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Resumo

Introducdo: A evolucgdo do conhecimento e compreensao do desenvolvimento embrionario,
biologia das células estaminais e desenvolvimento da tecnologia, associada a engenharia
biomédica de reconstrucdo tecidular, tém possibilitado o desenvolvimento de abordagens
regenerativas inovadoras e translacionais, capazes de ultrapassar o limite da capacidade natural de
regeneracdo humana. Pretende-se desta forma promover a reconstrucédo de lesGes e a regeneracao
de tecidos lesados em diversos dominios de aplicacdo, incluindo o ambito de intervencao

terapéutica da Medicina Dentaria.

Objetivos: Discutir e apresentar de forma critica os principais avancos e desafios
encontrados nesta area do conhecimento, focalizando em particular nas varias formas de obtencao
de estruturas dentérias integrais, recorrendo a células estaminais, onde se incluem a formacéo in
vitro de gérmenes dentarios, a sua separacao/duplicacdo in vivo ou ainda a implantacdo de

substratos biodegradaveis preenchidos com células estaminais epiteliais e mesenquimais.

Material e Métodos: Foi realizada a pesquisa bibliografica tendo por base a andlise
eletronica da literatura publicada nas bases de dados da Pubmed, Web Of Science e Scopus. Foram
utilizados os operadores “AND e “OR”, conjugando “palavras-chave” relacionadas com a teméatica
em estudo.

Resultados: foram selecionados 20 artigos para analise das diversas técnicas de
bioengenharia utilizadas para obtencdo de dentes integrais, no ambito da Medicina Dentéria
regenerativa.

Conclusdes: Embora sejam necessarios mais estudos nesta area, nomeadamente ensaios
clinicos, a regeneracgéo dentaria integral parece ser uma realidade cada vez mais proxima, existindo
ja evidéncia cientifica que comprove a eficacia da utilizacdo das células estaminais ou células
pluripotentes induzidas, em modelos animais de pequeno porte. A variedade de técnicas
atualmente utilizadas € bastante vasta, pelo que € necessario o estabelecimento de mais

comparagdes entre as mesmas para uniformizagéo dos estudos.

Palavras-chave: “regenerative dentistry”, “integral tooth regeneration”, “organ germ”,

“tooth germ” e “dental stem cells”



Abstract

Introduction: The evolution of knowledge and understanding of embryonic development,
stem cell biology and technology development, associated with biomedical engineering of tissue
reconstruction, have enabled regenerative medicine approaches, which can overcome the limit of
natural capacity for human regeneration. It is intended to promote injuries reconstruction and

regeneration of damaged tissues in many application domains, including on Dental Medicine.

Objectives: Discuss and present, in a critical way, the main advances and challenges of
science found in this area of knowledge, focusing in particular on the various forms of obtaining
integral dental structures, using stem cells, which includes an in vitro formation of teeth germs, in
vivo separation/duplication or implantation of biodegradable substrates filled with epitelial cells

and mesenchymal stem cells.

Material and Methods: The bibliographic research was carried out based on the electronic
analysis of the literature published in Pubmed, Web Of Science and Scopus databases. The "AND"
and "OR™ operators were used, combining "keywords" related to the subject under study.

Results: 20 articles were selected for the analysis of the various bioengineering techniques

used to obtain integral teeth, with application in regenerative dental medicine.

Conclusions: Although more information is needed in this area, especially in clinical trials,
a complete teeth regeneration seems to be an increasingly close reality, and there is already
scientific evidence to prove the possibility of using stem cells or induced pluripotent cells in small
animal models. The variety of techniques has been quite extensive, so it is necessary to establish

comparisons between them for the standardization of studies.

Key words: "regenerative dentistry”, “integral tooth regeneration™, "organ germ", "tooth

germ" and "dental stem cells"
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Introducao

A Medicina Dentaria tem sofrido uma forte evolucdo nas ultimas décadas, fruto das
necessidades de tratamento cada vez mais eficazes que visem a correcéo de problemas do foro oro-
maxilofacial da populacéo, sendo estes maioritariamente causados pelo desenvolvimento de caries,
doenca periodontal, leses ou doengas genéticas. Atualmente, e no ambito da restauracdo das
estruturas dentérias, a generalidade das abordagens terapéuticas baseia-se em intervencdes
minimamente invasivas, recorrendo ao uso de biomateriais capazes de garantir propriedades
biomecanicas praticamente ideais e que possuem uma elevada biocompatibilidade e
funcionalidade. No entanto, continuam a existir limitacGes nas abordagens atuais, decorrentes da
existéncia de zonas de fragilidade e de fratura dentaria, capacidade funcional insuficiente, menor

perceco a estimulos nociceptivos, entre outros.*-?)

