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Resumo

Introducio: Ao longo dos ultimos anos tém sido realizados diversos procedimentos
experimentais para avaliar a viabilidade da utilizacdo de estruturas biologicas
tridimensionais, complexas e auto-organizadas, recriando a arquitetura e a fungdo de
orgdos nativos in vivo, na regido oral e maxilofacial. Recentemente foram feitos
avangos na construcao e aplicabilidade de organdides orais para o desenvolvimento de
dentes, glandulas salivares, epitélio lingual e botdes gustativos.

Objetivos: Esta revisdo pretende fornecer uma visao geral e resumida da informagao
presente na literatura existente, a respeito da aplicabilidade terapéutica, no futuro, de
organdides na cavidade oral.

Materiais e Métodos: Bases de dados de literatura cientifica como o PubMed, B-on,
Scopus e Web of Science foram sistematicamente pesquisadas e selecionados os artigos
que abordavam a viabilidade do uso de organdides para regeneragdo oral. Foram
incluidos artigos, em inglés, dos ultimos 10 anos, que referenciassem a utilizacdo da
técnica organdide. Foram ainda incluidos artigos obtidos a partir de uma pesquisa
manual. Os artigos foram agrupados em trés categorias: organdides do gérmen dentario,
organoides das glandulas salivares, organoides do epitélio lingual e botdes gustativos.
Resultados: Foram feitas contribui¢cdes significativas para a Medicina Dentaria,
originando inimeras publicagdes sobre o tema. Escolhemos os estudos que reportam
maiores progressos € maior aplicabilidade clinica. Estes ensaios permitiram a formagao
de organoides dentdrios com tecido mineralizado diferenciado, organdides salivares
complexos e organdides com capacidade diferencial de gerar células recetoras de sabor.
Conclusdes: Foi evidenciado o potencial dos organdides orais no desenvolvimento
dentario, na regeneragdo de patologias na glandula salivar e terapéutica de precisdao no
tratamento do cancro da lingua. Estas descobertas demonstram que esta técnica
organdide ¢ um novo paradigma para o estudo do desenvolvimento, patologia e
regeneragdo do tecido oral e maxilofacial.

Relevancia Clinica: Verifica-se uma grande necessidade de procura de estratégias
biologicas, alternativas as estratégias artificiais, comumente utilizadas em Medicina

Dentaria.

Palavras-chave: organoides, glandula salivar, dente, lingua






Abstract

Introduction: Over the last few years, several experimental procedures have been
carried out to assess the viability of using self-organized complex three-dimensional
structures, recreating the architecture and function of native organs in vivo, in the oral
and maxillofacial region. Incredible discoveries have recently been made in the
construction and applicability of oral organoids to the tooth, salivary glands, tongue and
taste buds.

Objectives: This review intends to provide an overview of the existing literature
regarding the future applicability of oral organoids.

Materials and Methods: Scientific literature databases such as PubMed, B-on, Scopus
and Web of Science were systematically searched and articles that addressed the
viability of using organoids for oral regeneration were selected. Articles in English from
the last 10 years that referred to the use of the organoid technique were included.
Articles obtained from a manual search were also included. The articles were grouped
into three categories: tooth germ organoids, salivary gland organoids, lingual epithelial
organoids and taste buds.

Results: Significant contributions were made to Dentistry, leading to numerous
publications on the subject. We chose the studies that report the greatest progress and
greatest clinical applicability. These essays allowed the formation of dental organoids
with differentiated mineralized tissue, complex salivary organoids and organoids with
differential capacity to generate flavor receptor cells.

Conclusions: The potential of oral organoids in dental development, in the regeneration
of pathologies in the salivary gland and in precision therapy in the treatment of tongue
cancer was evidenced. These findings demonstrate that this organoid technique is a new
paradigm for studying the development, pathology and regeneration of oral and
maxillofacial tissue.

Clinical Relevance: there is a great need to search for biological strategies, alternatives

to artificial strategies, commonly used in Dentistry.

Keywords: organoids, salivary gland, tooth, tongue
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Introducdo

I. Introducao

A saude oral pode ser comprometida por diversos problemas com origem
dentaria. A perda de dentes devido a carie dentaria, doenga periodontal e lesdao
traumadtica, causam problemas orais como perda de funcdo mastigatoria e alteragcdes na
fonética (Oshima & Tsuji, 2014). Também as glandulas salivares t€ém uma func¢do
imperativa na manuten¢cdo da saude oral (Lombaert et al., 2017), a hipofungdo da
glandula salivar e a consequente xerostomia, podem ser induzidas por doencas
autoimunes e pela radioterapia da cabeca e do pescoco. Podendo mesmo ter efeitos
prejudiciais na cavidade oral, incluindo infe¢des, edema e dor da mucosa, alteracao do
paladar e perda de dentes (Ferreira et al., 2019). Tal como a perda de pegas dentarias e
disfuncdo salivar, defeitos no epitélio lingual, causados por cancro ou trauma, podem

afetar gravemente a qualidade de vida.

O objetivo da medicina regenerativa ¢ substituir ou restaurar células, tecidos e
estruturas que sejam perdidas ou danificadas, apos patologias, lesdes ou envelhecimento
(Ikeda et al., 2009). Na sua grande maioria a area de engenharia dos tecidos e medicina
regenerativa sdo complementares. Podendo-se considerar que a engenharia dos tecidos
providencia as ferramentas necessarias para a pratica da medicina regenerativa (Yelick
& Sharpe, 2019). A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa incluem a
engenharia simultinea coordenada de tecidos (muscular, 6sseo e vasculo-nervoso) de
forma a facilitar a criacdo bem-sucedida de tecidos funcionais da bioengenharia (Yelick

& Sharpe, 2019).

