores sugeriram serem 

derivadas de pericitos (Miura et al., 2003). Acredita-se que os pericitos sejam derivados da 

crista neural (CN) (Etchevers et al., 2001). Células da CN são células pluripotentes que 

surgem durante a embriogênese da região dorsal do cérebro e do tubo neural. Durante o 

processo de desenvolvimento, elas migram da margem lateral do tubo neural para o primeiro 

arco braquial para auxiliar na formação dentária (Le Douarin et al., 2004). Populações de 

células progenitoras podem ser encontradas em vasos do coração, quando expressam 

marcadores para as células da CN. Estas células podem contribuir para a formação da 

musculatura lisa dos vasos sanguíneo (Schuldiner et al., 2000). Nos órgãos e na circulação 

sanguínea de humanos, células progenitoras são capazes de originar diferentes tipos celulares 

(Labat et al., 1991; Bringuier et al., 1992; Labat et al., 1994), incluindo células endoteliais 

(Boyer et al., 2000; Labat et al., 2000). Quando as células tronco circulam na corrente 

sanguínea de adultos, elas apresentam conformação semelhante aos monócitos (Bringuier et 

al., 1992). Pesquisadores classificaram estas células como células progenitoras monocitóides 

do ectomesênquima (Labat et al., 2000), um sistema que inclui uma sub-população de células 

semelhantes a monócitos as quais são células progenitoras mesenquimais e células derivados 

do sistema retículo-endotelial. Não é sabido se as células endoteliais pertencem a este sistema. 

No entanto, as células semelhantes ao sarcoma de Kaposi, as quais acredita-se serem 

derivadas de células progenitoras monocitóides do ectomesênquima (Labat et al., 2000), 

expressam marcadores endoteliais (Browning et al., 1994).  
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Vasos sanguíneos entram na cavidade pulpar dentária por meio do foramen apical. 

Eles então, reduzem de calibre e se ramificam para dentro da área sub-odontoblástica à 

medida que entram na polpa coronária. No início da formação da dentina, capilares 

sanguíneos são encontrados na camada sub-odontoblástica, abaixo da camada odontoblástica 

neoformada, para auxiliar na mineralização da dentina (Ten Cate, 1998). A polpa dentária é 

composta por fibroblastos, macrófagos, linfócitos, células dendríticas, vasos sanguíneos e 

linfáticos, matriz pulpar, pericitos e por células ecto-mesenquimais indiferenciadas. As células 

tronco da polpa dentária podem, em teoria, ser originado qualquer uma destas células. Uma 

investigação mostrou que a maior parte das células tronco da polpa dentária expressa 

marcadores para pericitos (Shi & Gronthos, 2003). Os pericitos são células que circundam os 

vasos sanguíneos e que apresentam função desconhecida. Os pericitos apresentam capacidade 

de se diferenciar em células dos três folhetos embrionários (Le Douarin et al., 2004). O 

extenso suprimento sanguíneo da polpa dentária, e a sugerida origem das células tronco da 

polpa dentária sendo de pericitos, torna o desenvolvimento dos vasos da polpa dentária um 

fator importante. Existem evidências suficientes da presença de células progenitoras 

endoteliais de adulto circulando na corrente sanguínea (Labat et al., 1991; Zhao et al., 2003; 

Orlic et al., 2001; Lev et al., 2005; Werner et al., 2005), as quais, durante o desenvolvimento 

têm mostrado se co-localizarem com células tronco (Cleaver & Melton, 2003; Lee et al., 

2004; Rieger et al., 2005). No entanto, as origens das células circulantes que contribuem para 

a formação de vasos sanguíneos da cavidade pulpar do dente não são inteiramente conhecidas. 

Experimentos utilizando a metodologia de transplante permitem detectar células do 

hospedeiro dentro do dente na fase de desenvolvimento (Cho et al., 2003; Carlile et al., 1998). 

O alvo deste estudo foi verificar as origens da vascularização dentária, para isso, mandíbulas 

primordiais de camundongos selvagens e de camundongos green fluorescent protein (GFP) 
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foram dissecadas de embriões (E) com 10.5 e 13.5 dias de vida, respectivamente, e 

transplantadas em cápsulas renais de camundongos Rosa26 onde ficaram por 2 semanas. Este 

modelo de estudo permite que células derivadas do hospedeiro possam ser distintas daquelas 

derivadas do doador. Análise histológica, coloração LacZ, imunofluorescência e hibridização 

radioativa in situ foram conduzidas.  
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MATERIAL E MÉTODOS  

 

Procedimento de transplante 

Todos os camundongos utilizados neste experimento (n = 12) foram mantidos no Biological 

Service Unit da King´s College London, onde receberam cuidados por veterinários, água e 

alimento ad libitum. Camundongos Rosa26 (n = 6) adultos machos (Friedrich and Soriano, 

1991) receberam anestesia intra-peritonial (Fentanyl/fluanisone). A antisepsia foi conduzida 

no pêlo do camundongo com álcool 70%, o pêlo foi raspado e foi realizada uma incisão 

central de 1 cm, em seguida, as cápsulas renais foram expostas. Mandíbulas primordiais de 

camundongos selvagens e GFP (Hadjantonakis et al, 1998) foram dissecadas de E10.5 e 

E13.5, respectivamente, e transplantadas em cápsulas renais de  camundongos Rosa26 adultos 

machos (Apêndice 3). Todas as mandíbulas primordiais foram dissecadas sob 

estéreomicroscópio (Leica, MZFLIII, Germany).  

Foram realizados 3 procedimentos cirúrgicos de transplante de mandíbulas primordiais 

aos 10.5 dias de vida embrionária em cápsula renal de camundongos Rosa26. Este 

procedimento resultou no desenvolvimento de 11 amostras, das quais 7 (63.63%) 

apresentaram desenvolvimento de dentes. No restante (n = 3, 36.37%), não houve evidências 

de formação dentária. Foram realizados 3 procedimentos cirúrgicos de transplante de 

mandíbulas primordiais aos 13.5 dias de vida embrionária em cápsula renal de camundongos 

Rosa26. Este procedimento resultou no desenvolvimento de 15 amostras, das quais 14 

(93.33%) apresentaram desenvolvimento de dentes. No restante (n = 1, 6.66%), não houve 

evidências de formação dentária. Duas semanas após transplante, todas as amostras foram 

coletadas, fixadas, incluídas e crioseccionadas para análise. 
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Esta pesquisa foi aprovada no Comitê de ética e as cirurgias de transplante foram 

conduzidas por um veterinário licenciado (Animals Act 1986) nas dependências do BSU. 

Todas as cirurgias foram conduzidas conforme Animals Act 1986.  

 

Coloração LacZ  

Após a dissecação, as células foram fixadas com 1% de paraformaldeído (PFA) e glutaldeído a 4°C  

por 1 hora. Em seguida as amostras foram descalcificadas com EDTA 0.5M , pH 8, a 4ºC, por 3 dias. 

As amostras foram embebidas em gelatina (G2500-Sigma tipo A) por 1 a 4 horas. Depois, foram 

montadas em recipiente de plástico e deixadas à temperatura ambiente até geleificar. Elas foram, 

então, crioseccionadas (Cryostat BRIGHT OTF Cryostat, Huntington, UK) em 7 μm e secções 

seriadas foram colocadas em lâminas Super Frost consecutivas. Elas foram enxaguadas em PBS e 

coradas com solução de x-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside) por 4 horas 

conforme protocolo pré-estabelecido (Ma et al., 2002). 

 

Contagem celular 

Todas as células LacZ positivas foram contadas em cada secção de 7 μm do dente desenvolvido. O 

dente desenvolvido foi dividido em: camada de odontoblastos (OL) e centro (C). A região OL 

compreendeu a camada de odontoblastos, a camada sub-odontoblástica e a camada rica em células. A 

espessura da camada OL foi estipulada numa circunferência de aproximadamente 80 μm, do início da 

dentina mineralizada até o final da zona livre de células (Fig 1). A região C compreendeu uma área 

circular iniciando no limite inferior da OL até o centro do dente. O número de vasos sanguíneos 

presentes em cada lâmina foi contado nas regiões OL e C (Gráfico II) 

  

Imunofluorescência 

Os anticorpos de coelhos incluíram o fator Von Willebrand (VW) (Abcam plc, Cambridge, 

UK); e o endoglin (Santa Cruz Biotechnology, CA, Estados Unidos) e GFP (Abcam plc, 
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Cambridge, UK). O anticorpo de cabra incluiu a β-galactosidase (Abcam plc, Cambridge, 

UK). Os anticorpos secundários incluíram o cavalo anti-cabra e o galinha anti-coelho 

biotinilados (Abcam plc, Cambridge, UK). O anticorpo para a proteína GFP foi utilizado para 

amplificar o sinal emitido pelas células do camundongo GFP. A análise de 

imunofluorescência foi conduzida conforme as especificações do fabricante para a 

fluorescência por meio da amplificação do sinal por meio da tiramida (Perkin/Elmer TSA Plus 

Fluorescence Systems, NEL # 780) (Apêndices 2 e 4). Após conduzir a imunomarcação, as 

laminas foram montadas em Vectra Shield (Vector, Burlingame, CA) contendo 0.1 ng/µl de 

DAPI (4 ,6-diamidino-2-fenilindole).  

 

Hibridização radioativa in situ 

A presença do gene LacZ foi detectada pela hibridização radioativa in situ utilizando as 

sondas de RNA marcadas com 35S-UTP conforme descrito previamente (Tucker, 

Khamis & Sharpe, 1998). Um nucleotídeo de LacZ com 700-bp de plasmídeo 

pBlueprint foi digerido com Sacl e transcrito com a polimerase T7 de RNA para a 

formação da sonda antisense (D´Souza et al., 1997). 

 

Análise das imagens 

As imagens foram obtidas pelo ZEISS Axioskop 2 plus (Carls Zeiss, Gottingen, Alemanha), 

conectado a um  AxioCam. As imagens digitalizadas foram adquiridas por meio do software  

AxioVision (Carls Zeiss, Göttingen, Germany).  
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RESULTADOS 

 

 

Análise da mandíbula primordial 

Objetivando identificar células endoteliais no mesênquima da mandíbula, imunofluorescência 

foi conduzida com o anticorpo para endoglin, o qual marca células procursoras endoteliais. 

Secções de E10.5 mostram presença de células endoglin positivas no mesênquima da 

mandíbula (Fig. 2A-F). Em E13.5, o epitélio apresenta-se invaginado em direção ao 

mesênquima, formando a fase de botão (Fig. 3A-I), caracterizando o início da formação 

dentária. Em E13.5, eritrócitos embrionários são visíveis após a coloração histológica com 

hematoxicilina-eosina (HE) (Fig. 3D e 3G-setas pretas). Secções consecutivas foram 

submetidas à imunofluorescência e mostraram presença de células endoglin positivas em 

proximidade com áreas onde eritrócitos nucleados estão presentes (Fig. 3B, C ,E e F).  

 

 

Transplante de mandíbula primordial E10.5 de camundongo selvagem em cápsula renal 

de camundongos Rosa26 

Duas semanas após transplante de mandíbula primordial E10.5 de camundongo selvagem em 

cápsulas renais de camundongos Rosa26, conduziu-se coloração LacZ para análise da 

atividade de β-galactosidase, a qual mostrou presença de células LacZ positivas, derivadas do 

hospedeiro, na polpa dentária. As células estavam circundando os vasos sanguíneos e estavam 

em proximidade com a camada de odontoblastos, outras revestiam vasos sanguíneos e 

mostravam morfologia semelhante a fibroblastos com pequeno núcleo arredondado (Fig. 4A 

and B). De todas as células LacZ positivas contadas em todas as secções de um dente (n = 
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465), 75.91% (n= 353) estavam localizadas na região OL (Gráfico I) a qual compreende a 

camada de odontoblastos, a camada sub-odontoblástica e a zona rica em células, e 24.09% (n= 

112) estavam localizadas na região C, a qual é o centro do dente. Na região OL, 30.02% (n = 

106) circundava ou revestia os vasos sanguíneos, o remanescente das células LacZ positivas 

(n = 247) não foi identificado. Na região C, 5.35% (n = 6) estavam circundando ou revestindo 

vasos sanguíneos, o remanescente de células LacZ positivas (n= 106) não foi identificado 

(Gráfico I, Fig. 1). Os dados mostram que 35.37% (n = 112) das células LacZ positivas 

presentes dentro da polpa dentária quimérica estava circundando os vasos sanguíneos.  