Embora os materiais mais utilizados na Medicina Dentéria ainda sejam 0s compasitos
resinosos e as ceramicas, a evolucdo do conhecimento e compreensdo do desenvolvimento
embrionério, biologia das células estaminais e desenvolvimento da tecnologia, associada a
engenharia biomédica de reconstrucdo tecidular, tém possibilitado o desenvolvimento de
abordagens regenerativas, capazes de ultrapassar o limite da capacidade natural de regeneracao

humana, promovendo a reconstrucao de lesdes e minorando as possiveis perdas dentarias. 4

As células estaminais embrionarias, pés-natais e até adultas ja provaram possuir uma elevada
potencialidade para aplicacfes regenerativas, embora ainda carecam de estudos complementares
sistematizados, na area da Medicina Dentéria, para a validacdo da sua utilizacdo. O recurso a
células pluripotentes induzidas, reprogramadas a partir de células diferenciadas, podera ser ainda

uma outra opg¢ao para o restabelecimento de estruturas dentarias perdidas.

A regeneracdo do esmalte tem-se apresentado como um dos maiores desafios, devido a
inexisténcia de ameloblastos apds a sua maturacdo, embora esteja documentada a capacidade de
células provenientes dos restos epiteliais de Malassez, ainda que existentes em quantidade

reduzida, de conduzirem & producéo de esmalte in vitro.® 5 ©

Embora a regeneracdo parcial dos tecidos dentarios constitua um foco importante, o objetivo
desta revisdo bibliografica serd reunir e abordar criticamente os principais avangos e desafios
relativamente as vérias formas de obtencdo de estruturas dentarias integrais, recorrendo a células

estaminais, onde se incluem a formagd&o in vitro de gérmenes dentérios, a sua separagdo/duplicacéo
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in vivo ou ainda a implantagdo de substratos biodegradaveis preenchidos com células estaminais
epiteliais e mesenquimais, capazes de se diferenciarem em ameloblastos, odontoblastos e células
foliculares (fibroblastos e osteoblastos), favorecendo a regeneracdo dos diferentes tecidos

dentarios.(19

A cavidade oral é constantemente exposta a estimulos quimicos, mecéanicos e bioldgicos
(e.g. microrganismos), originando um microambiente relativamente instavel e desafiante para a
terapia regenerativa. A utilizacdo de métodos de manipulacgéo celular tridimensional recorrendo a
substratos biodegradaveis descelularizados, capazes de promover um maior nimero de interacoes
e ades0Oes celulares seletivas, e a ativacdo de vias de sinalizacéo celulares especificas, bem como
a expressdo diferencial de alguns fatores de crescimento, poderdo ser fatores coadjuvantes de

elevada importancia para o aperfeicoamento das técnicas regenerativas.® 1012

Sendo este tema uma oportunidade para a promocao da investigacdo translacional nesta area
do conhecimento, abrangendo investigadores e clinicos, ja algumas Universidades tém introduzido
no seu ensino novos conteudos programaticos, enquadrados neste dominio do conhecimento. A
Universidade de Virginia introduziu em 2015 um novo ciclo de estudos intitulado de "Introduction
to research in regenerative medicine”, considerando-o como determinante no futuro da Medicina

Dentéaria.t®



Material e métodos

A pesquisa bibliografica foi realizada tendo por base a literatura publicada nas bases de
dados da Pubmed, Web Of Science e Scopus. As palavras-chave utilizadas foram “regenerative
dentistry”, “integral tooth regeneration”, “organ germ”, “tooth germ” e “dental stem cells”,

associadas a utilizagdo dos operadores “AND e “OR”.

Como critérios de inclusdo foram considerados os artigos disponiveis em “full text” e lingua

inglesa, portuguesa ou espanhola.

Os artigos foram selecionados ap0s a leitura integral do seu resumo, obtendo-se um total de

20 artigos.



Desenvolvimento

A utilizacdo de biomateriais esta bastante presente na préatica clinica Médico-dentéria,
nomeadamente com a introducdo de materiais com uma capacidade aumentada de promocao da
resposta biologica e melhoria das propriedades biomecanicas. Globalmente, o desenvolvimento
tecnoldgico, enquadrando a utilizagdo de sistemas 3D, laser e terapéuticas farmacologicas
inovadoras, entre outros avangos, tém vindo a revolucionar a pratica clinica em Medicina Dentéria.
Apesar disso, este tipo de tratamentos ndo tem conseguido dar resposta efetiva e definitiva as
necessidades e exigéncias da populacéo, pela sua incapacidade de manutencgdo funcional, vascular

e sensorial verificadas fisiologicamente nas estruturas dentarias nativas.®

Como via alternativa ou completar a estas técnicas, o desenvolvimento mais importante da
ultima década surgiu através da introducao de novas técnicas de reparacao ou regeneracao dentaria,
recorrendo a utilizacdo de células estaminais embrionarias, pds-natais ou adultas, pela sua
capacidade de proliferacdo e diferenciacdo, permitindo a obtencdo de um nimero de células
suficiente e com atividade funcional adequada para a regeneracdo de tecidos. Pelo facto das células
adultas serem maioritariamente multipotentes, a sua capacidade de diferenciacdo ou
transdiferenciacdo é inferior a das células embrionérias, o que podera limitar a sua aplicabilidade

terapéutica.4

Para correta analise e entendimento dos processos de regeneracdo dentaria, €

imprescindivel conhecer-se previamente o processo natural de desenvolvimento embrionario.