A terapia regenerativa para reparo do tecido dentdrio e substituicdo dentéria
completa ¢ atualmente considerada como um novo conceito terapéutico com potencial
para a recuperacao total da fun¢ao dentaria (Oshima & Tsuji, 2014).

Neste momento, os tratamentos dentarios convencionais baseiam-se na utilizagdo de
materiais artificiais, como pontes dentarias fixas, proteses removiveis e implantes
dentarios, materiais esses que tém sido amplamente utilizados para restaurar a fungao
oral, apos a perda de um ou mais dentes. Embora estas terapias artificiais sejam

comumente utilizadas para reabilitacdo de espacos edéntulos, sio menos conservadoras,
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Organdides: o futuro da medicina dentdria regenerativa?

mostram menos biocompatibilidade e falha em restaurar a fungao bioldgica e fisiologica
natural (Oshima & Tsuji, 2014; Jamal, 2016).

Relativamente a disfuncdo das glandulas salivares, sdo usadas terapias
convencionais com saliva artificial ou estimulantes colinérgicos da saliva, porém nao
sao considerados eficazes a longo prazo, sendo necessario um tratamento mais

permanente para a sensagao de boca seca (Ferreira et al., 2019).

As abordagens atualmente utilizadas para desenvolver futuras terapias
regenerativas sao influenciadas pela nossa compreensdo do desenvolvimento
embriondrio, biologia das células-tronco e tecnologia da engenharia de tecidos (Ikeda et
al., 2009).

Todos os seres vivos sdo configurados pelo seu proprio sistema hierarquico,
desde o nivel subcelular ao nivel sistémico. Muitas ferramentas de pesquisa tém sido
desenvolvidas para mimetizar essa hierarquia do organismo, abordando questdes
especificas, como desenvolvimento e patogénese.

A funcao de um tecido ¢ determinada pelas suas composigdes celulares e nao
celulares. Num sistema de cultura de células que se assemelha as condigdes in vivo, as
células podem replicar os seus comportamentos e respostas no corpo (Jeong et al.,

2020).

Recentemente, foi proposto um novo conceito terapéutico em que ¢ gerado um
orgao a partir do gérmen de um 6rgdo desenvolvido por bioengenharia, reproduzindo o
seu processo normal de desenvolvimento (Ikeda er al., 2009). Essas estruturas
semelhantes a Orgdos inteiros, denominadas organoides, foram geradas a partir de
células-tronco por meio de sistemas de cultura tridimensionais in vitro (Lancaster,
Knoblich, 2014). O sucesso dessa terapia, depende inteiramente da qualidade da
emulacdo do processo inicial, para o desenvolvimento do 6rgdo. O conhecimento sobre
os processos moleculares, interacdo célula-célula e matriz-célula, bem como os
requisitos espaco temporais, devem ser traduzidos para o desenvolvimento organoide
(Rosowski et al., 2019).

Intracelularmente, cascatas de sinalizacdo complexas e multifatoriais sao
induzidas devido a forma celular alterada, tamanho da célula e transdu¢ao de estimulos

mecanicos. Por sua vez, estas cascatas de sinaliza¢do, quando ativadas, desencadeiam a
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Introducdo

inducdo de um conjunto especifico de genes de tecido, seguido por diferenciacao
celular e compromisso com o destino (Jeong et al., 2020).
Portanto, existem trés elementos essenciais na constru¢do de organdides orais:

c€lulas, matriz e estratégias de construcdo (Gao et al., 2021).

1. Métodos de cultura

Os sistemas de cultura sdo ferramentas indispensaveis para o estudo e pesquisa
clinica, uma vez que, permitem mimetizar as condi¢des in vivo, a partir do cultivo de
células em condigdes especificas, propicias ao seu desenvolvimento in vitro (Tanaka &
Mishima, 2020).

No que diz respeito aos métodos de cultura, podem classificar-se em culturas
bidimensionais (2D) e culturas tridimensionais (3D), conforme se descreve

sucintamente abaixo:

1.1. Culturas 2D

As culturas de células bidimensionais estdo em uso ha muito tempo. Culturas de
células 2D de células primarias, bem como linhas de células estabelecidas, sao tuteis
para a compreensdo da biologia celular, mecanismos de doenga e medicina regenerativa
(Tanaka & Mishima, 2020). No entanto, ¢ dificil, para estas culturas recapitularem
exatamente as fungdes celulares in vivo, incluindo diferenciagdo celular, proliferacao,
motilidade e metabolismo, porque sdo incapazes de reproduzir as interacdes entre
células e células com matriz, como in vivo (Tanaka & Mishima, 2020). Neste tipo de
cultura, as células sdo cultivadas numa tnica camada (monocamada), em superficies
planas, como o prato de cultura, obtendo nutrientes e oxigénio do ambiente

circundante, alcangcando um crescimento uniforme e homogéneo (Duval ef al. 2017).

1.2. Culturas 3D

Havendo necessidade de culturas que mimetizassem as interagdes celulares, in
vivo, surgiram as culturas tridimensionais, que vieram substituir as culturas
bidimensionais, uma vez que apresentavam mais vantagens relativamente a estas

(Tanaka & Mishima, 2020). Neste tipo de cultura, ¢ utilizada uma matriz tridimensional
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personalizada, de forma a imitar o ambiente nativo das células. Assim, as células

crescem, proliferam e diferenciam-se, como se estivessem no seu ambiente natural

(Tanaka & Mishima, 2020).