A camada OL apresentou 58.92% (n =307) dos vasos sanguíneos da polpa do dente 

químérico (Gráfico II), e estes vasos sanguíneos apresentavam células semelhantes a 

fibroblastos com pequenos núcleos, e morfologia semelhante a das células endoteliais LacZ 

positivas e LacZ negativas. A maior parte dos vasos sanguíneos estava localizada na região 

OL do dente (Gráfico II), o número de células revestindo os vasos sanguíneos foi maior na 

região OL, quando comparado com a região C (Gráfico I).  

Imunomarcação foi conduzida nas secções do dente desenvolvido por duas semanas 

após transplante de mandíbulas primordiais E10.5 de camundongos selvagens em cápsulas 

renais de camundongos Rosa26 adultos machos. O anticorpo para o fator Von Willebrand 

(VW) foi utilizado para detectar células endoteliais progenitoras, e o anticorpo para β-

galactosidase foi utilizado para detectar células do hospedeiro dentro do dente desenvolvido. 

Secções feitas através de um dente desenvolvido, mostraram a presença de células positivas 

para o fator VW, derivadas do hospedeiro e do doador (Fig. 5). A hibridização radioativa in 

situ foi conduzida nas secções consecutivas utilizando a sonda LacZ para identificar a 

presença de células do hospedeiro na polpa dentária. As secções mostraram presença de 

células LacZ positivas nas regiões de vasos sanguíneos (Fig. 6). Sabendo que a β-
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galactosidase não é expressa nas células vermelhas do sangue, estes dados sugerem que as 

células do hospedeiro presentes revestindo ou em proximidade com os vasos sanguíneos são 

células endoteliais. Estes resultados corroboram com os resultados prévios do ensaio de 

imunofluorescência.  

 

Transplante de mandíbula primordial E13.5 de camundongo GFP em cápsula renal de 

camundongos Rosa26 

Duas semanas após o transplante de mandíbula primordial E13.5 de camundongo GFP em 

cápsula renal de camundongo Rosa26 adulto macho, imunomarcação foi conduzida. O 

anticorpo para GFP foi utilizado para detectar células do doador e o anticorpo para β-

galactosidase foi utilizado para detectar células do hospedeiro na polpa do dente 

desenvolvido. Secções do dente desenvolvido mostraram presença de células do hospedeiro 

β-galactosidade positivas em proximidade com a camada de odontoblastos e com os vasos 

sanguíneos. No entanto, os vasos sanguíneos eram totalmente derivados das células do doador 

(Fig. 7). Apesar destas células não terem sido identificadas, elas não apresentavam morfologia 

de hemáceas. Em algumas instâncias, elas estavam presentes na camada de odontoblastos, 

quando apresentavam morfologia alongada (Fig. 7D - células imunomarcadas em vermelho).  
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DISCUSSÃO 

 

 

Sabe-se que, durante o desenvolvimento dentário, vasos sanguíneos são desenvolvidos no folículo 

dentário e entram na papila dentária durante a fase de campânula (E14.5) (Ten Cate, 1998). O presente 

estudo verificou os estágios de desenvolvimento dentário antes da fase de campânula, em E10.5 e 

E13.5. Células progenitoras individuais estavam presentes no mesênquima da mandíbula primordial de 

camundongos selvagem. Adicionalmente, estas células positivas para endoglin, foram identificadas na 

região próxima às células eritróides nucleadas.  

O transplante de mandíbulas primordiais de camundongos selvagens em camundongos Rosa26 

permite estudar a vascularização da polpa dentária. No presente estudo, utilizou-se o camundongo 

Rosa26, o qual expressa LacZ em todas os tecidos presentes na polpa dentária, com exceção das 

hemáceas. Este experimento corrobora com os resultados da análise de imunofluorescência e esta em 

concordância com a literatura (Cho et al., 2003). 

Secções feitas através de molares desenvolvidos por duas semanas após transplante de 

mandíbulas primordiais E10.5 de camundongos selvagens em cápsula renal de camundongos 

Rosa26, revelaram presença de células endoteliais derivadas do doador e do hospedeiro. A 

literatura sugere que a vascularização da polpa dentária, após o transplante de germes 

dentários E15 de M. musculus em sítios ectópicos, de camundongos M. caroli, é quimérica 

(Carlile et al., 1998). No dente desenvolvido após conduzir-se o experimento de transplante 

de E10.5, ou seja, em fase embrionária mais recente, verificou-se histologicamente a presença 

de células do hospedeiro compondo vasos sanguíneos em conjunto com células do doador. 

Adicionalmente, a imunomarcação permitiu identificar as células do hospedeiro como sendo 

de origem endotelial. Estes dados mostram que a origem dos vasos sanguíneos presentes na 

polpa dentária também é quimérica. No entanto, quando o experimento foi conduzindo em 
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uma fase embrionária mais tardia (E13.5), os vasos sanguíneos derivaram-se inteiramente das 

células do doador. Adicionalmente, houve presença de tipos celulares derivados do 

hospedeiro localizados na polpa dentária em proximidade com vasos sanguíneos e com a 

camada de odontoblastos que não foram identificados. 

A análise histológica do dente desenvolvido após duas semanas do transplante de 

mandíbulas primordiais de E10.5 em cápsula renal de camundongos Rosa26, mostrou 

presença de células LacZ positivas freqüentemente localizadas em proximidade com a camada 

de odontoblastos, a camada sub-odontoblástica e a zona rica em células. As células LacZ 

positivas estavam em proximidade com os vasos sanguíneos e elas apresentaram morfologia 

semelhante a fibroblastos com pequenos núcleos. Estes dados mostram que a maior parte dos 

vasos sanguíneos derivados das células do hospedeiro estava mais presente perifericamente, 

na região OL, composta pela camada de odontoblastos, camada sub-odontoblástica e zona rica 

em células. Esta investigação está em concordância com um estudo semelhante quando 

conduziram transplante de germes dentários em sítios ectópicos, objetivando identificar a 

contribuição de células do hospedeiro na formação dentária. Neste estudo, os vasos 

sanguíneos pareceram ser derivados do doador na região central da polpa dentária e derivadas 

do hospedeiro perifericamente (Carlile et al., 1998). 

Este estudo mostrou uma alta percentagem de vasos sanguíneos na camada sub-

odontoblástica e na camada de odontoblastos. Adicionalmente, o dente quimérico mostrou 

que a maioria das células LacZ positivas, derivadas do hospedeiro, estava revestindo vasos 

sanguíneos presentes na camada sub-odontoblástica. Estes dados estão em concordância com 

a literatura que indica haver uma maior presença de capilares na camada sub-odontoblástica 

durante a dentinogênese (Ten Cate, 1998).  
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Durante a dentinogênese normal, as células progenitoras circulantes no camundongo 

adulto podem invadir o dente que esta em desenvolvimento e participar na vascularização da 

polpa dentária. A literatura mostra que tecidos de diferentes origens embrionárias 

vascularizam-se por dois mecanismos diferentes; angiogênese e vasculogenese. Germes de 

membros originados da esplancnopleura e transplantados em aves foram vascularizados por 

vasculogenese (Ambler et al., 2001; Yamashita et al., 2000; Pardanaud et al., 1987). Portanto, 

os vasos sanguíneos foram derivados do hospedeiro. Diferente dos dados obtidos pelo 

presente experimento, mostrando a possibilidade de ocorrência de vascularização quimérica 

ao se transplantar mandíbulas primordiais de 10.5 dias embrionários por duas semanas em 

cápsula renal de camundongos. 

 Alternativamente, rudimentos originados da somatopleura e transplantados em aves, 

resultaram em vascularização por angiogênese (Pudliszewski and Pardanaud, 2005), 

resultando em vasos sanguíneos derivados do doador e do hospedeiro. O presente estudo 

sugere que a vascularização do germe dentário sofre angiogênese quando as mandíbulas 

primordiais são transplantadas no estágio embrionário E10.5 em um hospedeiro transgênico. 

A angiogênese é definida como a colonização de uma rede vascular pré-existente por células 

endoteliais extrínsecas (Hertig, 1935). Sabendo da existência de células progenitoras 

endoteliais (endoglin positivas) na mandíbula primordial antes do experimento de 

transplantação ser conduzido (E10.5 e E13.5), após o transplante, células circulantes 

progenitoras poderiam ter sido atraídas aos sítios dos micro-vasos por indução de citocinas, 

onde elas puderam se diferenciar em células endoteliais e, portanto, contribuír para a 

vascularização angiogênica do dente em desenvolvimento. No experimento de transplante 

conduzido na fase de E13.5, os dentes resultantes foram vascularizados apenas com células 

provindas do germe dentário, não havendo contribuição de células do camundongo 
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hospedeiro. Pode sugerir-se que na fase E13.5 a organização das células endoteliais 

progenitoras era maior e não houve necessidade de células circulantes no sangue para 

completar a formação vascular da polpa dentária. 

Células tronco isoladas da circulação sanguínea de humanos são capazes de originar 

diferentes tipos celulares (Labat et al., 1991; Bringuier et al., 1992), incluindo células 

endoteliais (Boyer et al., 2000; Labat et al., 2000). Estas células foram descritas como células 

monocitóides (Labat et al., 1991) as quais podem derivar células do sistema retículo-

endotelial. Os dados desta investigação sugerem que células progenitoras circulantes podem 

se diferenciar em células endoteliais e contribuir para a vascularização do dente. 

Adicionalmente, outros tipos celulares, não identificados, foram encontrados na polpa 

dentária durante o desenvolvimento dentário.  Pesquisadores sugerem uma associação física 

entre as células tronco e a microvascularização (Lee et al., 2004; Rieger et al., 2005), 

adicionalmente, foi sugerida a co-localização das células endoteliais e de populações de 

células progenitoras (Palmer, Willioite, Gage, 2000). 

Sabendo que células circulantes contribuem para a formação da vasculatura da polpa 

dentária, existe a possibilidade de células circulantes poderem contribuir para a formação da 

população de células tronco presentes na polpa dentária. Caso as células tronco da polpa 

dentária possam se originar de células circulantes, existe a possibilidade de que estas células 

possam contribuir para a formação tecidos não-dentários. Este dado poderá ser útil para futura 

terapia à base de células tronco. 

Células pluripotentes da crista neural migram para os tecidos periféricos onde elas 

podem ser encontradas nos tecidos de adultos vertebrados (Pierret et al., 2006). A plasticidade 

de potenciais células progenitoras do doador é importante para o entendimento da diversidade 
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terapêutica. Adicionalmente, estudos são sugeridos para a identificação do potencial de 

células circulantes na formação de outras estruturas dentarias. A dentição decídua mostrou 

conter células tronco que podem ser originadas de pericitos (Miura et al., 2003). Acredita-se 

que os pericitos possam ser originados da crista neural (CN). Como perspectiva futura, 

objetivando estudar detalhadamente estas células, sugere-se o uso de camundongos repórteres 

transgênicos Wnt-1-Cre/R26R, contendo uma ligação entre a atividade promotora do Wnt-1, a 

qual é específica para as células da CN,  com a expressão Rosa26, permitindo o rastreamento 

da células derivadas da CN por meio do gene LacZ (Jiang et al., 2000).  