Desenvolvimento embrionario das estruturas dentarias

Os dentes, sendo 6rgdos ectodérmicos, surgem através de interacdes entre células epiteliais
e mesenquimais durante o desenvolvimento embrionario, sendo estas reguladas por diferentes vias
e moléculas de sinalizacéo, resultando na ativacdo seletiva de distintos fatores de transcricdo. No
processo da odontogénese estdo envolvidos mais de 300 genes e 100 fatores de crescimento e de
diferenciacdo, responsaveis pela formacéo organizada de tecidos moles e mineralizados, onde se
incluem o esmalte, dentina, cemento, tecidos conjuntivos moles (e.g. polpa dentéria e ligamento

periodontal), vasos sanguineos, linfaticos e nervos.? 4
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A inducdo da odontogénese é realizada pelo ectomesénquima ou mesénquima cefélico,
constituido por celulas derivadas da crista neural que migraram para a regido cefalica. O epitélio
ectodérmico bucal é composto por uma camada de células superficiais aplanadas e uma camada
basal de células altas, conectadas ao mesénquima através da membrana basal, que proliferam e
ddo origem a lamina vestibular (futuro sulco vestibular) e a lamina dentaria (associada

posteriormente & formagao dos gérmenes dos dentes deciduos e permanentes).®®

A elevada proliferacdo das células da lamina dentaria promove 0 seu espessamento e
invaginac&o sob o tecido ectomesenquimatoso, que ira condensar e formar os brotos dentarios. Por
sua vez, estes irdo evoluir para as fases de capuz e de campanula, de forma consecutiva, até a
formacdo completa dos gérmenes dentarios primarios. Os gérmenes secundarios ficam estagnados

na fase de campanula até & necessidade de substituicio dos dentes deciduos.®

As células estaminais provenientes do mesénquima dentario sdo responsaveis pela formacéo
da dentina, cemento e osso alveolar, enquanto as células estaminais epiteliais permitem,
essencialmente, a formacédo de esmalte. Por sua vez, as células foliculares que rodeiam o gérmen
dentério geram cemento, ligamento periodontal e 0sso alveolar e permitem um correto gradiente
de reabsorcéo/formacdo de o0sso alveolar durante a erupcao dentéria. A erupc¢do é feita de forma

auténoma, através desta remodelacéo dssea.®

A iniciacdo indutora da osteogénese surge no epitélio, sendo esta capacidade transferida para
0 mesénquima, que sera a fonte de inducgdo reciproca principal, durante a fase de capuz. O
mesénquima dentario ird determinar o tipo e tamanho do dente. E na fase de capuz que se da a
formacdo do nd primario de esmalte, encontrando-se 0 mesénquima condensado em redor dos
dentes. Este n6 ira, posteriormente, entrar em apoptose, surgindo em seguida o né de esmalte

secundario, responsavel pela regulacio do niimero e posicéo das cuspides.®:?

Na fase seguinte, de campanula, da-se a formacdo de odontoblastos e ameloblastos. Os
odontoblastos irdo iniciar a formacdo dentinaria, enquanto os ameloblastos promovem o

desenvolvimento do esmalte.®!

O processo de erupgdo ocorre por um mecanismo autonomo quando o foliculo dentario
envolve a superficie do gérmen para gerar cemento, ligamento periodontal e 0sso alveolar. Por sua
vez, 0s mecanismos de reabsorcao/deposi¢do dssea envolvidos permitem a erupcdo do dente até

que este atinja o plano oclusal.*®
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Populacdes celulares nas abordagens regenerativas da estrutura dentaria

Diversos estudos suportam a utilizacdo de células estaminais provenientes de diversas
localizagGes anatdmicas e tecidos da cavidade oral, como a polpa dentéria, dentes deciduos, papila
apical (devido aos seus elevados niveis de telomerase, as células com esta origem possuem um
elevado potencial proliferativo e capacidade de diferenciacdo em odontoblastos e outras linhas
mesenqguimais), ligamento periodontal, tecido adiposo, glandulas salivares ou células precursoras
de foliculos dentérios. No entanto, ndo se encontram evidéncias sistematizadas que demonstrem
eficacia superior de uma populacdo em detrimento de outra ou outras, embora se descreva a
tendéncia para que as células provenientes da papila e foliculo dentarios exibam maior clonicidade

e proliferacdo, comparativamente as células da polpa e ligamento periodontal.(* 6)

Os terceiros molares extraidos sdo equacionados como uma fonte promissora de diferentes
populacdes celulares, através da recolha de células da polpa, ligamento periodontal ou papila
apical, desde que ainda se encontrem em desenvolvimento. No entanto, nenhuma destas células
estaminais é capaz de produzir esmalte, uma vez que os ameloblastos possuem origem ectodérmica

e ndo mesenquimal.¥

Os restos epiteliais de Malassez, pelo seu papel importante na remodelacdo Gssea e
ligamento periodontal, também poderdo, no futuro, ter um papel importante na regeneracao

dentaria.(¥

A funcionalidade destas populacdes celulares para a regeneracdo da estrutura dentaria tem
sido igualmente demonstrada em células derivadas de modelos animais. Assim, a agregacao de
células estaminais mesenquimais induzidas no epitélio dentario de ratos demonstrou também a
possibilidade de formacdo de dentes, ex vivo, de forma integral. Estas células possuem
caracteristicas muito semelhantes as células estaminais embrionarias, sendo multipotentes e com
capacidade de renovacéo e diferenciacdo multi-linhagem. No entanto, diversos autores alertam
para a possibilidade do surgimento de tumores apés a utilizacdo/implantacdo destas células, dada

a modulacéo suprafisioldgica do seu processo de proliferacéo e diferenciagdo.® & 16)
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Técnicas de regeneracdo dentdria integral