As técnicas de cultura tridimensionais foram aprimoradas e varios métodos
surgiram, como a técnica esferdide e a técnica organdide (Figura 1) (Tanaka &

Mishima, 2020).

Cultura de células 2D

Cultura de células 3D

Esferdide Organdéide

Figura 1- Métodos de cultura 2D ¢ 3D (Adaptado de Tanaka & Mishima, 2020).

1.2.1. Esferodides

Os esferoides consistem num agregado de células que se originou a partir de
linhas celulares estabelecidas ou células primarias de espécimes normais ou tumorais
(Sutherland et al., 1971). No entanto, especialmente em tecidos normais,
frequentemente carecem de células-tronco ou progenitoras, acrescentando-se ainda a
particularidade de ser dificil o seu cultivo a longo prazo (Yin et al., 2016).

Salisferas sdo esferdides que tém capacidade de gerar organoides, quando

colocados em matrigel (Cho et al., 2021).
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Introducdo

1.2.2. Organoides

O inicio do aumento significativo do nimero de artigos sobre organoides, deu-se
por volta de 2011 (Simian & Bissel, 2017). A defini¢do fornecida por Shamir ¢ Ewald
(2014), foi a mais inclusiva e precisa, uma vez que incluiu as diferentes defini¢des as
quais a palavra “organdide” foi associada. Este ¢ entdo definido como uma estrutura

gerada a partir de células-tronco embriondrias ou induzidas (Shamir & Ewald, 2014).

Varios tipos de modelos organdides foram estabelecidos como estdmago (Barker
et al., 2010), pancreas (Boj et al., 2015), prostata (Karthaus et al., 2014), figado (Huch
et al., 2013a; Huch et al., 2013b), copo o6tico (Eiraku et al., 2011), cérebro (Lancaster et
al., 2013), glandula salivar (Maiments et al., 2016), gérmen dentario (Athanassiou-
Papaefthymiou et al., 2015), epitélio lingual (Hisha et al., 2013) e botdes gustativos
(Aihara et al., 2015). A maioria dos organdides foi direcionada a mimetizar 6rgaos com

origem endodérmica ou ectodérmica (Jeong et al., 2020).

Atualmente, um organdide ¢ definido como uma estrutura tridimensional
complexa desenvolvida a partir de células somaticas, células-tronco adultas/ células
progenitoras (ASCs), células-tronco pluripotentes (PSCs), incluindo células-tronco
embriondrias (ESCs) e células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs), ou linhas
celulares especificas, que exibem arquiteturas e funcionalidades semelhantes aos 6rgaos
in vivo (Clevers, 2016; Yin et al., 2016). Em condi¢des especificas de cultura, as
células-tronco auto-organizam-se espontaneamente em tipos de células funcionais
devidamente diferenciadas, que se assemelham ao modelo in vivo e recapitulam pelo
menos, algumas funcdes do orgao oral (Gao et al., 2021), formando estruturas que se
assemelham a mini-orgdos (Lancaster & Knoblich, 2014). Os organodides podem dar
origem a linhagens celulares do tecido nativo, imitando as interagdes célula-célula e
célula-matriz (Clevers, 2016). Este tipo de estruturas sdao mais representativas da
fisiologia in vivo, comparativamente com método convencional bidimensional (2D). Os
organoides fornecem um sistema mais estavel, passivel de cultivo a longo-prazo e
manipulagdo de componentes de nicho, vias de sinalizacdo, edi¢ao de genoma (Clevers,
2016). Por isso, sdo considerados uma ponte entre as culturas de células 2D e os

modelos in vivo.
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Estas estruturas fornecem recursos adicionais comparativamente com o0s
esferdides, por serem capazes de se auto-organizarem, de exibirem uma arquitetura
similar com a do tecido de origem e de exercerem funcdes especificas do tecido (Yin et
al., 2016).

Recentemente, tém sido aplicados na nova geracdo de terapia regenerativa,
desenvolvimento e modelagem de doengas, e testes a farmacos (Clevers, 2016;). Além

disso, podem tornar possivel a substituicao de 6rgdos inteiros (Clevers, 2016).
1.2.2.1. Organéides Orais

Tendo em conta o que foi referido anteriormente, os organdides orais sdo
estruturas tridimensionais complexas que se desenvolvem a partir de células-tronco, por
meio de um processo de auto-organizagdo e recriacao de arquiteturas e funcionalidades
semelhantes a 6rgaos e tecidos in vivo, na regido maxilofacial (Gao ef al., 2021). Varios
organoides orais, incluindo organdides do gérmen dentario, organodides das glandulas
salivares, organdides do epitélio lingual e organdides do botdo gustativo foram
construidos. Esses organdides geralmente, mantém as principais fungdes e as estruturas

caracteristicas do 6rgdo correspondente, até certo ponto (Gao et al., 2021).

Até agora, tém sido aplicados no estudo dos mecanismos de desenvolvimento
dentario, patologia e regeneracdo da glandula salivar e terapéutica de precisdo para o

cancro da lingua.

2. Componentes basicos dos organoides

2.1.Células-tronco

As células-tronco sdo definidas como as células com capacidade unica de auto-
renovacdo e diferenciacdo, permitindo a formacgdo de células diferenciadas (Clevers,
2015).