A descoberta da origem e da localização de células progenitoras tem por objetivo 

avançar a medicina regeneradora. As células derivadas da CN têm mostrado potencial de se 

diferenciar em células das três camadas germinativas (Le Douarin, 2003) e sua identificação e 

localização poderiam contribuir para o avanço da medicina regeneradora. Os dados do 

experimento de transplante de mandíbulas primordiais E13.5 de GFP em cápsulas renais de 

camundongos Rosa26, por duas semanas, mostrou a presença de células do hospedeiro em 

proximidade com a camada de odontoblastos e com os vasos sanguíneos. Estes sítios podem 

potencialmente ser nichos para as células tronco da polpa dentária.  
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LEGENDA DAS FIGURAS 

 

 

Fig 1 – Secção histológica do dente desenvolvido por 2 semanas após transplante de 

mandíbula primordial de E10.5 de camundongos selvagens em cápsula renal de Rosa26. 

Objetivando compilar dados, o dente foi dividido em duas regiões: OL e C. A região OL 

compreendeu a camada de odontoblastos, a camada sub-odontoblástica e a zona rica em 

células (OL) (linha pontilhada). A espessura da região OL foi estipulada em uma 

circunferência de aproximadamente 80 μm, iniciando no começo da dentina mineralizada até 

o final da zona rica em células. A região C foi a área circular resultante, delimitada pelo limite 

inferior da região OL. 

  

Fig 2 – Secções de mandíbulas primordiais de camundongos selvagens E10.5 foram coradas 

com HE (A,D). Células endoteliais precursoras imunomarcadas por endoglin (green), estão 

presentes no mesênquima (B, C). O quadrado vermelho (C) apresenta maior magnificação 

(E,F) da mandíbula primordial de E10.5. Sobreposição da marcação com o anticorpo para 

endoglin (verde) com o DAPI que marca o núcleo celular (azul) (C, F). 

  

Fig 3 – Secções de mandíbulas primordiais de camundongos selvagens E13.5 foram coradas 

com HE (A, D, G). Células eritróides nucleadas estão presentes em D e em maior 

magnificação em G (setas pretas). Células precursoras endoteliais imunomarcadas por 

endoglin (células verdes presentes em B, C, E, F, H and I), estão presentes no mesênquima do 

futuro dente (linhas vermelhas pontilhadas) em proximidade com a área onde as células 

eritróides nucleadas estão presentes (setas em D e G). 
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Fig 4 – Secções histológicas do dente desenvolvido 2 semanas após transplante de mandíbula 

primordial E10.5 de camundongo selvagem em camundongos Rosa26 após corar com LacZ 

(A). Em maior magnificaão (quadrado em A), células azuis presentes na polpa dentária 

revestindo vasos sanguíneos (B, seta) podem ser localizadas. 

 

Fig 5 – Secção através de um molar desenvolvido duas semanas após transplante de 

mandíbula primordial E10.5 de camundongo selvagem em cápsula renal de camundongo 

Rosa26 e imunomarcada para fator de VW (B, canal verde) e β- galactosidase (C,canal 

vermelho). Secções B e C foram superimpostas com as secções consecutivas coradas com HE 

(A).  O núcleo celular foi marcado com DAPI (azul). Dentro das linhas pontilhadas (A) existe 

uma célula marcada em verde, expressando apenas o fator VW, esta é portanto, uma célula 

endotelial originada do doador. Células amarelas, expressando β- galactosidase e fator VW 

são, portanto, células endoteliais do hospedeiro (A, círculo branco pontilhado). Os vasos 

sanguíneos delimitados pelas linhas pontilhadas brancas são compostos por células endoteliais 

derivadas do doador (células marcadas em verde) e do hospedeiro (células marcadas em 

amarelo).  

 

Fig 6 – Secção através do molar desenvolvido por 2 semanas após transplante de mandíbula 

primordial E10.5 de camundongo selvagem transplantado em cápsula renal de camundongo 

Rosa26 foi marcada em HE (A e D), mostra presença de vasos sanguíneos (linhas brancas 

pontilhadas) em proximidade com as cúspides dentárias (seta vermelha). Hibridização 

radioativa in situ foi conduzida com sonda LacZ para detectar células do hospedeiro na polpa 

do dente desenvolvido (C e F). Secções A e D foram superimpostas com C e F (B e E), 
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respectivamente.   Houve presença de radioatividade nas células amrcadas pelas sondas LacZ 

na area próxima a vasos sanguíneos (B  e E).  

 

Fig 7 – As secções através do molar desenvolvido por 2 semanas após transplante de 

mandíbula primordial de E13.5 de camundongos selvagens em cápsula renal de camundongos 

Rosa26 foram imunomascadas para GFP  (células verdes presentes em A, B, C e D) e β- 

galactosidase (células vermelhas presentes em A, B, C e D). O núcleo celular foi marcado 

com DAPI (células azuis presentes em A, B, C e D). Os quadrados brancos em A e C foram 

magnificados em B e D, respectivamente. O vaso sanguíneo dentro da polpa dentária, 

delimitado pelo círculo de linhas brancas pontilhadas (B) mostra células GFP positivas 

(verde) e que, portanto, são derivadas do doador sem contribuição das células do hospedeiro. 

Adicionalmente, células do hospedeiro β-galactosidase positivas podem ser visualizadas em 

proximidade com os vasos sanguíneos e com a camada de odontoblastos em B e dentro da 

camada de odontoblastos em D (células vermelhas alongadas).  
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GRÁFICO I) 

 

Todas as secções feitas através de um dente formado, duas semanas após transplante de E10.5 

de camundongos selvagens em cápsula renal de camundongos Rosa26, foram coradas pelo 

método LacZ. Analisou-se a presença de células LacZ positivas em proximidade com a 

camada de odontoblastos (OL) (n = 353, Σ = 465) ; e no centro da polpa dentária (C) (n = 112, 

Σ = 465). A porcentagem de células LacZ positivas revestindo vasos sanguíneos em 

proximidade com a camada de odontoblastos, e no centro da polpa dentária foram de 30.02% 

(n = 106, Σ = 353) e de 5.35% (n = 6, Σ = 112), respectivamente. 
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GRÁFICO II) 

 

Todas as secções feitas através de um dente formado, 2 semanas após transplante de E10.5 de 

camundongos selvagens em cápsula renal de camundongos Rosa26, foram coradas pelo 

método LacZ. A porcentagem de vasos sanguíneos presentes nas regiões OL e C foi de 

58.92% (n = 307) e 41.08% (n = 214), respectivamente. 
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ABSTRACT 

 

To study blood vessel formation during tooth development, we examined the 

expression of progenitor endothelial markers. In order to trace the origins of the tooth blood 

vessels, transgenic mice models were used. Mandible primordia, derived from 10.5 and 13.5 

day embryos (E) from wild type (wt) and green-fluorescent protein (GFP) mice, respectively, 

were transplanted into kidney capsules of adult male Rosa26 mice. Two weeks later, 

histological analyses, immunofluorescence and radioactive in situ hybridization were 

conducted on the resulting teeth. Transplanting E10.5 mandibles resulted in teeth with 

chimeric vasculature derived from both, host and donor cells. Transplanting E13.5 mandibles 

resulted into teeth with donor-derived vasculature only. In addition, there were unidentified 

cells present inside the dental pulp in proximity to the blood vessels and close to the 

odontoblast layer. We conclude that cells derived from the circulatory system can contribute 

to angiogenesis during early tooth development, a phenomenon which occurs in organs of 

somatopleural origin. Additionally, circulating cells can contribute to other cell types inside 

the dental pulp that are yet to be identified.  

 

Key-words: Tooth development, vascularization, in situ radioactive hybridization, 

imunofluorescence. 
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INTRODUCTION 

 

Blood vessels form in response to angiogenic factor stimulation by two distinct 

processes: vasculogenesis and angiogenesis (Maye et al., 2000; Doetschman et al., 1985). 

Vasculogenesis describes the process by which endothelial precursor cells form new blood 

vessels in the early embryo (Pardanaud et al., 1987; Péault et al., 1988; Houser et al., 1961; 

Feinberg and Beebe, 1983). Angiogenesis is the remodeling of existing blood vessels to form 

mature vasculature (Risau and Flamme, 1995; Hertig, 1935) and it is the main mechanism of 

neovascularization during postnatal wound healing and inflammation (Ferrara, 1999).  

Initially, angiogenesis in the adult was considered a characteristic of terminally 

differentiated endothelial cells, with the capacity to form vascular tubes and recruit mural 

cells. Further studies suggested, however, that the angiogenic processes might involve bone 

marrow-derived vascular progenitor cells that colonize angiogenic sites and further 

differentiate into endothelial and mural cells (Asahara et al., 1999; Rafii et al., 2002).  

Vascularization of developing tissues have been studied in the mouse (Ambler et al., 

2001) and chick (Yamashita et al., 2000; Pudliszewski and Pardanaud, 2005) after 

transplantation of embryonic tissues between different species. When the transplanted tissue 

is splanchnopleural derived, studies show that the vasculature can be entirely derived from the 

donor (Pardanaud et al., 1989; Pudliszewski and Pardanaud, 2005). Alternatively, when the 

transplanted tissue is somatopleural derived, the vasculature can be chimeric, derived from the 

donor and the host (Ambler et al., 2001; Yamashita et al., 2000; Pardanaud et al., 1987). 

Additionally, chimeric vessels can be formed after intracardiac injection of mouse endothelial 

cells into chick embryos (Yamashita et al., 2000).  
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Stem cells have been isolated from the deciduous dentition and suggested to be 

derived from pericytes (Miura et al., 2003). Cells of the dental pulp, including pericytes, are 

derived from the neural crest (NC) (Etchevers et al., 2001).  NC cells are pluripotent cells that 

arise during embryogenesis from the dorsal neural tube and brain. As development 

progresses, they migrate from the lateral margin of the neural tube and contribute to organ 

formation (Le Douarin et al., 2004). Populations of progenitor cells have been found in the 

heart vasculature that expressed neural crest markers. These cells can contribute to the 

formation of blood vessel smooth muscle (Schuldiner et al., 2000). In organs and in the 

human circulatory system, progenitor cells are able to give rise to several different cell types 

(Labat et al., 1991; Bringuier et al., 1992; Labat et al., 1994), including endothelial cells 

(Boyer et al., 2000; Labat et al., 2000). When the stem cells circulate in the adult blood they 

appear as monocytoid cells (Bringuier et l., 1992).  Investigators attempted to classify these 

cells as monocytoid ectomesenchymal progenitor cells (Labat et al., 2000), a system that 

includes a subpopulation of monocyte-like cells which are mesenchymal progenitor cells, 

mesenchymal type cells and cells derived from the reticulo-endothelial system. It is unclear if 

the endothelial cells belong to this system. However, Kaposi´s sarcoma-like cells, believed to 

be derived from monocytoid ectomesenchymal progenitor cells (Labat et al., 2000), express 

endothelial markers (Browning et al., 1994). 

Blood vessels enter the dental pulp by apical and accessory foramina. They then 

reduce calibre and branch into the subodontoblastic area as they enter the coronal pulp. When 

dentine formation begins, capillaries are found in the subodontoblast layer, beneath the newly 

differentiated odontoblast layer to assist in dentin mineralization (Ten Cate, 1998).  The 

dental pulp is comprised of fibroblasts, macrophages, lymphocytes, dendritic cells, blood and 

lymphatic vessels, pulp matrix, undifferentiated ectomesenchymal cells. The dental pulp stem 
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cells can, in theory, be derived from any of these cells. An investigation showed that most of 

the dental pulp stem cells express pericite markers (Shi, Gronthos, 2003). Pericites are cells 

that surround blood vessels and of which its function is still unknown. Pericites are capable to 

differentiate into cells from the three germ layers (Le Douarin et al., 2004). The extensive 

blood supply to dental pulp, together with indirect evidence for a pericyte contribution to cells 

in the circulation, and the possible pericyte origin of dental pulp stem cells, makes the 

development of dental pulp vasculature an important issue.  There is sufficient evidence for 

the presence of circulating adult endothelial progenitor cells (Labat et al., 1991; Zhao et al., 

2003; Orlic et al., 2001; Lev et al., 2005; Werner et al., 2005), of which during development 

have also shown to be co-localized with stem cells (Cleaver and Melton, 2003; Lee et al., 

2004; Rieger et al., 2005). However, the origins of the circulating cells that contribute to 

vessel formation in the dental pulp are not fully understood.  