Na revisdo bibliografica realizada foram encontradas trés técnicas distintas de obtencéo de
estruturas dentérias integrais: formadas in vivo, através do transplante de gérmenes formados
biogeneticamente com recurso a células epiteliais e mesenquimais previamente dissociadas; por
transplante de estruturas dentarias integrais formadas biogeneticamente, contendo ligamento

periodontal e 0sso alveolar; ou ainda por biparticio de gérmenes.* 9

As duas primeiras técnicas (fig. 1), embora possam ser efetivadas de forma independente,
estdo ndo raras vezes associadas a utilizacdo de métodos complementares, entre 0s quais a
utilizacdo e implantacdo de scaffolds, métodos de agregacdo celular, manipulacdo celular 3D
(“organ germ method”) ou ainda com recurso a modula¢do da atividade bioldgica das populagoes

celulares com moléculas sinalizadoras ou fatores de crescimento.®

Células Células
epiteliais mesenquimais

O, Q0
— & &

Recombinacio das células
Q epiteliais e mesenquimais

¢ Formacio do gérmen dentario

l |

Formacio de dente integral
;; 3.:

Figura 1 - Regeneracgdo dentdria:

Esquematizagdo dum transplante de gérmen dentdrio e dum transplante de dente integral (2)
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Transplante de gérmenes e transplante de dentes integrais

Scaffolds

A utilizacdo de scaffolds tem sofrido uma evolucéo consideravel, permitindo atualmente,
através da nanotecnologia, a criacdo de estruturas com tamanhos, forma e quimica de superficie
bastante especificos, num elevado contexto de biomimetismo com as estruturas bioldgicas. Tais
fatores permitem hoje a criacdo de microambientes adaptados as necessidades do microambiente
oral, atuando como sistemas de controlo do comportamento das células estaminais e,
consequentemente, modulando a reparacdo tecidular. Permitem ainda a neovascularizagdo e

reinervacgo.* 8

Os scaffolds podem ser classificados como naturais (como por exemplo os fabricados com
quitosano, elastina ou colagénio) ou artificiais (como 0s compostos por polimeros - acido
polilatico, acido poliglicélico e acido laticoglicolico; ceramicos ou misturas compostas desdes
materiais). A principal vantagem apontada para a utilizacdo dos materiais artificiais prende-se pela
possibilidade da aplicacdo de materiais nanotecnoldgicos integrados para aumento da cicatrizacdo
e libertagdo controlada de farmacos/agentes biomoduladores. Nesta classificacdo inserem-se ainda
os scaffolds descelularizados aut6logos, provenientes de tecidos saudaveis, sendo
subsequentemente descelularizados, o que permite a transplantacdo de células estaminais com
neovascularizacdo e reinervacdo guiadas nos tecidos, e a criagdo de matrizes extracelulares

naturais que promovem as ligacdes entre células e tecidos especificos. & 10. 14

No contexto regenerativo do microambiente dentario, a necessidade de existéncia de
ligagbes complexas entre o esmalte, dentina e cemento, resultantes duma dindmica de
recrutamento e atividade celulares determinantes num espago, tempo e gradiente muito
especificos, tem originado o surgimento de inimeros novos tipos de scaffolds, existindo uma
grande diversidade, associada a pouca uniformizacdo ou padronizagao dos materiais utilizados nos
diversos estudos publicados. De uma forma geral preconiza-se que estes scaffolds sejam, entre
outras caracteristicas, facilmente injetaveis, um microambiente controlavel, possuam uma
porosidade bem definida e adaptada a funcionalidade celular, sejam reprodutiveis e
biodegradaveis, evitando a necessidade de procedimentos cirdrgicos ou laboratoriais adicionais. E
imprescindivel que garantam a mimetizagdo da matriz extracelular, de modo a permitirem a
existéncia de interacdes entre células, bem como os processos de adesdo, migracao e diferenciacdo

fenotipica, bem como nutricio e controlo dos fatores bioquimicos.® & 17
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Os scaffolds biodegradaveis permitiram a utilizacdo de metodologias de engenharia de
tecidos 3D, através da cultura de células em materiais constituidos por moléculas naturais ou
polimeros sintéticos, atualmente ja utilizados em terapias regenerativas de 0sso e cartilagem. S&o
mais facilmente aplicados para controlo eficaz do tamanho e forma dos dentes, no entanto existe
evidéncia da presenca de material residual apds transplantacdo in vivo, sendo esta uma das
possiveis causas para a baixa frequéncia de estrutura dentdria neoformada, bem como as
irregularidades estruturais encontradas por alguns autores. A principal limitacdo nestes tipos de
scaffolds estd associada a necessidade da sua permanéncia num tempo adequado, até a sua
biodegradacdo no momento indicado, de forma coordenada com a neoformacgdo da estrutura

dentaria.* &17)