Os organdides orais podem ser derivados de dois tipos principais de células-
tronco: células-tronco adultas (ASCs) e células-tronco pluripotentes (PSCs) que se
dividem em células-tronco embriondrias (ESCs) e células-tronco pluripotentes

induzidas (1iPSCs), tal como referido anteriormente.
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A formacdo de um organdide baseada na utilizacdo de células-tronco
pluripotentes replica, principalmente, o processo de desenvolvimento do 6rgdo. Estas
células sdo induzidas a diferenciarem-se em linhagens especificas, na presenga de
fatores de transcri¢do especificos (Eiraku et al., 2011; Lancaster et al., 2013). Em
contrapartida, no processo de formagao organdide baseado em células-tronco adultas, os
componentes do nicho das células-tronco sdo aproveitados, englobando uma série de

sinais bioquimicos e biofisicos (Barker et al., 2010; Huch et al., 2013b).

Normalmente, as células exibem uma capacidade intrinseca de se agregarem em
estruturas complexas quando colocadas num ambiente tridimensional, na presenca de
fatores de crescimento e pequenas moléculas (Gao et al., 2021).

Quando cultivadas em microambiente adequado, as células-tronco adultas e as células-
tronco pluripotentes, apresentam fortes habilidades de se diferenciarem em linhagens

especificas e de se auto-organizarem em estruturas de certos 6rgaos (Gao et al., 2021).

2.1.1. Células-tronco adultas / células progenitoras (ASCs)

ASC, células-tronco adultas, sdo definidas como células com capacidade
intrinseca de se auto-renovarem e de se diferenciarem nos tipos de células presentes nos
tecidos onde estdo inseridas, mantendo a sua estabilidade genomica (Huch et al., 2015),
desempenhando assim um papel fundamental na homeostase e / ou reparo do tecido

(Jeong et al., 2020).

As células-tronco da polpa dentaria (DPSCs) sdao um exemplo de ASCs com
capacidade para construcdo de organoides do gérmen dentirio (Athanassiou-
Papaethymiou et al., 2015; Jeong et al., 2020; Rosowski ef al., 2019) e de organdides da
glandula salivar (Adine et al., 2018; Urkasemsin et al., 2020). A linha celular SIMS,
proveniente de células da glandula salivar submandibular de camundongo adulto
imortalizado, também se pode diferenciar em populacdes unicas de células acinares,
mioepiteliais e ductais sob varias condi¢des de diferenciacdo (Athwal & Lombaert,

2019).
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As células-tronco Lgr5+ (Aihara et al., 2015; Guo et al., 2019; Qin et al., 2018;
Ren et al., 2014; Ren et al., 2020; Schechtman et al., 2021; Takai et al., 2019) e Lgr6+
(Lin et al., 2021) provenientes das papilas circunvaladas demonstraram gerar
organdides com células gustativas diferenciadas. Recentemente, células Bmil+ isoladas
da camada basal do epitélio lingual foram usadas para estabelecer organodides do epitélio
lingual, considerados um tipo de células-tronco epiteliais linguais (LECs) (Hisha &

Ueno, 2019; Hisha et al., 2013).

A vantagem do uso deste tipo de células, ¢ que sao especificas para tecidos e
tendem a diferenciar-se em certos tipos de células. Portanto, podem gerar
espontaneamente organdides especificos, em condi¢cdes de cultura que mimetizam o

ambiente molecular, no tecido adulto (Bartfeld & Clevers, 2017).

2.1.2. Células-tronco pluripotentes (PSCs)

O uso de PSCs, células-tronco pluripotentes, para a formacdo de organdides
orais, apresenta vantagens, tais como, elevada capacidade de diferencia¢do e auto-
renovagdo (Gao et al., 2021). Estas células podem ser induzidas a diferenciar-se em
varias linhagens de células somdticas que mimetizam os sinais de padronizacdo e

posicionamento durante a embriogénese (Takeo & Tsuji, 2018).

3.  Estruturas de suporte ou scaffolds

Recentemente, muitos investigadores tém aplicado esfor¢os adicionais no ambito
da Medicina Regenerativa e da Medicina Dentaria com o intuito de desenvolver
materiais e designs ideais de matrizes biodegradaveis que fornegam apoio a formagao

do 6rgdo desejado e/ou tecidos de interesse, de tamanho e forma especificos.

Estruturas de suporte ou scaffolds sao estruturas tridimensionais formadas por
biomateriais, usadas na engenharia dos tecidos (O’Brien, 2011). Apresentam um papel
fundamental no suporte, uma vez que funcionam como uma matriz extracelular artificial

que permite a adesdo, prolifera¢do e diferenciag¢do celular ao longo do desenvolvimento
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do novo tecido e para além disso, fornecem estrutura e funcionalidade apropriada aos

tecidos (Bartolo et al., 2008), mesmo ap6s a implantagdo.

Na utilizagdo e construcdo de uma estrutura de suporte, existem algumas
condi¢des que devem ser reunidas, tais como, biocompatibilidade (Mikos & Temenoft,
2000), tanto para as células cultivadas como para o tecido onde serd implantada, deve
ser biodegradavel, ou seja, a medida que as células proliferam e produzem a sua propria
matriz extracelular, o scaffold deve ser substituido e por ultimo, devem ser levadas em
consideragdo, as suas propriedades mecanicas (rigidez e flexibilidade, area de

superficie) que devem ser tidas em conta consoante o local em que seja implantado

(O’Brien, 2011).