Transplantation experiments enable us to trace the fate of foreign cells inside the 

developing tooth (Cho et al., 2003; Carlile et al., 1998). The aim of this study was to verify 

the origins of the dental vasculature. Wild type (wt) and green fluorescent protein (GFP) 

mandible primordia were dissected from 10.5 and 13.5 days embryos (E), respectively, and 

transplanted into Rosa 26 mice kidney capsules for 2 weeks. This study model enables cells 

derived from the host to be distinguished from those originating in the donor. Histological 

analysis, LacZ staining, immunofluorescence and in situ hybridization were conducted.   
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MATERIAL AND METHODS  

 

Transplantation procedure 

All the mice used in these experiments (n = 12) were kept in the Biological Service Unit of 

King´s College London, where they received care by veterinarians and water and food ad 

libitum. Adult male Rosa26 mice (n = 6) (Friedrich and Soriano, 1991) received intra-

peritonial anesthetic (Fentanyl/fluanisone). Antisepsis was conducted on the mouse skin with 

alcohol 70%, the fur was shaved and a 1 cm central incision was made to expose the kidney. 

Early stage wt and GFP (Hadjantonakis et al, 1998) primordial mandibles were dissected at 

E10.5 and E13.5, respectively, and transplanted into kidney capsules of Rosa26 mice. All the 

primordial mandibles were dissected under stereomicroscope (Leica, MZFLIII, Germany).  

E10.5 primoria mandibles were transplanted into Rosa26 mice kidney capsules. This 

procedure was conducted three times and resulted in the development of 11 primordial 

mandibles, from which 7 (63.63%) showed tooth development. The remaining samples (n = 3, 

36.37%), did not show evidence of tooth formation. E13.5 primoria mandibles were 

transplanted into Rosa26 mice kidney capsules. This procedure was conducted three times and 

resulted in the development of 15 primordial mandibles, from which 14 (93.33%) showed 

tooth development. The remaining samples (n = 1, 6.66%), did not show evidence of tooth 

formation. Two weeks after transplantation, all the samples were harvested, fixed, embedded 

and cryosectioned for analysis. 

 

This research was approved by the Ethics Committee and all the surgeries were 

covered by the Animals Act 1986.  
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LacZ staining 

After dissection the samples were fixed in 4% PFA for 1 hour at 4°C. Next, the were decalcified with 

0.5M EDTA, pH 8.0 for 3 days at 4°C. The samples were embedded in gelatin (G2500-Sigma type A) 

for 1 to 4 hours. Then, mounted in a plastic mounting recipient and left at room temperature until the 

embedding solution formed a gel. They were cryosectioned (Cryostat BRIGHT OTF Cryostat, 

Huntington, UK) in 7 μm and serial sections were placed on consecutive Super Frost slides. After 

dissection, they were fixed with 1% paraformaldehyde (PFA) and glutaldehyde at 4°C  for 1 hour.  

They were washed in PBS and stained with x-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside) solution for 4 hours according to LacZ staining protocol (Ma et al., 2002). 

 

Cell counting 

All the LacZ positive cells were counted in each 7 μm sections of a resulting tooth. The resulting tooth 

was divided into odontoblast layer (OL) and core (C). The OL comprised of the odontoblast layer, the 

sub-odontoblastic zone and the cell-rich zone. The thickness of the OL was stipulated in a 

circumference of approximately 80 μm, from the beginning of the mineralized dentin to the end of the 

cell-rich zone (Fig 1). The C region comprised of a circular area initiating at the lower limit of the OL 

up to the centre of the tooth. The number of blood vessels present in each section was counted for 

regions OL and C (GRAPH II).  

 

Immunofluorescence 

Rabbit antibodies included the Von Willebrand factor (VW) (Abcam plc, Cambridge, UK); 

and Endoglin (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) and GFP (Abcam plc, Cambridge, UK). 

Goat antibodies consisted of the β-galactosidase (Abcam plc, Cambridge, UK). The antibody 

for the GFP was used to amplify the signal expressed by the GFP mice cells.The secondary 

antibodies consisted of biotilylated donkey anti-goat and biotilylated Chicken anti-rabbit 

(Abcam plc, Cambridge, UK). The immunofluorescent assay was conducted following the 
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manufacture guidelines for the Tyramid Signal Amplification for Fluorescence (PerkinElmer 

TSA Plus Fluorescence Systems, NEL # 780). After conducting immunofluorescence the 

slides were mounted with Vectra Shield (Vector, Burlingame, CA) containing 0.1 ng/µl DAPI 

(4 ,6-diamidino-2-phenylindole).  

 

Radioactive in situ hybridization 

The patterns of LacZ were examined by radioactive in situ hybridization using 35S-UTP 

labeled RNA probes as previously described (Tucker, Khamis & Sharpe, 1998). A 700-

bp LacZ nucleotide of pBlueprint plasmid was digested with Sacl and transcribed with 

T7 RNA polymerase for the antisense probe (D´Souza et al., 1997). 

 

Image analyses 

The images were obtained by a ZEISS Axioskop 2 plus (Carls Zeiss, Gottingen, Alemanha) 

connected to an  AxioCam. The digitalized images were acquired by means of the software  

AxioVision (Carls Zeiss, Göttingen, Germany).  
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RESULTS 

 

Mandible primordia analysis 

In order to identify early endothelial cells in the embryo mandible mensechyme, 

immunofluorescence was conducted with endoglin antibody. Sections of E10.5 shows the 

presence of endoglin positive cells in the mandible mesenchyme (Fig. 2A-F). At E13.5, the 

epithelium had invaginated into the mesenchyme forming the bud stage (Fig. 3A-I-dotted 

lines), from which a tooth will be derived. At E13.5 embryonic erythrocytes, are visible in the 

histological staining with hematoxycilin-eosin (HE) (Fig. 3D). Consecutive sections showed 

presence of endoglin positive cells in close proximity to the areas where nucleated erythroid 

cells are present (Fig. 2B, C, E and F).  

 

E10.5 wt mandible primordia transplantation into kidney capsules of Rosa26 mice 

Two weeks after transplantation of E10.5 wt mandible primordia into Rosa26 mice kidney 

capsules, immunofluorescence was conducted. β-galactosidase activity analysis showed 

presence of LacZ positive cells, derived from the host, in the dental pulp during tooth 

development. Cells were in the vicinity of blood vessels and the odontoblast layer, others 

were lining blood vessels and showed fibroblastic-like morphology and small round nuclei 

(Fig. 4A and B), which characterized the microvessel morphology (Thorin, Shreeve, 1998). 

Of all LacZ positive cells counted inside all the sections of a tooth (n = 465), 75.91% were 

located in OL region which comprises of the odontoblast layer, sub-odontoblast layer and 

cell-rich zone and 24.09% (n= 112) were located in the C region which is the core of the tooth 

(Fig 1 – Table 1). In the OL region, 30.02% (n = 106) were in the vicinity or lining blood 

vessels, the remaining LacZ positive cells (n= 247) were not identified. In the C region, 
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5.35% (n = 6) were in the vicinity or lining blood vessels, the remaining LacZ positive cells 

(n= 106) were not identified (Table I, Fig. 1). Our findings suggest that 35.37% of the LacZ 

positive cells present inside the chimeric dental pulp were in the vicinity of blood vessels. 

58.92% (n=307) of the blood vessels inside the chimeric tooth were located in the sub-

odontoblastic layer (Table I), and these blood vessels were comprised of fibroblast-like cells 

with small nuclei, morphologically resembling endothelial cells of which included LacZ 

positive cells (Figure 1).  

The OL region showed 58.92% (n =307) of blood vessels in the chimeric dental pulp 

(GRAPH II), and these blood vessels showed cells similar to fibroblasts with small nuclei and 

morphology similar to endothelial cells LacZ positive and LacZ negative. The majority of the 

blood vessels were located in the OL region of the tooth (GRAPH II), the number of cells 

lining blood vessels was much higher in the OL region, compared to the C region (Figure 1 - 

GRAPH I ).  

Immunofluorescence was conducted on sections of a tooth resulting from a 2 week 

transplantation of E10.5 wt mandible primordia into Rosa26 kidney capsule. Von Willebrand 

(VW) factor antibody, was used to identify progenitor endothelial cells, and β-galactosidase 

antibody, was used to identify host cells, inside the resulting teeth. Sections of the resulting 

teeth showed presence of VW factor positive cells deriving from both, the host and the donor 

(Fig. 5). Radioactive in situ hybridizarion was conducted on further sections using a LacZ 

probe to confirm the presence of host cells in the dental pulp. Sections showed presence of 

LacZ in the regions of blood vessels (Figure 6). Knowing that β-galactosidase is not 

expressed in red blood cells, these findings suggest that the donor cells present inside and in 

proximity to blood vessels are endothelial cells. These results corroborate with the previous 

results from the immunofluorescent assay. 
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E13.5 GFP  mandible primordia transplantation into kidney capsules of Rosa26 mice 

Two weeks after E13.5 GFP mandible primordia were transplanted into Rosa26 mice kidney 

capsules, immunofluorescence was conducted. GFP antibody was used to identify donor cells, 

and β-galactosidase antibody was used to identify host cells inside the resulting teeth. 

Sections of the resulting teeth showed the presence of β-galactosidade positive host cells in 

close proximity to the odontoblast layer and to blood vessels. However, the blood vessels 

seemed to be entirely derived from the donor cells (Fig 7). Although the LacZ positive cells 

were not identified, they do not appear to be red blood cells. In some instances they were 

present in the odontoblast layer, where they show to have an elongated form (Fig. 7D-red 

stained cells). These cells could potentially be dental pulp stem cells. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

55

DISCUSSION 

 

It has been shown that blood vessels grow in the dental follicle and enter the dental papilla during the 

cap stage (E14.5) (Ten Cate, 1998). Our study examined stages of tooth development prior to the cap 

stage at E10.5 and E13.5. Single endothelial progenitor cells were present in the mesenchyme of wt 

primordial mandibles. Additionally, these endoglin positive cells were shown to be in the region close 

to nucleated erythroid cells. 

Transplantation of wt mandible primordia into Rosa26 mice enabled us to study the formation 

of dental pulp vasculature. The current investigation used transgenic Rosa26 mice, which express 

LacZ in all the tissues present in the dental pulp, with the exception of red blood cells. The in situ 

hybridization assay showed presence of LacZ positive host derived cells inside and in proximity to 

blood vessels. This experiment is consistent with the immunofluorescence results, which showed 

presence of β-galactosidase positive and VW factor positive cells composing dental pulp blood vessels 

and are in concurrence with the literature (Cho et al., 2003). 

Sections made through molars developed for two weeks after transplantation of E10.5 

wt mandible primordia into Rosa26 mouse kidney capsules, revealed presence of endothelial 

cells derived from both the donor and the host. The literature suggests that vascularization of 

the dental pulp, after transplantation of E15 M. musculus tooth germs into ectopic sites of M. 

caroli mice, is chimeric (Carlile et al., 1998). Our study, conducting the transplantation 

experiment at an earlier embryonic stage, verified histologically the presence of host cells 

composing blood vessels in conjunction with donor cells in the developing tooth. 