Método de agregacao celular

A introducdo deste método permitiu a fiel reproducdo das interacdes verificadas entre as
células epiteliais e mesenquimais, identificadas no processo de organogénese. Diz respeito a um

protocolo criado com o objetivo de reconstituir gérmenes dentarios.“ 1"

O protocolo inicia-se pelo isolamento de células embrionérias provenientes de gérmenes

dentérios, dissociando-se as células epiteliais das mesenquimais.* 1"

A formacao de agregados celulares através de técnicas de centrifugacao celular tem potencial
para o desenvolvimento de gérmenes dentarios apos transplantagdo “in vivo”, obtendo-Se corretos
arranjos celulares e estruturas dos tecidos. No entanto, ainda € necessario realizar
aperfeicoamentos na técnica para melhor estabelecimento da frequéncia de desenvolvimento e

formacao de tecidos.* 1"

Manipulacdo celular 3D (“Organ Germ Method”)

A manipulagdo celular 3D in vitro, também designada por “Bioengineered organ germ

method” permite compartimentar células epiteliais e mesenquimais em gel de colagénio atingindo
15



elevadas densidades celulares. Replica aglomerados multicelulares de ameloblastos,
odontoblastos, células pulpares e foliculares, e é capaz de mimetizar as condicGes e interacdes
ectomesenquimatosas naturais ao processo de desenvolvimento dentario. Inicia-se pela
dissociacdo de células mesenquimais e epiteliais em elevadas densidades, que sdo posteriormente
injetadas no centro duma gota de gel de colagénio. Apds correta compartimentacéo e compactacao
entre as células, forma-se o gérmen dentério, que sera posteriormente transplantado para um local

propicio ao seu desenvolvimento (fig. 1).% 4

Manipulacio das células epiteliais e
mesenquimais em gel de colagénio

DS

Dente formado
Fotografia

Formaciao do gérmen dentario

Microtomografia

Dente formado
Analise histologica

Multiplos dentes formados
Fotografia Microtomografia

g o

Coloraciao H&E

Figura 2 - Método de manipulagéo celular 3D (4)

Permite a obtencdo de dentes naturais (também compostos por ligamento periodontal e 0sso
alveolar) em larga escala, através da formagéo de varios gérmenes em estruturas de controlo de
tamanho dos dentes, que se baseia nos contactos entre as camadas de células epiteliais e
mesenquimais, contactos adjacentes e interoclusais. Podera no futuro ter uma aplicagdo pratica
significativa em pacientes edéntulos. Conforme referido anteriormente, podera optar-se no futuro
por transplantar o gérmen dentario diretamente para o local onde se pretende que ocorra a

reabilitacgo.® 4
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Biparticdo de gérmenes

A biparticdo de gérmenes executa-se através da colocacdo dum no (por exemplo de fio
simples de nylon) em volta do gérmen, originando a sua separacgdo e duplicacédo (fig. 3 e 4). Ap6s
transplante e desenvolvimento, € possivel obter-se a formacdo completa de dois dentes distintos a
partir de um unico gérmen, embora com diferencas no que se refere as caracteristicas morfologicas
e estruturais.®

Transplante para a
capsula suprarrenal

Cultura durante 6 dias
Gérmen uinico Colocacio do no E, _\

Imagem de
contraste de fase

Coloracao
H&E

Maior
amplicaciao

Figura 4 - Desenvolvimento de gérmen dentdrio bipartido (9)

Durante o processo de biparticdo o nimero de cuspides do gérmen dentario bipartido é
regulado pela expressao de Fgf4, estando correlacionado com o segundo n6 de esmalte e com o
tamanho da coroa do dente separado. Num trabalho referenciado, o tamanho da coroa foi
artificialmente definido através de ondas de reacdo-difusdo da expressdo de Lefl e Ectodin,
sugerindo que a micro-padronizacdo da morfologia das cuspides possa ser redefinida numa area
restrita através de acBes de reagio-difusio e apos re-regionalizacio da area de formagc&o do dente.®

Os gérmenes/dentes, além de atingirem corretamente o plano oclusal (fig. 5), também
reagiram de forma adequada ao tratamento ortodontico para reposicionamento, tendo-se obtido,
no final, duas pecas dentarias integras e totalmente funcionais, permitindo concluir que é um

método viavel, embora com menor aplicabilidade prética que os anteriormente mencionados.®
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Figura 5 - Biparticdo de gérmenes - transplantagdo e correta erupgdo até ao plano oclusal

Moléculas sinalizadoras e fatores de crescimento

Para que os tratamentos de regeneracdo dentaria possam ser eficazes e efetivados num tempo
curto é importante considerar a modulacao das principais vias de sinalizacdo celulares especificas
que regulam fatores de crescimento determinantes neste processo, para que possam atuar como
coadjuvantes das técnicas anteriormente mencionadas, funcionando como modelos de ativacao

e/ou inibicao dos processos de desenvolvimento dentario.® 9 18)