A presenca de poros e de interligacdes, permite ndo so criar condigdes
nutricionais adequadas (nutrientes e oxigénio), eliminacdo de residuos ou metabolitos,
como também de migracdo e proliferagdo celular, vasculariza¢do e organizagdo espacial

adequada (O’Brien, 2011).

Para simular a matriz extracelular (ECM) nativa, varias estruturas de suporte,
incluindo estruturas 3D, feitas de materiais naturais e sintéticos, bem como substratos
de ECM produzidos a partir de matrizes acelulares, t€ém sido usadas na construgdo
organoide (Figura 2) (Gao et al., 2021). S3o uma abordagem inovadora da
bioengenharia, que tem como objetivo principal formar uma estrutura tridimensional
com uma morfologia especifica propicia para as células desejadas serem semeadas

(Jamal, 2016).

Embora apresentem beneficios, uma vez que, atuam como guias no crescimento
celular, apresentam algumas desvantagens. Em primeiro lugar, atuam como um
obstaculo na interagdo epitelial-mesenquimal. Em segundo lugar, alguns destas
estruturas, tais como o colagénio e o PLGA, podem atrasar o mecanismo de resposta
imune. Por Ultimo, demonstram uma vascularizacdo deficiente, quando utilizado in vivo

(Jamal, 2016).

Tal como referido anteriormente, os biomateriais encontram-se divididos em:

derivados naturais e polimeros sintéticos (Jamal, 2016).
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3.1. Tipos de Materiais

3.1.1. Materiais Naturais

Diversos derivados naturais t€ém sido empregues na constru¢do de scaffolds:
colagénio, alginato, fibrina, quitina, quitosano, glicosaminoglicanos e matrizes
acelulares (O’Brien, 2011). Com os avangos das técnicas de bioengenharia, uma outra
alternativa foi proposta, a aplicagdo de matrizes convencionais, a utilizagao de scaffolds

derivados de tecidos acelulares (Gao et al., 2014).

A maioria dos sistemas de cultura 3D relatados utilizam substratos de derivados
nao humanos, como o matrigel, o que limita seu potencial para uso clinico. O matrigel
¢ uma matriz extracelular natural gerada por células de sarcoma de rato e rico em
fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular, como laminina-1, colagénio
IV e proteoglicanos de sulfato de heparina (Patel & Alahmad, 2016). Este, ¢ um
componente organdide basico amplamente utilizado para imitar a membrana basal
natural, induzindo a diferenciagdo de células-tronco/progenitoras ¢ o crescimento de
tipos de células ja diferenciadas, causando a polarizagdo de células embutidas ou sobre
ele (Ciano ef al., 2014). O matrigel e gel de colagénio tém sidos usados para construir
organdides orais, principalmente porque fornecem um ambiente tridimensional propicio

a formacao de estruturas complexas (Monteiro & Yelick, 2017).

Os polimeros naturais apresentam varias vantagens, principalmente ao nivel da
atividade biologica, ao nivel da promoc¢ao da adesao, da proliferacao celular e pelo facto
de serem biodegradéaveis (O’Brien, 2011). Contudo, também exibem desvantagens: uma
vez que se trata de polimeros provenientes de fontes bioldgicas, a obtengdo em grandes
quantidades ¢ um desafio (Mikos & Temenoff, 2000), a complexidade dos seus
componentes, torna dificil controlar com precisdo as condi¢cdes da cultura e a sua

reprodutibilidade (Yin et al., 2016), apresentam fracas propriedades mecanicas

(O’Brien, 2011) e podem desencadear uma resposta imunoldgica.
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3.1.2. Materiais Sintéticos

Como alternativa, varios materiais sintéticos tém sido usados na construcao de
organodides, as suas propriedades bioquimicas e bioativas podem ser facilmente

modificadas para diferentes tipos de células-tronco.

Os materiais sintéticos mais usados na constru¢do de scaffolds sdo os poliésteres
alifaticos lineares, compostos como o acido poliglicélico (PGA), policaprolactona (PCL),
acido polilactico (PLA) e o seu copolimero, acido poli (lactico-co-glicolico) (PLGA).

Por exemplo, o poli (acido latico-co-glicolico) (PLGA), embora tenha uma estrutura
bastante porosa, tem sido utilizado na constru¢ao de organdides do gérmen dentério, de

forma a facilitar a interagdo DE-DM (Cai et al., 2017).

Os hidrogéis sintéticos de PLGA e acido hialuronico (HA) tém sido usados para
a formagdo de organoides da glandula salivar, uma vez que promovem a formacao de

estruturas interconectadas e ramificadas (Ozdemir et al., 2016).

Os polimeros sintéticos apresentam caracteristicas tais como: adaptagdo da sua
arquitetura, a possibilidade de controlar a sua degradagdo (O’Brien, 2011), capacidade
de produgao em massa (Mikos & Temenoft, 2000) e, devido a sua natureza, o potencial
de desencadearem uma resposta imunoldgica e de existir transmissdo de agentes

patogénicos ¢ reduzida (O’Brien, 2011).

No geral, diferentes materiais, oferecem diferentes vantagens, na construcao de
organdides orais. Até agora, nenhuma matriz fornecia condigdes adequadas para replicar

o0 processo da organogénese oral.