Furthermore, immunofluorescense enabled us to identify the host cells as endothelial in 

origin. Therefore, our findings show that the origin of the blood vessels present in the dental 

pulp is also chimeric. However, when conducting the experiment at a later embryonic stage 

(E13.5), our findings showed that the blood vessels were derived entirely from the donor 
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cells. Additionally, there were unidentified cell types derived from the host located inside the 

dental pulp in proximity to blood vessels and to the odontoblast layer. 

Histological analysis of the tooth resulting from the two week transplantation 

experiments of wt E10.5 mandibles primordia into Rosa26 kidney capsules showed that LacZ 

positive cells were frequently located in the vicinity of the odontoblast layer, in the sub-

odontoblast layer and in the cell rich zone. Their sites were in proximity to the blood vessels 

and they presented as fibroblast-like cells with small nuclei. Our findings show that the 

majority of blood vessels derived from the host cells were present more peripherally, in the 

OL region. The result concurs with a similar study in which tooth bud transplantation into 

ectopic sites was used to verify host cell contribution to tooth formation. Blood vessels 

appeared to be donor derived in the dental pulp core region and host derived more 

peripherally (Carlile et al., 1998). 

The present study showed a high percentage of blood vessels present in the sub-

odontoblast layer zone and the odontoblast layer. Additionally, the chimeric tooth showed that 

most LacZ positive cells, derived from the host, were located in the vicinity of blood vessels 

present in the subodontoblast layer. These findings are in concurrence with the literature 

showing increased presence of capillaries in the sub-odontoblast layer during dentinogenesis 

(Ten Cate, 1998).  

In normal odontogenesis, the circulating progenitor cells of an adult mouse can invade 

the developing tooth and participate in the dental pulp vascularization. The literature shows 

that tissues from different embryonic origins vascularize through two distinct mechanisms; 

angiogenesis and vasculogenesis. Splanchnopleura limb buds transplanted into quail were 

vascularized by vasculogenesis (Ambler et al., 2001; Yamashita et al., 2000; Pardanaud et al., 
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1987). Therefore, the blood vessels were derived from the donor. Alternatively, somatopleural 

organ rudiments, transplanted into quail resulted in vascularization by angiogenesis 

(Pudliszewski and Pardanaud, 2005), resulting in blood vessels derived from the donor and 

the host. Our data suggests that the tooth bud vasculature undergoes angiogenesis when 

mandibles primordia are transplanted from the E10.5 stage into a transgenic donor. 

Angiogenesis is defined as the colonization of a rudiment by extrinsic endothelial cells from a 

preexisting vascular network (Hertig, 1935). Knowing that there were already endothelial 

progenitor cells (endoglin positive) in the primordial mandible before the transplantation 

experiment was conducted (E10.5 and E13.5), after transplantation, circulating progenitor 

cells could be drawn to the microvascular sites by cytokine induction, where they could 

differentiate into endothelial cells and, therefore, contributing to angiogenic vascularization of 

the developing tooth. The transplantation experiment conducted at E13.5, the resulting teeth 

were vascularized only with donor cells, there was no contribution from the host cells. At 

E13.5, wew suggest that the organization of the progenitor endothelial cells is increased, 

compared to E10.5, and there was no need for circulating cells to complete the vasculature 

formation od the dental pulp.  

Stem cells isolated from human blood are able to give rise to several different cell 

types (Labat et al., 1991; Bringuier et al., 1992), including endothelial cells (Boyer et al., 

2000; Labat et al., 2000). These cells were described as monocytoid (Labat et al., 1991) cells 

which can derive cells from the reticulo-endothelial system.  Our data suggests that 

circulating progenitor cells can differentiate into endothelial cells and contribute to tooth 

vasculature formation. Furthermore, other unidentified cell types can be found in the dental 

pulp during tooth development. The physical association between stem cells and the 

microvasculature has been suggested (Lee et al., 2004; Rieger et al., 2005).  Investigators 
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have suggested a co-localization of the endothelial cells and progenitor populations. (Palmer, 

Willioite, Gage, 2000). It has also been suggested that the endothelial cells may have the 

potential to regulate signals that can affect primitive cell fate (Shah, Groves, Anderson, 1996). 

Knowing that circulating cells can contribute to dental pulp vasculature, there is a 

possibility of circulating cells contributing to the population of dental pulp stem cells. If 

dental pulp stem cells can originate from circulating cells, there is a possibility of these cells 

contributing to the formation of non-dental tissues. This finding would be useful for future 

stem cell based therapies.  

Pluripotent neural crest cells migrate to peripheral tissues where their progeny are 

found throughout the body in all adult vertebrates (Pierret et al., 2006). The plasticity of 

potential donor progenitor cells is important to understand its therapeutic diversity. Further 

studies are suggested to identify the potential of circulating cells in the formation of other 

dental structures. 

Deciduous tooth pulp has been shown to contain stem cells that may be derived from 

pericytes (Miura et al., 2003). These cells are believed to be neural crest (NC) in origin. In 

order to further study these cells, it is suggested to use of transgenic reporter mice Wnt-1-

Cre/R26R, which links early Wnt-1 promoter activity, specific to NC, with Rosa26 

expression, which enables to trace cells derived from the NC with the LacZ gene (Jiang et al., 

2000).  

Regenerative medicine would be advanced by the discovery of the origin and location 

of progenitor cells. NC derived cells have shown the potential to differentiate into all three 

germ layers (Le Douarin, 2003) and the identification of the NC derived cells location would 

contribute to the attainment of this goal. Our findings of the transplantation experiment of 



 

 

59

E13.5 GFP mandible primordia into Rosa26 mice kidney capsules for two weeks showed 

presence of host cells close to the odontoblast layer and to blood vessels. These cells can 

potentially be dental pulp stem cell niches. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Fig 1 – Histological section of a tooth resulting from a 2 week transplantation of E10.5 wt 

mandible primordia into Rosa26 kidney capsule. In order to compile data, the tooth was 

divided into two regions: OL and C. The OL region comprised of odontoblast layer, sub-

odontoblast area and cell-rich zone (OL) (dotted line). The thickness of the OL region was 

stipulated in a circumference of approximately 80 μm, from the beginning of the mineralized 

dentin to the end of the cell-rich zone. The C region was the resulting circular area limited by 

the inferior limit of the OL region.  

 

Fig 2 – HE sections of E10.5 wt primordia mandible (A,B). Endothelial precursor cells, 

immunostained by endoglin (green), are present in the mesenchyme (B, C). Red square (C) 

shows a greater magnification (E,F) of the E10.5 primordia mandible. Overlap of the endoglin 

immunostained section (green) with DAPI (blue), which staind cell nuclei (C, F). 
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Fig 3 – HE section of an E13.5 wt primordia mandible at tooth bud development stage (A, D, 

G). Nucleated erythroid cells (red arrows) are present in D (red arrows) and in G is a higher 

magnification (black arrows). Endothelial precursor cells, immunostained by endoglin (green 

cells present in B, C, E, F, H and I), are present in the mesenchyme of the future tooth (red 

dotted lines) in close proximity to the area where the nucleated erythroid cells are present 

(arrows in D and G). 

 

Fig 4 – Histological section of a tooth resulting from a two week transplantation of an E10.5 

primordia mandible into a Rosa26 mouse after LacZ staining (A). At a higher magnification 

(square in A), blue cells present in the dental pulp lining blood vessels (B, arrow) can be seen. 

 

Fig 5 – Section through a molar tooth resulting  from an E10.5 wt mandible primordia 

transplanted for two weeks into a Rosa26 kidney capsule and immunochemically stained for 

VW factor (B, green channel) and β- galactosidase (C, red channel). Sections B and C were 

superimposed with and HE consecutive section (A).  Cell nuclei were stained with DAPI 

(blue). Inside the dotted line (A) there is a green cell, expressing only the VW factor, is thus 

an endothelial cell derived from the donor. Yellow cells, express β- galactosidase and VW 

factor and are therefore, endothelial cells derived from the host (A, white dotted circle). The 

blood vessel delimited by the white dotted lines is composed of endothelial cells derived from 

the donor (green cell) and the host (yellow cells).  

 

Fig 6 – HE section through a molar tooth, resulting from an E10.5 wt mandible primordia 

transplanted for two weeks into a Rosa26 kidney capsule (A and D), shows presence of a 



 

 

67

blood vessel (white dotted circle) close to the dental cusp (red arrow). Radioactive in situ 

hybridization was conducted with LacZ probe to trace host cells in the developed tooth (C and 

F). Sections A and D were superimposed with C and F (B and E), respectively.   There is 

presence of radioactivity for the LacZ probe in the area close to the blood vessels (B andE).  

 

Fig 7 –  Section through a molar tooth resulting from an E13.5 GFP mandible primordia 

transplanted for two weeks into a Rosa26 kidney capsule immunochemically stained for GFP  

(green cells present in A, B, C and D) and β- galactosidase (red cells present in A, B, C and 

D). Cell nuclei were stained with DAPI (blue cells present in A, B, C and D,). The white 

squares in A and C were magnified at B and D, respectively. The blood vessel inside the 

dental pulp and delimited by the white dotted circle (B) shows GFP positive (green) cells and 

therefore, are derived from the donor with no contribution from the host cells. Furthermore, β-

galactosidase positive host cells can be seen in close proximity to the blood vessels and to the 

odontoblast layer in B and inside the odontoblast layer in D (red elongated cells).  
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GRAPH I)   

 

Sections made though a tooth resulting from the transplantation of E10.5 wt mandible 

primordia into a Rosa26 mouse kidney capsule were LacZ stained. All the sections of one 

tooth were analyzed as to the presence of LacZ positive cells in proximity to the odontoblast 

layer (OL); and in the core of the dental pulp (C). The percentage of LacZ positive cells lining 

blood vessels in proximity to the odontoblast layer, and in the dental core were, 30.02% (n = 

106, Σ = 353) , and 5.35% (n = 6, Σ = 112), respectively.  
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GRAPH II) 

 

Sections made though a tooth resulting from the transplantation of E10.5 wt mandible 

primordia into a Rosa26 mouse kidney capsule were LacZ stained. The percentage of blood 

vessels present at OL and C were 58.92% (n = 307) e 41.07% (n = 214), respectively. 
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Implantodontia: passado, presente e futuro 
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RESUMO 

 

A implantodontia não é, de forma alguma, um fenômeno recente na odontologia. Ela 

existiu de diversas formas desde o período da antiga civilização Egípcia.  De pedras preciosas 

até os implantes de titânio, os cirurgiões-dentistas se esforçaram para reparar o dente perdido 

ou ausente. Atualmente, com o advento das células tronco, existe uma possibilidade de 

desenvolver dentes biológicos completos no futuro não tão distante. 
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INTRODUÇÃO 

 

Desde os tempos da pré-história, a humanidade teve a preocupação com os métodos de 

reposição dentária, até mesmo antes das técnicas de reparo dentário. No Egito, 2500AC1, uma 

prótese foi confeccionada por fios, presos a dentes adjacentes, para suportar dois pônticos. 

Pedras decorativas, calcita, conchas, madeira e marfim lapidados, além de transplantes de 

dentes, foram todos empregados para alcançar este fim. 

O primeiro tipo de implante moderno foi criado em 1809, quando se utilizou um 

implante de ouro1 como raiz artificial retida no osso por forcas, sobre as quais uma coroa era 

assentada. Desde então, implantes foram fabricados de vários materiais e formas, no entanto 

sempre apresentavam problemas devido à falta de biocompatibilidade com o organismo. 

Nos anos 50, um ortopedista, Per-Ingvar Branemark, estudava a micro-circulação do 

osso de coelhos utilizando uma micro-câmera de titânio. Ao concluir seus estudos, ele 

descobriu ao remover a micro-câmera, que ela estava rigidamente aderida ao osso 

circundante.5  

Após investigações mais aprofundadas, esta interação entre o osso e o titânio foi 

identificada como osseointegração.6 Desde então, a interface osso-implante 7-14 e as interações 

de ligas de titânio com o osso15-17 vem sendo estensamente estudadas.  