A via de sinalizagdo Wnt participa na cascata de moléculas envolvidas na comunicacdo
intercelular, sendo essencial para o desenvolvimento de células estaminais e reparacédo tecidular,
além de ter sido demonstrada a sua ativacdo aquando da formacdo de dentina reparativa

(secundaria).®

Sendo o processo de reparacdo acionado por fatores presentes no plasma, a utilizagdo de
plasma risco em plaquetas através de técnicas ja bastante conhecidas podera, também, ter um papel
importante no processo de regeneracdo dentaria. A sua utilizacdo conjunta com células estaminais
parece promover uma regeneragdo periodontal mais eficaz. Existem ainda outros fatores de
crescimento que poderdo ter uma importante aplicacdo na regeneracdo dentéria, entre 0s quais 0s
fatores de crescimento angiogénicos (VEGF; Vascular endothelial growth factor — fator de
crescimento do endotélio vascular), FGF (Fibroblast growth factor - fator de crescimento dos
fibroblastos), TGF-beta (Transforming growth factor beta — fator de crescimento transformante
beta) e proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs); estas Ultimas associadas a aceleracdo da producédo
de dentina durante a regeneracdo pulpar, sendo ainda essenciais para a diferenciacdo de
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ameloblastos e odontoblastos — contribuindo igualmente para a formagdo de cemento e 0ss0). As
BMPs 2 e 7, a par dos fatores de crescimento do endotélio vascular (indutor da angiogénese), sdo

importantes para a manutencéo do potencial odontogénico das células mesenquimais dentarias.®
12,19)

O RUNX2 também aparenta ser um fator de transcri¢do essencial para o desenvolvimento
dentario, nomeadamente para o processo de calcificacdo, a semelhanca do seu papel determinante

na diferenciagéo osteogénica.*?

Outra via com potencial relevancia no processo de regeneracao dentéria € a via PI3K-AKT-
mTOR, cuja inibicdo promove a diferenciacdo das células da papila apical, originando um aumento

da osteogénese e da dentinogénese.®

Principais limitagdes

Embora 0 avan¢o do conhecimento na area da regeneracgdo dentaria seja bastante notdrio nos
ultimos anos e exista um investimento consideravel na investigacdo associada a utilizacdo das
células estaminais, atualmente ainda existem bastantes limitacGes associadas que terdo que ser
ultrapassadas. O tempo de formacdo do esmalte é apontado como uma das principais dificuldades
associadas, dado que a sua mineralizacdo/remineralizacao exige um periodo de tempo consideravel
até que se obtenha a sua total funcionalidade, sendo um fator imprescindivel para a viabilidade

destes tratamentos.? 20)

A descoberta de populagdes celulares com caracteristicas ideais para a sua utilizacdo na
regeneracdo dentdria permanece desconhecida. Recentemente foi possivel obter-se células
epiteliais e mesenquimais induzidas, que aparentemente seriam a solucdo para ultrapassar alguma
controvérsia relativamente a possibilidade ou ndo da recolha de células estaminais embrionarias,
assim como para evitar quaisquer riscos de rejeicdo imunoldgica. No entanto, varios estudos
concluiram que estas se encontram mais suscetiveis quando sujeitas a técnicas de expansao in
vitro, podendo perder a sua capacidade indutora e comprometer assim a obtengéo de “reservatorios

de células” para aplicacdes futuras, produzidos a partir destas células.®
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Para a manutencédo do potencial odontogénico das células estaminais carece ainda a dete¢éo,
conhecimento e estudo especificos dos genes envolvidos na modulacdo do desenvolvimento
dentario. Parece existir algum paralelismo destes genes com 0s genes que participam no
desenvolvimento do sistema esquelético, pelo facto de existirem cascatas de sinalizacao

semelhantes as da odontogénese.®®)

Foram também reportados alguns casos de surgimento de tecidos fibréticos durante o
desenvolvimento dentario, ap6s implantacéo, associados a existéncia de vascularizacao funcional
insuficiente. O surgimento destes sinais origina uma preocupacao futura para a possibilidade de
degeneracdo e/ou reposicdo 6sseas incomuns associadas as areas de intervencao e que poderao,
durante o desenvolvimento e erupc¢do dentaria, ficar dispersos pela cavidade oral. Uma solucéo

futura podera passar pela adicdo de fatores angiogénicos.?®

Os processos envolvidos na regeneracdo dentaria, além de bastante prolongados, também
ainda sdo bastante dispendiosos, devido ao custo associado as novas tecnologias envolvidas,
nomeadamente as de obtencéo, tratamento e processamento das células estaminais, assim como as
novas tecnologias de manipulagédo celular 3D, que ainda se encontram nas primeiras fases de
desenvolvimento. O facto das investigacGes requererem um conjunto de diferentes investigadores
especializados e estarem associadas a grandes necessidades de investimento financeiro também

dificulta o avanco da ciéncia nesta areas, por falta de fundos de apoio.??