3.1.3. Sem estrutura de suporte- Levitacio magnética

A maioria dos sistemas de cultura 3D utiliza matrizes de derivados ndo humanos
e outros, apresentam varios desafios técnicos, que limitam o seu potencial para uso
clinico. Para superar estas dificuldades, culturas de levitagdo de células foram

recentemente desenvolvidas, para produzir culturas 3D sem substrato, permitindo a

23



formacao de um organodide

Urkasemsin et al., 2020).
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Figura 2- Resumo das estratégias de construgdo de organodides orais (Modificado de Gao et al., 2021).

4. Orgio dentario/ Dente

O dente propriamente dito consiste no esmalte, que se caracteriza por ser um

tecido duro, inerte e acelular, com origem epitelial e na dentina, um tecido conjuntivo
laxo, menos mineralizado, mais resiliente e vital (Nanci, 2012). Estes dois tecidos
cobrem e protegem a polpa dentéria, rica em tecido conjuntivo, vasos e nervos. Os
dentes estdo implantados nos ossos maxilares pelos tecidos de suporte: cemento,

r

ligamento periodontal e osso alveolar (Nanci, 2012). O esmalte ¢ um tecido
mineralizado Unico que ¢ produzido apenas uma vez, durante o desenvolvimento da
coroa do dente, e a capacidade de regenerar o esmalte ¢ perdida nos humanos (Binder ef
al., 2020). Apos o nascimento, as células-tronco permanecem em nichos especificos dos

orgdos e fornecem a potencial fonte de reparacdo e regeneracao.

No dente e nos tecidos de suporte dentario, varios tipos de células-tronco foram

identificadas, incluindo células-tronco da polpa-dentaria (DPSCs) (Zheng et al., 2019),
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células-tronco do ligamento periodontal (Lei et al., 2014), células-tronco da papila
apical (Nada & Backly, 2018) e células do foliculo dentario (Zhou et al., 2019). Entre
eles, as DPSCs de linhagens de células mesenquimais que residem na polpa e
apresentam grande potencial de diferenciagdo, capazes de se diferenciar em

odontoblastos formadores de dentina (Zheng et al., 2019).

Existem basicamente duas abordagens diferentes na literatura para a
bioengenharia de um orgao dentdrio: A primeira abordagem ¢ realizada associando
células-tronco epiteliais dentarias (DESCs) e células-tronco mesenquimais dentarias
(DMSCs) in vitro, que levam a formagdo de um primoérdio dentério (explante), que pode
ser implantado no osso alveolar, terminar o seu desenvolvimento e formar um dente
funcional (Ikeda ef al., 2009). Define-se explante como “um fragmento celular de tecido
de um determinado 6rgao, usado para iniciar culturas, in vitro” (Grant et al., 2013). A
segunda abordagem ¢ feita implantando no osso alveolar, uma estrutura degradavel pré-
fabricada que se assemelha a morfologia do dente semeado com DESCs e DMSCs, que
eventualmente dard origem a um dente funcional (Young et al., 2002). Este, deve ser
um orgdo totalmente funcional, com capacidade mastigatdria, colaboracdo bioldgica
com os tecidos do ligamento periodontal, bem como a capacidade de responder a
estimulos nocivos no compartimento maxilofacial (Yelick & Sharpe, 2019). Uma das
preocupagdes Obvias na terapia regenerativa dentaria € se o transplante do primoérdio do
germe dentario, produzido por bioengenharia, colocado na area edéntula do paciente, ira

erupcionar com sucesso € ocluir apropriadamente com os dentes opostos.

Diferentes estratégias de constru¢do de organdides do gérmen dentario tém sido
implementadas ao longo dos ultimos anos, com o objetivo de regenerar estruturas
constituintes do dente, como tecido duro, tecido pulpar, vasos sanguineos e fibras
nervosas. A interacdo entre as cé€lulas epiteliais derivadas do gérmen do dente (DE) e
células mesenquimais dentirias (DM), aparentam ser o ponto-chave para o seu

desenvolvimento (Gao et al., 2021).
Também as células-tronco da polpa dentaria (DPSCs) podem ser facilmente

obtidas como ASCs em tecidos de polpa dentaria (Sharpe, 2016) e usadas para simular

mesénquima e construir organoides de germe dentéario (Rosowski et al. 2019).
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5. Glandula Salivar

Existem trés glandulas salivares principais ou major (glandulas parotidas,
submandibulares e sublinguais) e 100-1000 glandulas salivares minor. As glandulas sdo
orgdos excretores complexos compostos por células acinares produtoras de saliva,
células mioepiteliais que facilitam a expulsao da saliva e células ductais através das
quais, a saliva ¢ secretada para a cavidade oral (Pringle et al., 2013). Misturado com as
células ductais residem as células-tronco da glandula salivar (SGSCs), que expressam c-
Kit, CD49f, CD133, CD24 e marcadores de superficie celular CD29 (Nanduri et al.,
2011). As unidades secretoras sao compostas por c€lulas epiteliais, € mesenquimais em
interagdo que se unem durante os estagios de desenvolvimento, semelhante a outros

orgaos ramificados (Hosseini ef al., 2018).

A glandula salivar, tal como muitos outros 6rgaos, sofre morfogénese ramificada
para gerar um Orgdo arborizado com uma grande area de superficie e num espaco
relativamente pequeno. A células progenitoras epiteliais sofrem morfogénese ramificada
e diferenciagdo para produzir um 6rgao adulto funcional (Hosseini et al., 2018). Estes
processos sdo controlados pela acdo de varios fatores de crescimento tais como, o fator
de crescimento epidérmico (EGF), os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) e o
fator de crescimento transformador f (TGF- B), que podem induzir a diferenciacdo das
células, bem como alteragdes nas propriedades de ECM e na sua composi¢do (como

colagénio, laminina e fibronectina) (Yang & Young, 2008).