Implantes dentários foram inicialmente utilizados para reabilitações totais do arco 

dental inferior.18 Devido ao sucesso destas reabilitações, o seu uso foi estendido para reabilitar 

perdas parciais19-21 e unitárias. 22-25 
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Apesar das altas taxas de sucesso dos implantes osseointegrados, nas últimas décadas, 

falhas subótimas ocorriam. Pesquisadores notaram que implantes apresentando mobilidade 

clínica revelavam pequenas áreas de osso não-mineralizado na região apical e colonização 

bacteriana na região cervical. Após análise dos dados, os autores sugeriram que os principais 

fatores etiológicos para falha de implantes eram: carga oclusal excessiva e infecção.26 

Adicionalmente, fatores iatrogênicos, incluindo técnica cirúrgica, contribuem para a falha de 

implantes. 

A falha de implantes nos faz perceber as propriedades da dentição natural que não 

estão presentes nas próteses sobre implantes. O dente natural apresenta o ligamento 

periodontal, o qual é responsável pela absorção de cargas mecânicas e o sulco crevicular, 

localizado entre o dente e o osso, o qual possui o fluido crevicular que contém 

imunoglobulinas e outras substâncias antibacterianas não específicas, formando, desta forma, 

uma defesa local para controle da população bacteriana. 27 A falta de ligamento periodontal e 

do fluido crevicular, contendo um mecanismo de defesa anti-bacteriano fornecido pela 

dentição natural, agrava a homeostase do complexo implante-hopedeiro. 

Persiste ainda uma necessidade clara de busca de melhores alternativas para as 

reposições dentárias, objetivando assim, restaurar a homeostase até então apenas fornecida 

pela dentição natural. 

As células tronco foram primeiro descritas nos anos 60. 28  Desde então, elas têm sido 

o alvo de vários estudos reveladores. 31 Em 1998, James Thomson e colaboradores 

conseguiram produzir a primeira linhagem de células tronco embrionárias humana na 

Universidade de Wisconsin, Madison. 31 O uso de células tronco embrionárias é controverso, 

por outro lado, as células tronco de adulto, ou somáticas, não apresentam tal restrição e 
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conseqüentemente são o tópico de investigações sendo feitas mundialmente devido à seu 

grande potencial em aplicações terapêuticas. 

Células tronco de adulto foram isoladas de dentes,33-34 como também da corrente 

sanguínea, 45-46 de outros órgãos e tecidos do corpo, 47-49 incluindo o tecido adiposo. 50 A 

capacidade de isolar estas células e de induzí-las a iniciarem o desenvolvimento dental 

poderia ser um grande marco na odontologia regeneradora. 

Para alcançar a fabricação de tecidos e a reposição de órgãos, a biologia de 

desenvolvimento, biologia molecular, biotecnologia e a bioengenharia precisam estar 

interconectadas. Estudos, embora limitados, indicam a viabilidade de uma abordagem por 

engenharia dental para se alcançar reposições dentárias, reparo dentário e para o tratamento de 

doenças periodontais.33-35 
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TEXTO PRINCIPAL 

 

Reparando parcialmente as estruturas dentárias  

Com o advento das pesquisas com células tronco, a restauração biomimética parcial de 

estruturas dentárias foi abordada.57-60  

O dente inclui esmalte, dentin e polpa dental. Após o total desenvolvimento dentário o 

esmalte não se auto-repara, devido à perda dos ameloblastos, células que produzem esmalte.61 

No entanto, o processo de lesão cariosa pode ser interrompido fisicoquimicamente pela 

incorporação de cálcio, fosfato e/ou flúor caso esteja presente no sítio de remineralização do 

esmalte. 62-63 Os ameloblastos não mais estão presentes na dentição do adulto; no entanto, 

existe uma possibilidade de células tronco de adulto se diferenciarem em ameloblastos. 60 

Diferente do esmalte, a dentina é produzida por toda a vida. 64 A manutenção e reparo 

da dentina são alcançados por meio da ação secretora dos odontoblastos, os quais estão 

localizados na periferia da polpa dental. É sabido que estas células respondem à lesões 

causadas por cárie e por procedimentos restauradores. 65-67 Os fatores associados com o reparo 

da dentina são: 1) a extensão e a duração da lesão; 2) a variabilidade da estrutura da dentina; e 

3) a idade do indivíduo.61 Com o avanço da idade, ocorre deposição de dentina secundária, e 

conseqüente redução da câmara pulpar em tamanho. Sabe-se que a dentina secundária é 

produzida por odontoblastos previamente existentes.69 Alternativamente, em resposta à danos, 

fratura dental ou lesões cariosas profundas, a polpa dental pode ser exposta. Esta condição 

requer tratamento por meio de capeamento direto, que é a colocação de uma restauração 

provisória à base de hidróxido de cálcio sobre a área exposta. Caso a lesão dentária não seja 
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exposta, o capeamento indireto pode ser executado. Este procedimento consiste de uma 

abordagem mais conservadora da lesão cariosa. A remoção de parte, mas não toda, a lesão 

cariosa e a colocação de um cimento provisório são executados antes de ocorrer a exposição 

dental. Estes procedimentos visam promover a formação de dentina terciária.70 Em pacientes 

jovens, a polpa dental parece apresentar uma capacidade mais alta de se auto-reparar. Com o 

avanço da idade os indivíduos apresentam uma resposta regeneradora comprometida.71 

Sugere-se que a origem do material semelhante à dentina pode estar relacionada com os 

odontoblastos primários, visto que durante o desenvolvimento dentário, apenas as células 

derivadas da crista neural mostram a capacidade de responder a sinais específicos para se 

diferenciarem em odontoblastos.72 No entanto, vários estudos sugerem que as células 

progenitoras dos odontoblastos sejam derivadas de células mesenquimais indiferenciadas71,73 

A polpa dental tem mostrado alojar células progenitoras que podem ser induzidas a 

produzir osso e dentina,35,36,74 como também as células da crista neural e os adipócitos37 

quando isolados e cultivados in vitro. Para se alcançar a regeneração de órgãos, células 

competentes precisam ser coletadas. Células tronco hematopoiéticas (CTH), células tronco da 

medula óssea (CTMO), células tronco da polpa dental (CTPD) e células tronco do sangue 

periférico são possíveis fontes que serão revisadas.  

 

Células tronco derivadas da medula óssea 

As células tronco derivadas da medula óssea apresentam pelo menos dois tipos de 

populações distintas.75 células tronco hematopoiéticas e mesenquimais. As células tronco 

mesenquimais da medula óssea (CTMMO) mantém a linhagem hematopoiética. Estudos in 

vitro mostram que as CTMMO podem se diferenciar em vários tipos celulares, incluindo; 
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neurônios,76 cartilagem,77 osso e tecido adiposo.78 Estudos in vivo, mostram a recuperação de 

defeitos neurais,79 ósseos80 e do tecido cardíaco,81 após deposição local de CTMMO. Uma 

análise molecular em camundongos mostrou que as CTMMO expressam genes associados 

com as três camadas germinativas: ectoderma, mesoderma e endoderma.82 Adicionalmente, 

uma única CTMMO pode contribuir para a formação do fígado, da medula óssea, da pele e do 

trato digestivo in vivo.83 

Um estudo em humanos, utilizando o rastreamento pelo cromossomo Y, mostrou que as 

CTMMO podem contribuir para a formação de vários tecidos no adulto. Este estudo utilizou 

homens doadores de células da medula óssea e mulheres receptoras.  As CTMMO podem ser 

imunomarcadas pelo cromossomo Y. Isso permite que elas sejam rastreadas dentro do 

hospedeiro após a aplicação de ensaios de imunofluorescência. A autópsia revelou presença 

de CTMMO rastreadas pelo cromossomo Y no fígado, na pele, no trato digestivo e no 

cérebro.84  

As células tronco hematopoiéticas (CTH) geram o durável e flexível fenômeno da 

hematopoiese durante a vida. A divisão constante de uma pequena população de células 

tronco é necessária para a manutenção da produção regular de células do sangue maduras 

como também é necessária em resposta ao estresse: infecção ou perda de sangue.45 Esta 

demanda requer que um subgrupo de células tronco esteja se dividindo constantemente sem 

perder sua multipotencialidade, ou que uma maior população de células tronco quiescentes, as 

quais apresentam uma capacidade limitada de auto-renovação, estejam se dividindo de forma 

imprevisível e esporádica.45 É sabido que as CTH dividem-se indefinidamente quando 

transplantadas.85  
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Existem evidências substanciais de que a medula óssea aloja células tronco, no entanto, 

a coleta das células tronco da medula óssea é um procedimento invasivo. Outros sítios, como 

a circulação sanguínea, são promissores e mais acessíveis para a coleta de células tronco.  

 

Células tronco da circulação sanguínea 

Células progenitoras multipotenciais podem ser identificadas no sangue periférico.86-88 

Existe evidências de que as CTMMO deixam a medula óssea e ganham a circulação 

sanguínea. A imobilização das células tronco do sistema circulatório é um meio menos 

invasivo para coleta das mesmas.89 Adicionalmente, estas células foram identificadas como 

derivadas do mesênquima. Após a coleta, estas células se diferenciam em células das três 

camadas germinativas, incluindo macrófagos, linfócitos T, células epiteliais, neurônios e 

hepatócitos,90 como também células hematopoiéticas e cardíacas. 91 

 

Células tronco da polpa dental 

          Progresso significativo já ocorreu na identificação de células tronco em vários órgãos, 

incluindo; pele,44 tecido neural,43 tecido ósseo,39 polpa dental33,35,36,40-42 e  ligamento 

periodontal.93 Os potenciais das células da polpa dental foram analisados in vitro, utilizando 

camundongos trangênicos.42 O uso de camundongos transgênicos permite a identificação de 

nichos de células progenitoras na polpa dental. Este estudo mostrou que durante a fase 

secretora do desenvolvimento dentário, a proteína transgênica, Collal-GFP, foi encontrada na 

camada de odontoblastos imaturos. Adicionalmente, esta proteína foi expressa em várias áreas 

onde ocorria formação dentária durante as fases embrionárias do desenvolvimento dentário. 
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Estas observações indicam que o uso de camundongos transgênicos é um excelente modelo 

não invasivo para análise do progresso da diferenciação odontoblástica de células 

progenitoras.36,41 

Enquanto estudando as possíveis origens das células tronco da polpa dental, 

pesquisadores notaram que, caso o tecido dentário fosse lesado e os odontoblastos 

sobrevivessem, eles seriam capazes de depositar dentina reacionária. Alternativamente, caso 

os odontoblastos não sobrevivessem, a polpa dental seria invadida por uma população de 

células mesenquimais indiferenciadas situadas na região perivascular (pericitos) ou por 

células mesenquimais formando uma camada subodontoblástica, a qual assume característica 

odontoblástica.93 Desta forma, enquanto é claro que durante o desenvolvimento, os 

odontoblastos são derivados da crista neural, o processo de reparo no dente de adulto pode 

envolver a diferenciação de odontoblastos derivados de outras linhagens celulares. 