As caracteristicas celulares entre espécies sdo consideravelmente diferentes, especialmente
qguando cultivadas in vitro. As células dos roedores tém maior densidade, estabilidade de
crescimento e proliferacdo e sdo mais dificeis de estimular através de condicGes artificiais,
comparativamente as células humanas. Tal facto torna muito mais simples o isolamento e
estabilizacéo de células primarias ou novas linhas celulares. Apds esta capacidade ser maximizada,
ainda havera um grande trabalho futuro até efetivacdo em casos clinicos humanos. O tempo de
desenvolvimento dos dentes humanos também é bastante mais elevado, pelo que a descoberta de
novos mecanismos de modulacao e aceleracdo do processo de desenvolvimento deverao ser vistos
como uma prioridade. A administracdo de fatores de crescimento demonstrou facilitar a regulacao
da diferenciacédo celular, no entanto vérios efeitos secundarios poderdo estar associados, devendo

ser previstos e controlados.®

Para analise e compreensdo pormenorizada da biocompatibilidade e longevidade associadas

as novas técnicas de regeneracdo dentaria existe ainda a necessidade da existéncia de estudos a
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longo prazo, assim como meta-anélises que permitam a comparagdo entre a diversidade de técnicas

ja existentes.®

Perspetivas futuras

A identificago de “master genes” para reprogramacao das células podera ser uma mais valia
para possibilitar a diferenciacdo seletiva das células epiteliais e mesenquimais, permitindo o

controlo mais estrito do programa de diferenciagéo celular.

Sendo o processo de formacdo dentaria humana bastante complexo e prolongado, é
imprescindivel a detecdo e o conhecimento completo dos mecanismos genéticos, vias de
sinalizacdo e fatores de crescimento que permitam a sua modelagéo, favorecendo a aceleracdo do
processo de diferenciagdo sem comprometimento de outras atividades bioldgicas das distintas

populacdes celulares.

Por forma a detalhar a dindmica dos processos envolvidos na organizacdo e formacgéo da
estrutura dentaria in vivo, tém sido utilizados corantes fluorescentes ou nanoparticulas magnéticas
para seguimento da migracdo e acdo celular, procurando detalhar e mimetizar os movimentos
migratorios, de comunicacdo e adesdo entre células, que resultam na construcdo dos tecidos

mineralizados dentéarios.®

A compreensdo detalhada da cementogénese nos seres humanos — processo que continua a
ocorrer nas regides interradiculares e do apice dentario, de forma a compensar a atri¢cdo da oclusao
e manutencdo das relagcfes interoclusais, e o estudo dos roedores que apresentam o crescimento
continuo do esmalte dos incisivos, poderdo ser objeto de estudo detalhado para melhor

compreenséo do processo de regeneracio de esmalte, que demonstrou ser o maior desafio.® 4

A estimulacdo do surgimento da terceira denticdo também podera ser alvo de estudo

futuro.®
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Conclusao

Atualmente a terapia de isolamento, expansdo e implantacdo, ou transplantacdo de células
estaminais € j& uma realidade na Medicina Dentaria, em estratégias terapéuticas para a regeneragao
dentaria, no entanto, com aplicacdo limitada em restauracfes parciais de locais de lesdo. No
entanto, as limitacGes metodoldgicas decorrentes da complexidade da sua utilizacdo parecem
limitar o desenvolvimento de ensaios clinicos estandardizados, necessarios para a obtencao de
niveis de evidéncia cientifica elevados, no contexto da reconstrugdo/regeneracdao de estruturas
dentarias complexas integrais. No futuro espera-se que se torne possivel alcancar este fim e que as
equipas multidisciplinares de salde, onde se incluem os Médicos Dentistas, sejam capazes de
desenvolver terapias de regeneracdo de estruturas dentarias completas em zonas de dentes perdidos
na cavidade oral.®

E necessario o desenvolvimento de mais estudos que reforcem a possibilidade de
manutencdo da capacidade odontogénica celular apds expansdo in vitro, permitindo a criacao de

“reservatorios” de células.®

Apesar da evidéncia demonstrada em diversos estudos, comprovando a capacidade das
técnicas de regeneracdo dentaria abordadas promoverem a integracdo adequada nas regides
edéntulas, adquirindo total funcionalidade, incluindo a capacidade de mastigacdo, aderéncia do
ligamento periodontal e resposta a estimulos; verifica-se a necessidade de estudos adicionais a
longo prazo, nomeadamente em modelos animais de grande porte e, particularmente, ensaios

clinicos humanos, antes da sua validac&o e aplicabilidade clinica.*?

E assim imprescindivel a identificacdo e conhecimento detalhado de mecanismos de
aceleracdo da formacdo dentaria, seja através do conhecimento dos genes envolvidos neste

processo, ou através da modulagédo de vias de sinalizacdo e fatores de crescimento.

Dada a vasta variedade de protocolos atualmente utilizados, dever-se-a trabalhar no sentido
de estabelecer comparacfes entre os varios métodos conhecidos, de forma a uniformizar,
padronizar e selecionar os mais eficientes, nomeadamente no que diz respeito as fontes celulares

utilizadas e aos métodos de bioengenharia.