A saliva desempenha um papel importante na homeostase oral, neutralizando o
pH, lubrificando a cavidade oral, protegendo a mucosa oral de estimulos nocivos
(bactérias e virus, etc) e auxiliando na digestdo de alimentos (Diaz-Arnold & Marek,
2002). A hiposalivagao da glandula salivar acompanhada de sensacdo subjetiva de boca
seca (ou xerostomia), ¢ uma condi¢do clinica em que a producdo de saliva ¢ bastante
reduzida, causando desconforto durante a mastigacdo, fonagdo, carie dentaria e
comprometimento de microbiomas orais (Jensen et al., 2010). A radioterapia da cabeca
e pescoco (Jensen et al., 2010) e outras condic¢des sistémicas comuns, incluindo doencas

autoimunes (sindrome de Sjogren, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e doenca
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granulomatosa), metabodlicas (diabetes mellitus ndo controlada) e doencgas do sangue
(anemia), podem resultar em xerostomia. Nos pacientes com hipossalivagado, o alivio da
sua sintomatologia ¢ dificil de alcangar, uma vez que, se trata de um dano irreversivel
nos compartimentos epiteliais secretores e neuronais (Ferreira et al., 2016). Esta
condi¢do apresenta efeitos prejudiciais orais ao longo da vida, incluindo infegdes,
edema da mucosa, dor, sensagdo de sabor alterada, podendo mesmo levar indiretamente

a perda de dentes (Diaz-Arnold & Marek, 2002).

Estudos recentes demonstraram que o transplante de células-tronco/ progenitoras
epiteliais autologas derivadas de GS podem promover a regeneracdo das glandulas
salivares e restauragao funcional (Lombaert et al., 2017). Mesmo que as células-tronco
epiteliais derivadas de GS autdlogas sejam uma fonte celular ideal para reparo/
regeneragdo de glandulas danificadas (Maimets et al., 2016; Nanduri et al., 2014;
Pringle et al., 2016), o nimero limitado de células, particularmente em pacientes idosos
ou comprometidos, e a dificuldade de cultura e expansdo, ex vivo, constituem algumas
das principais limitagdes desta terapia. Estudos anteriores demostraram que, as células-
tronco nao salivares, particularmente diferentes tipos de células nao epiteliais, incluindo
células-tronco embrionarias (ESCs), células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) e
células-tronco mesenquimais (MSCs), também exibem efeitos benéficos sobre
reparacdo/ regeneracdo de tecido danificado (Lombaert et al., 2017). Estas células-
tronco ndo epiteliais demonstraram diferenciar-se em células acinares estruturais e
funcionais quando co-cultivadas com células da GS, in vitro, ou apos transplante para
um tecido danificado (Lin ef al., 2011), e, portanto, substituir parcialmente as células da

GS danificadas ou perdidas.

Recentemente, a engenharia de tecidos de GS com o uso combinado de células-
tronco/ progenitoras, scaffolds bioldgicos ou sintéticos biocompativeis/ biodegradaveis
tridimensionais e fatores de crescimento foram relatados como uma potencial
abordagem terapéutica para reparo /regeneragdo de GS hipofuncional (Lombaert ef al.,
2017). Tém sido propostos varios modelos de auto-organizacdo recém-estabelecidos de
células da glandula submandibular (SMG), que levam a formag¢do de uma estrutura
semelhante, organizada, a partir de esferdides e organoides (Ferreira et al., 2016;

Pringle et al., 2016).
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6. Epitélio Lingual e botdes gustativos das papilas linguais

A lingua ¢ um importante 6rgao digestivo e sensorial que tem multiplas funcdes, sendo
determinante na ingestdo dos alimentos e no paladar. A superficie da lingua ¢ coberta
por camadas de células epiteliais escamosas estratificadas. O epitélio dorsal lingual
contém 4 tipos de papilas: filiformes, fungiformes, foliadas e circunvaladas. As papilas
gustativas sdo consideradas orgaos independentes da lingua (Gao et al., 2021). Os
botdes gustativos sao aglomerados de células sensoriais polarizadas incorporadas em
trés das papilas gustativas, nomeadamente papilas circunvaladas (CV) e foliadas (FL) na
regido posterior da lingua, bem como papilas fungiformes (FF) na regido anterior da

lingua (Barlow, 2015).

Com base na classificacdo morfoldgica e funcional, existem trés tipos principais
de células gustativas numa Unica papila gustativa (Yarmolinsky et al., 2009). O Tipo I
sdo células gustativas indiferenciadas e imaturas, marcadas por NTPDase2 que converte
ATP em ADP, pois o ATP de células recetoras gustativas ativa recetores purinérgicos
em aferentes sensoriais gustativos (Vandenbeuch et al., 2013). As células do tipo II
expressam os recetores gustativos acoplados a proteina G, detetando sinais doces,
“umami” (saborosos/deliciosos) e amargos, levando a libertacio de ATP quando
estimuladas (Taruno ef al., 2013). As células gustativas do tipo III sdo responsaveis pela
transducdo de estimulos de sal e acido e fazem contatos sindpticos convencionais nas

fibras nervosas aferentes (Huang et al., 2006).