Características ultra-estruturais da microvascularização do dente foram estudadas pela 

microscopia de transmissão eletrônica.94 Este estudo revelou que a polpa dental é rica em 

capilares consistindo de células endoteliais, células transitórias, fibroblastos e pericitos. Os 

nichos para as células tronco foram estudados na polpa dental.93 Células tronco da polpa 

dental (CTPD) foram isoladas utilizando o anticorpo para STRO-1, o qual reconhece um 

antígeno para células perivasculares. As CTPD STRO-1 positivas também foram positivas 

para a expressão de antígenos vasculares (CD146, α-actina de musculatura lisa) e para o 

antígeno associados com o pericito (3G5), células da musculatura lisa dos vasos. A 

capacidade de diferenciação e proliferação dos pericitos esta sendo estudada objetivando criar 

terapias à base de células tronco para a resolução de problemas mais eficientemente.93,94 
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Reposição dentárias 

Próteses parciais podem ser utilizadas para repor dentes perdidos. A maior parte dos 

pacientes prefere uma solução fixa para o problema. Próteses fixas podem ser a solução, no 

entanto, para serem permanentemente cimentadas, precisa-se desgastar os dentes vizinhos. A 

forma mais conservadora de repor dentes perdidos de forma fixa é por meio de próteses sobre 

implantes dentários. No entanto, comparando com a dentição natural, o implante dentário esta 

mais propenso a falhas mecânicas e biológicas. A certo ponto, o dente biológico é mais 

equipado para atenuar ameaças biológicas e de carga mecânica. 

Métodos distintos estão sendo estudados objetivando alcançar o desenvolvimento 

dentário.57,58,59,95 Estes incluem a simulação da formação da terceira dentição, a construção de 

um dente por bioengenharia das diferentes partes que compõem o dente separadamente, 

semeando arcabouços com forma de dente com células tronco e produzindo dente primordial 

semelhante ao do embrião por meio de população de células cultivadas in vitro. Cada uma 

destas abordagens apresentam vantagens e desvantagens e apenas o tempo e pesquisas com 

grande investimento financeiro revelarão qual, se alguma, será bem sucedida e mais 

importante, reproduzível na clínica dentária. Nosso laboratório têm concentrado 

predominantemente em tentar produzir um dente primordial, como ele ocorre no embrião, de 

células que possam crescer e manter-se em cultura. Esta abordagem é caseada na reprodução 

do processo natural de formação dentária na boca do adulto para que o dente e todos os 

tecidos de suporte associados com o mesmo possam formar-se naturalmente. 

Sabendo que o desenvolvimento dentário ocorre por meio de uma cascata de 

sinalizações recíprocas provindas do epitélio oral para o mesênquima subjacente,52 princípios 

básicos da embriologia oral foram utilizados na tentativa de gerar dentes. Sabendo que a 
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formação dentária ocorre por meio de interações entre o epitélio oral embrionário e o 

ectomesênquima subjacente, a substituição do ectomesênquima por células tronco de adulto 

poderia resultar em formação dentária? Objetivando provar este princípio, pesquisadores 

dissecaram o epitélio embrionário antes do início da formação dentária e substituíram o 

ectomesênquima subjacente por células tronco de adulto de origem não-dentária. Esta técnica 

resultou na formação de dentes de camundongos. 39 O sucesso de qualquer método para 

produção de dentes naturais para reposição depende da capacidade do dente, ou dos dentes 

primordiais, formar coroas e raízes funcionais na cavidade oral.  A capacidade extraordinária 

do germe dentário formar dentes após transplante na cavidade oral, primeiro demonstrado por 

Ohazama e colaboradores,39 indicou que os dentes podem se desenvolver no ambiente da 

cavidade oral de adulto. 

Nas últimas décadas, a base do conhecimento molecular para controle da seqüência do 

desenvolvimento dentário foi adquirida.96-104 
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CONCLUSÃO 

 

A odontologia clínica tem tomado uma abordagem prática na tentativa de resolução 

dos problemas diários da clínica odontológica. O hidróxido de cálcio é utilizado para 

promoção da dentinogênese embora seu mecanismo de ação não seja bem conhecido. Ainda 

existem obstáculos óbvios para serem superados antes que a reposição de dentes perdidos, 

ausentes ou danificados possa ser feita por engenharia tecidual. No entanto, as aplicações 

futuras resultantes da odontologia regeneradora são promissoras. O resultado final da terapia 

perfeita será quando a clínica odontológica e as ciências básicas se encontrarem. 
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Implantology is by no means a recent development in dentistry. It has existed in 

various forms since the time of the ancient Egyptian civilization.  From precious stones to 

titanium implants dental practitioners have strived to rehabilitate or repair the lost, missing or 

injured tooth. Today with the advent of stem cell research, there exists the possibility of 

developing complete biological replacement teeth in the foreseeable future. 
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Since prehistoric times, mankind has been concerned with tooth replacement methods, 

even predating tooth repairing techniques. In Egypt, 2500BC,1 a prosthesis made out of gold 

wiring, attached to adjacent teeth, was used to hold two pontics. Decorative stones2, calcite,3 

carved shells,4 bone, ivory, and tooth transplantations2  were all employed towards this goal.  

The first modern style implant was created in 18094 using a gold implant as an 

artificial root retained in the bone by prongs, over which a crown was placed. Since then, 

implants have been made out of various materials and shapes but always presented problems 

due to lack of biocompatibility with the organism.  

In the 1950s, the orthopedic surgeon, Prof. Per-Ingvar Branemark, was studying the 

microcirculation of the bone in rabbits using titanium micro-cameras. At the conclusion of the 

study he discovered while removing the micro-camera that it was rigidly attached to the 

surrounding bone. 5  

Upon further investigation this interaction between bone and titanium was identified 

as osseointegration.6 Since then, the interface titanium-implant 7-14 and the interactions of 

titanium alloys with bone15-17 have been extensively studied. 

Dental implants were initially used to rehabilitate the full mandibular arch.18 Due to 

the success of dental implant rehabilitations, their use was extended to rehabilitate partial19-21 

and single tooth replacements.22-25 

 In spite of the high success rate of osseointegrated oral implants over the past few 

decades, suboptimal failures occur. Investigators have noticed that implants with clinical 

mobility revealed minute areas of non-mineralized bone in the apical region, and bacterial 
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colonization in the cervical region. Upon data analysis the authors suggested that the main 

etiological factors for implant failure were: excessive occlusal loading and infection.26 

Additionally, iatrogenic factors, including surgical techniques, contribute to implant failure.  

Implant failures give us insights into properties of natural dentition not possessed by 

dental implants. The natural tooth has the periodontal ligament, which is responsible for 

mechanical stress absorption and the crevicular sulcus, located between the tooth and the 

bone, which contains the crevicular fluid with immunoglobulins and other non-specific 

antibacterial substances forming a local defense mechanism to control bacterial population.27 

The lack of periodontal ligament and crevicular fluid containing the anti-bacterial defense 

mechanism provided by the natural dentition, aggravates the homeostasis of the complex 

implant-host.  

There remains a clear need to search for better alternatives for tooth replacements to 

restore the homeostasis as yet only provided by the natural dentition.  

Stem cells were first described in the 1960s.28 From then, they have been the focus of 

many revealing studies.31 In 1998, James Thomson and coworkers managed to derive the first 

human embryonic stem cell line at the University of Wisconsin, Madison.32 The use of 

embryonic stem cells is controversial, in contrast, adult or somatic stem cells present no such 

reservations and consequently are the subject of widespread investigation due to their great 

potential and therapeutic applications. 

Adult stem cells have been isolated from teeth33-34 as well as blood,45,46 other organs 

and tissues of the body,47-49 including adipose tissue.50 The capacity to isolate these cells and 

induce them to initiate tooth development would be a breakthrough in regenerative dentistry. 
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To achieve the fabrication of tissues and replacement organs, developmental biology, 

molecular biology, biotechnology and bioengineering need to be interconnected.51-57 Studies, 

although limited, indicate the viability of a dental engineering approach for tooth replacement, 

tooth repair and for treating periodontal diseases.33-35 
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MAIN TEXT 

 

Repairing partial tooth structures 

With the advent of stem cell research, the biomimetic restoration of partial teeth 

structures has been approached.57-60  

The tooth is comprised of enamel, dentine and the dental pulp. The enamel does not 

repair itself, due to the loss of the ameloblasts, cells that produce enamel, after a tooth is fully 

developed.61 However, the carious process can be interrupted physiochemically by calcium, 

phosphate and/or fluoride incorporation if present in the remineralizing enamel site.62,63 The 

ameloblasts are no longer present in the adult dentition; however, the possibility of 

differentiating adult stem cells into ameloblasts is a possibility.60 

Unlike enamel, dentin is produced throughout a lifetime.64 Dentin maintenance and 

repair are reached by means of the secretory action of the odontoblasts, which are localized in 

the periphery of the dental pulp. It is known that these cells respond to injuries caused by 

carious lesions and restorative procedures.65-67 The factors associated to dentin repair are: 1) 

the extension and duration of the injury; 2) the variability of the dentine structure; and, 3) the 

age of the tooth.61 With the advance in age, secondary dentin is deposited, consequently, the 

pulp chamber reduces in size.68 The secondary dentine is known to be produced by previously 

existing odontoblasts.69 Alternatively, in response to injury, tooth fracture, or deep carious 

lesions, the dental pulp can be exposed. This condition requires treatment by means of a direct 

capping procedure, which is the placement of a dressing material, calcium hydroxide based, 

over the exposed area. If the dental lesion has not resulted in pulp exposure, an indirect 
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capping procedure can be conducted. This procedure consists of a more conservative 

approach to the carious lesion. Removal of great part but not all the carious tissue and the 

placement of a dressing material is done before the pulp exposure occurs. These procedures 

aim to promote tertiary dentine formation.70 In young patients, the dental pulp seems to have a 

higher capacity to repair itself. Older patients present a compromised regenerative response.71 

It has been suggested that the origins of the dentine-like material could be related to the 

primary odontoblasts, since during tooth development, only the neural crest-derived cells 

show the capacity to respond to specific signaling to differentiate into odontoblasts.72 

However many studies suggest that the progenitor cells of the odontoblasts are derived from 

undifferentiated mesenchymal cells.71,73 

The dental pulp has shown to lodge progenitor cells that can be induced to produce 

bone and dentin,35,36,74 in addition to neural cells and adipocytes37 when isolated and cultured 

in vitro.  In order to achieve organ regeneration, competent cells need to be harvested. 

Hematopoietic stem cells (HSC), bone marrow stem cells (BMSC), dental pulp stem cells 

(DPSC) and circulating stem cells (CSC) are possible sources that will be reviewed.  

 

Bone marrow derived stem cells 

Bone marrow contains at least two types of distinguishable stem cell populations;75 

hematopoietic and mesenchymal stem cells. Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSC) 

sustain the hematopoietic lineage. In vitro studies show that BMSC can differentiate into 

many cell types, including neural cells,76 cartilage,77 bone and adipose tissue.78 In vivo studies 

show the recovery of neural defects,79 bone80 and cardiac tissue81 with local deposition of 

BMSC. A molecular analysis in mice showed that BMSC express genes associated with the 
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three germ layers: ectoderm, mesoderm and endoderm.82 Additionally, a single BMSC can 

contribute to liver, bone marrow, skin and digestive tract formation in vivo.83 

A study in humans, using Y chromosome tracking, showed that the BMSC can 

contribute to many adult tissues. This study used men donors of BMSC and women hosts. 

The BMSC can be marked by the Y chromosome with immunofluorescence. This permits 

them to be traced inside the hosts by fluorescence assays. Autopsy revealed the presence of 

BMSC traced by the Y chromosome in the liver, skin, digestive tract and brain.84  

The hematopoietic stem cells (HSC) give rise to the durable and flexible phenomena 

of hematopoiesis during life. The constant division of a small population of stem cells is 

necessary to maintain a regular production of mature blood cells as well as in response to 

stress: infection or blood loss.45 This demand requires either a subgroup of stem cells 

constantly dividing without loosing their multipotentiality or a greater population of quiescent 

stem cells, which present a limited capacity to auto-renew, dividing in an unpredictable and 

sporadic way.45 HSC are known to divide indefinitely when transplanted.85  

There is thus substantial evidence that bone marrow harbors stem cells, however, the 

harvesting of bone marrow stem cells is an invasive procedure. Other sites, such as the 

circulatory system, are promising and more accessible for harvesting stem cells.   