22



Anexos



FACULDADE DE
MEDICINA DENTARIA
UNIVERSIDADE DO PORTO

[@PORTO

DECLARACAO

Monografia de Investigagfio/Relatorio de Atividade Clinica

Declaro que o presente trabalho, no &ambito da Monografia de
Investigagfio/Relatorio de Atividade Clinica, integrado no MIMD, da FMDUP, ¢ da

minha autoria e todas as fontes foram devidamente referenciadas.

25 /05 / Julq

’ﬁ.’fz;;'o B Moz (2eRad

O investigador — Tiago Jodo Moreira Caetano



WAPORTO

FACULDADE DE
MEDICINA DENTARIA
UNIVERSIDADE DO PORTO

PARECER (Entrega do trabalho final de Monografia)

Informo que o Trabalho de Monografia desenvolvido pelo estudante Tiago lodo
Moreira Caetano com o titulo: “Abordagens terapéuticas para a regeneracdo dentaria

IH

integral” esta de acordo com as regras estipuladas na FMDUP, foi por mim conferido e

encontra-se em condigBes de ser apresentado em provas publicas.

23ledl Jolg

=

O Orientador — Pedro de Sousa Gomes



Referéncias

1. Amrollahi P, Shah B, Seifi A, Tayebi L. Recent advancements in regenerative dentistry: A review.
Materials Science and Engineering: C. 2016;69:1383-90.

2. Angelova Volponi A, Zaugg LK, Neves V, Liu Y, Sharpe PT. Tooth Repair and Regeneration. Current
oral health reports. 2018;5(4):295-303.

3. Mitsiadis TA, Orsini G, Jimenez-Rojo L. Stem cell-based approaches in dentistry. European cells &
materials. 2015;30:248-57.

4, Oshima M, Tsuji T. Whole Tooth Regeneration as a Future Dental Treatment. Advances in
experimental medicine and biology. 2015;881:255-69.

5. Bluteau G, Luder HU, De Bari C, Mitsiadis TA. Stem cells for tooth engineering. 2008.

6. Honda MJ, Tsuchiya S, Shinohara Y, Shinmura Y, Sumita Y. Recent advances in engineering of tooth
and tooth structures using postnatal dental cells. 2010.

7. Ono M, Oshima M, Ogawa M, Sonoyama W, Hara ES, Oida Y, et al. Practical whole-tooth

restoration utilizing autologous bioengineered tooth germ transplantation in a postnatal canine model.
Scientific reports. 2017;7:44522.

8. Orsini G, Pagella P, Putignano A, Mitsiadis TA. Novel Biological and Technological Platforms for
Dental Clinical Use. Frontiers in physiology. 2018;9:1102.
9. Yamamoto N, Oshima M, Tanaka C, Ogawa M, Nakajima K, Ishida K, et al. Functional tooth

restoration utilising split germs through re-regionalisation of the tooth-forming field. Scientific reports.
2015;5:18393.

10. Zhang W, Vazquez B, Oreadi D, Yelick PC. Decellularized Tooth Bud Scaffolds for Tooth
Regeneration. Journal of dental research. 2017;96(5):516-23.

11. Conte R, Salle AD, Riccitiello F, Petillo O, Peluso G, Calarco A. Biodegradable polymers in dental
tissue engineering and regeneration. 2018.

12. Monteiro N, Smith EE, Angstadt S, Zhang W, Khademhosseini A, Yelick PC. Dental cell sheet
biomimetic tooth bud model. Biomaterials. 2016;106:167-79.

13. Tatullo M. About stem cell research in dentistry: many doubts and too many pitfalls still affect the
regenerative dentistry. Int ] Med Sci. 2018;15(14):1616-8.
14. Inang B, Elcin YM. Stem Cells in Tooth Tissue Regeneration—Challenges and Limitations. Stem Cell

Reviews and Reports. 2011;7(3):683-92.
15. Maria Elsa Gdmez de Ferraris ACM. Histologia y embriologia bucodental. 22 ed. Madrid2002. 467

p.
16. Nakahara T. Potential feasibility of dental stem cells for regenerative therapies: stem cell
transplantation and whole-tooth engineering. Odontology. 2011;99(2):105.

17. Oshima M, Tsuji T. Functional tooth regenerative therapy: tooth tissue regeneration and whole-

tooth replacement. Odontology. 2014;102(2):123-36.

18. Tanaka Y, Sonoda S, Yamaza H, Murata S, Nishida K, Hama S, et al. Suppression of AKT-mTOR signal
pathway enhances osteogenic/dentinogenic capacity of stem cells from apical papilla. Stem cell research
& therapy. 2018;9(1):334.

19. Zheng Y, lJia L, Liu P, Yang D, Hu W, Chen S, et al. Insight into the maintenance of odontogenic
potential in mouse dental mesenchymal cells based on transcriptomic analysis. PeerJ. 2016;4:e1684.

20. Snead ML. Whole-tooth regeneration: it takes a village of scientists, clinicians, and patients. ) Dent
Educ. 2008;72(8):903-11.

26



	Tese Tiago Caetano
	scan
	scan
	Tese Tiago Caetano