 

Stem cells in the circulatory system 

Multipotent progenitor cells can be identified in the peripheral blood.86-88 There is 

evidence that BMSC leave the bone marrow and reach the circulatory system. The 

immobilization of stem cells in the circulatory system is a less invasive source of harvesting 
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stem cells.89 Additionally, these cells have been identified as mesenchymal-derived. After 

harvesting, these cells differentiated into cells from the three primary germ layers, including; 

macrophages, T lymphocytes, epithelial cells, neural cells and hepatocytes,90 as well as 

hematopoietic, neural and cardiac cells.91 

 

Stem cells in the dental pulp 

           Significant progress has occurred in identifying stem cells in various adult organs, 

including; skin,44 neural tissue,43 bone tissue,39 dental pulp33,35,36,40-42 and the periodontal 

ligament.93 The dental pulp cell potentials were analyzed in vitro, using transgenic mice.42 

The use of transgenic mice enabled to identify progenitor stem cell niches in the dental pulp. 

This study model showed that during the secretory phase of tooth development, the transgenic 

protein, Collal-GFP, was found in the immature odontoblast layer. Additionally, this protein 

was expressed in the areas where tooth development was occurring during the embryonic 

phases of tooth formation. These observations indicate that the use of transgenic mice is an 

excellent non-invasive model for analysis of the odontoblastic differentiation progress of 

progenitor cells.36,41 

While studying the possible origins of dental pulp stem cells, investigators noticed that 

if the dental tissue is injured and the odontoblasts survive, they are capable of depositing 

reactionary dentin. Alternatively, if odontoblasts do not survive, the dental pulp is invaded by 

a population of undifferentiated mesenchymal cells situated in the perivascular region 

(perycites) or by mesenchymal cells forming a sub-odontoblastic layer, which assumes 

odontoblastic characteristics.93 Thus whereas it is clear that during development, odontoblasts 
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are derived from neural crest cells, repair processes in the adult tooth may involve 

differentiation of odontoblasts derived from other cell lineages. 

Ultra-structural characteristics of the tooth microvasculature were studied by 

transmission electron microscopy.94 This study revealed that the dental pulp was rich in 

capillaries composed of endothelial cells, transitional cells, fibroblasts, and pericytes. Niches 

for mesenchymal stem cells have been studied in the dental pulp.93 DPSC were isolated by 

immunoselection using STRO-1 antibody, which recognizes an antigen for perivascular cells. 

STRO-1 positive DPSC were also positive for vascular antigen expression (CD146, α-smooth 

muscle actin) and a pericyte associate antigen (3G5). The capacity of pericytes, smooth 

muscle cells, to differentiate and proliferate is being studied in order to create stem cell based 

therapies to solve dental problems more efficiently.93,94 

 

Replacing a tooth 

Partial removable dentures can be used to replace a missing tooth. A great majority of 

the patients prefer a fixed solution to the problem. Fixed bridges can be a solution, however in 

order to be permanently cemented, they require grinding of the adjacent teeth. The most 

conservative way to replace a missing tooth with a fixed prosthesis is by means of a dental 

implant. However, in comparison to the natural dentition, the dental implant is more prone to 

mechanical and biological failure. To a certain extent, the biological tooth is more equipped to 

attenuate biological threat and mechanical loading. 

Several different methods have been proposed to achieve biological tooth replacement 

57,58,59,95 . These include stimulation of the formation of a 3rd dentition, the construction of a 
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tooth by bioengineering the different component parts separately, seeding of tooth-shaped 

biodegradable scaffolds with stem cells and producing embryonic-like tooth primordial from 

cultured cell populations. Each of these approaches has advantages and disadvantages and 

only time and a great deal of weel-funded research will reveal which, if any, will be 

successful and more importantly, usable in the dental clinic. We have predominantly focused 

on trying to produce a tooth primordium, as it would appear in the early embryo, from cells 

that can be grown and maintained in culture. This approach is based on reproducing the 

natural process of tooth formation in the adult mouth so that a tooth and all its associated 

support tissues, bone, blood vessels, nerves etc. form naturally. 

Knowing that tooth development occurs due to a cascade of reciprocal signals from 

the oral epithelium to the underlying mesenchyme,52 basic principals of tooth embryology  

have been used to attempt to generate new teeth. If tooth formation occurs by means of 

interactions between the embryonic dental epithelium with the underlying mesenchyme, can 

the mesenchyme be replaced by adult stem cells resulting in tooth formation? In order to 

prove this principle, investigators dissected the embryonic epithelium before tooth formation 

initiated and replaced the underlying mesenchyme with non-dental adult stem cells. This 

technique resulted in the formation of murine teeth.39 The success of any method for 

producing natural replacement teeth depends upon the teeth or teeth primordia being able to 

form crowns and functional roots in the mouth.  The remarkable ability of the early tooth 

germ to form complete teeth following transplantation into the adult mouth, first demonstrated 

by Ohazama and coworkers39 indicated that teeth can develop in the environment at the adult 

mouth. 

For the last few decades, molecular knowledge base for controlling the sequence of 

tooth development have been acquired96-104 
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CONCLUSION 

 

Clinical dentistry has taken a practical approach in order to solve the day-to-day 

problems in the dental clinic. Calcium hydroxide is used to promote dentinogenesis although 

its mechanism of action was not well understood. There are obvious practical obstacles still to 

be overcome before the replacement of lost, missing or injured teeth can be done by tissue 

engineering. However, the future applications resulting from regenerative dentistry are 

promising. The end result of the perfect therapy will be when clinical dentistry and basic 

sciences meet. 
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APÊNDICE 1 
 

                                                           GLOSSÁRIO 

 

Angiogenese – Processo pelo qual ocorre degradação da parede celular dos vasos sanguíneos 

e invasão de células endotelials para dentro do tecido peri-vascular (Pudliszewsky e 

Pardanaud, 2005). 

Célula Mesenquimal – É uma célula não-sanguínea derivada dos órgãos hematopoiéticos, 

como da medula óssea ou do fígado do feto, capacitada em sustentar o crescimento de células 

do sangue, in vitro. As células mesenquimais que produzem esta matriz dentro da medula 

óssea também são derivadas das células tronco mesenquimal (National Institutes of Health – 

Atualização realizada em setembro de 2002). 

Célula Tronco – São células primordiais que mantêem a capacidade de se autorenovar por 

meio de divisão celular e podem se diferenciar em uma grande gama de  tipos celulasres 

especializados (http://en.wikipedia.org/wiki/Stem_cell). 

Células Tronco Mesenquimais ou Células tronco da Medula Óssea – São células tronco 

multipotentes que podem se diferenciar em uma variedade de tipos célulares 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Mesenchymal_stem_cells). 

Explante – Um fragmento de tecido transplantado do seu sítio original e mantido em um 

meio artificial (Freshney, 2000). 
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Quimérico – Composto de partes de diferentes origens (The American Heritage®, Stedmen´s 

medical dictionary, 2nd Edition, 2004). 

 

Sistema retículoendotelial – Parte do sistema imunológico, consiste das células fagocíticas 

localizadas no tecido conjuntivo reticular, primariamente monócitos e macrófagos, estas 

células se acumulam nos linfonodos e no baço.  As células de Kupffer do fígado e os 

histiócitos dos tecidos também são parte do sistema reticuloendotelial 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Reticuloendothelial_system).  

Vaculogenese – Formação de novos vasos sanguíneos onde não existiam previamente. Neste 

processo angioblastos migram e se diferenciam em resposta a fatores de crescimento. Estas 

redes vasculares podem estender-se poteriormente por meio de angiogênese (Pudliszewsky e 

Pardanaud, 2005). 
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APÊNDICE 2 
 

RECOMENDAÇÃO DO FABRICANTE PARA USO DO KIT PERKIN/ELMER 
UTILIZADO NO EXPERIMENTO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA 

 
 

 Os slides submetidos ao método de immunofuorescência foram embebidos em 

solução de PBS a 36º C por 35 minutos para a remoção da gelatina. Em seguida os slides 

foram aquecidos em solução tampão de fosfato em pH 8 e colocados em microondas em 

potência total por 5 minutos para a restauração dos antígenos de superfície. Esta etapa foi 

repetida duas vezes. Em seguida, foram colocados em solução de 30% de peróxido em 

metanol por 30 minutos sob leve vibração. Os slides foram enxaguados em TNT-PBS e 

300 μl de solução tampão de bloqueio (TNB) foram adicionados em cada slide e 

mantidos por 30 minutos em câmara úmida na temperatura ambiente. 

Os anticorpos primários foram diluídos em solução TNB e 300 μl foram depositados 

sobre cada slide e deixados a 4º C overnight. No dia seguinte os slides foram lavados em 

TNP-PBS e 300 μl do primeiro anticorpo secundário diluído em TNB foi aplicado sobre 

os slides e incubados em câmara úmida por 1 hora.  Após, 200 μl do composto 

streptavidina, diluído em TNB na proporção de 1/100, foi aplicado em cada slide e os 

slides foram incubados em câmara úmida por 30 minutos.  Após, os slides foram 

enxaguados e o composto biotinil fluoroforo tiramida foi diluído em fluído de 

amplificação na proporção de 1/100 e 200 μl foram aplicados em cada slide e incubados 

em câmara seca por 10 minutos. Após este procedimento, os slides foram incubados com 

200 μl cada com 10% H2O2 por 15 minutos. 
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Após enxague, o segundo anticorpo secundário foi aplicado seguindo as mesmas 

etapas acima realizadas para o primeiro anticorpo secundário. Após a realização destas 

etapas os slides foram secos e receberam duas gotas de Vectashield contendo contra-

corante DAPI. Os slides foram cobertos om Coverslips, analisados em microscópio de 

fluorescência ZEISS (Carl Zeiss, Alemanha) e armazenados em câmara escura a 4º C. 
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APÊNDICE 3 
 

 

ESQUEMA DA METODOLOGIA APLICADA PARA O EXPERIMENTO 
REALIZADO  

 
 

Mandíbulas primordiais (B) de camundongos fêmeas grávidas selvagens e GFP (A) foram 

dissecadas de E10.5 e E13.5, respectivamente, e trasnplantadas em cápsula renal (D) de 

camundongos Rosa26 (C). A cásula renal é uma membrana altamente vascularizada e permite a 

nutrição detecidos ou órgãos após implantação.  Duas semanas após, as amostras (E) foram 

processadas para verificar a contribuição de células do hospedeiro no desenvolvimento dentário.  
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APÊNDICE 4 
 

 

CONTROLES POSITIVOS DA IMUNOMARCAÇÃO  
 
Controle do anticorpo para beta-galactosidase 

Uma mandíbula primordial de camundongo selvagem E13.5 foi transplantada em em 

cápsula renal de camundongo Rosa26. Duas semanas após, a amostra foi dissecada, 

embebida em gelatina e crioseccionada. As células marcadas com o anticorpo para a β-

galactosidase (A, coloração vermelha) são pertencented ao camundongo Rosa26. Imagem 

obtida com filtro Rodamina. Túbulos glomerulares, do hospedeiro camundongo Rosa 26, 

estão apresentados em vermelho (A). Delimitação da mandíbula primordial desenvolvida 

após duas semanas da transplantação em cápsula renal do camundongo Rosa 26 (Linha 

azul pontilhada) (B). 
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Controle do anticorpo para o fator Von Willebrand 

Um vaso sanguíneo maior presente no interstício do pulmão de um camundongo 

selvagem, As células marcadas em verde (C e D) são positivas para o anticorpo para o 

fator de Von Willebrand (VW), anticorpo específico para células endoteliais. A figura D 

mostra presença de células VW positivas, delimitando o vaso sanguíneo. As células 

marcadas em azul são DAPI positivas (D). 
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