Ainda ndo esta clara a localizagdo das células-tronco epiteliais linguais (LECs),
no entanto, acredita-se que estejam localizadas na camada basal do epitélio lingual
(Hisha et al., 2013). Recentemente, células Bmil-positivas isoladas da camada basal do
epitélio lingual tém sido usadas para estabelecer organoides do epitélio lingual, que sdo

considerados um tipo de células-tronco epiteliais linguais (LESCs) (Hisha ef al. 2016).
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7. Objetivos

O objetivo desta revisdo sistematica ¢ avaliar a evidéncia cientifica publicada sobre a
utilizacao da técnica organdide na regeneracao/ recuperacao de tecidos orais lesados ou
perdidos. Para a realizagdo deste trabalho, foram reunidos estudos in vitro, relativos a
estratégias de construcdo de organdides orais. Pretende-se, portanto, responder a

questdo: serdo os “Organdides: o futuro da Medicina Dentéria regenerativa?”.
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1I. Materiais e métodos

1. Defini¢cdo da pergunta de pesquisa / Design do estudo

De acordo com as Guidelines do PRISMA, formulou-se a seguinte pergunta de
investigacao, usando a nomenclatura PICO:
e P (populagdo): ensaio celular in vitro;
e I (Intervencdo/ exposi¢do): desenvolvimento/ regeneragao e avaliagdo de
orgao/estrutura da cavidade oral;
e C (Comparagdo): estrutura/ 6rgdo natural;

e O (Outcome): sucesso/ insucesso da intervencao;

2. Estratégias de Pesquisa Sistematica

A pesquisa sistematica foi realizada com recurso a quatro bases de dados digitais e
universais: B-on, PubMed, Web of Science e Scopus.

As palavras-chave: “organoids”, “bioengineering”, “cell culture”, “salivary
gland”, “tooth” e “tongue”, foram individualmente combinadas entre si com o intuito de
se obter uma melhor percecao dos estudos pertinentes para a revisdo sistematica da
literatura.

Nas bases de dados utilizadas, aplicaram-se os operadores booleanos, tais como
AND e OR, de forma a obter as combinagdes necessarias para a pesquisa objetivada

(Cochrane Effective Practice and Organisation of Care, 2017).

Aplicaram-se as seguintes chaves de pesquisa:
e No PubMed: “=((organoids [MeSH] OR bioengineering [MeSH] OR cell
culture) AND (salivary gland [MeSH] OR tooth [MeSH] OR tongue
[MeSH]))” e adicionaram-se filtros como “Full text” e “2011-2021” e

“english”, de forma a reduzir o nimero de artigos obtidos;

e No B-on: “(organoids OR bioengineering) AND (salivary gland OR
tooth OR tongue)” e aplicaram-se os seguintes filtros “2011-2021”,
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“English”, “Odontologia”, “Aplicar palavras relacionadas”, “Pesquisar

também no texto integral dos artigos” e “texto integral”;

e No Web of Science: “TS=((organoids OR bioengineering OR cell culture)
AND (salivary gland OR tooth OR tongue))” e os filtros aplicados foram
“2011-20217,  “English”,  “DENTISTRY ORAL  SURGERY
MEDICINE”, “CELL BIOLOGY” e “CELL TISSUE ENGINEERING”;

e No Scopus: “((organoids OR bioengineering OR cell culture) AND
(salivary gland OR tooth OR tongue))” e os filtros aplicados foram
“2011-20217, “English” e “Dentistry”.

Também foi realizada a pesquisa manual de referéncias bibliograficas dos
artigos revistos de forma a identificar potenciais artigos, ndo abrangidos pela estratégia

de pesquisa previamente enunciada.

3. Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram definidos critérios de inclusdo e exclusdo, de maneira a realizar a
pesquisa sistemadtica e responder a pergunta formulada. Encontram-se especificados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Critérios de inclusdo e exclus@o aplicados na pesquisa para a revisao sistematica.

Critérios de Inclusio Critérios de Exclusao

Estudos in vitro Revisdes narrativas ou sistematicas

Estudos que ndo referenciassem, especificamente,
a utilizacdo da técnica organdide, a partir de varias
linhagens celulares, em Medicina Dentaria

4. Selecao de Estudos

Depois de realizada a pesquisa sistematica, foi efetuada uma triagem criteriosa

que incluiu apenas os artigos que respeitavam os critérios de inclusdo, referenciados
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anteriormente. Posteriormente, foram removidos os duplicados com recurso a um gestor
de referéncias (Zotero, versao 5.0.95.1) e analisaram-se os titulos e respetivos resumos e
realizada a leitura integral dos artigos, em caso de inclusdo. Simultaneamente, foi
realizada uma pesquisa manual na bibliografia dos artigos incluidos. Foram apenas
revistos os artigos escritos em inglés, tendo a pesquisa ficado restrita a publicagcdes dos
ultimos dez anos (2011-2021). Aqueles artigos que nao se encontravam dentro dos

critérios estipulados, foram excluidos.
5. Recolha e Processamento de dados

Trés revisores independentes avaliaram os titulos e os resumos dos estudos e
foram coletados dados do texto integral dos artigos incluidos. Os dados retirados foram
os seguintes: autor(es), ano do estudo, tipo de célula, scaffold, método de cultura,
resultados, marcadores e técnica, pontes fortes e limitagdes do estudo. Discordancias
durante a selecdo do estudo, extragdo de dados e a avaliacdo da qualidade foram

resolvidas por discussao entre os revisores.

6. Avaliacao da qualidade dos estudos e Avaliacdo do Risco de Enviesamento

De forma a avaliar o risco de viés, foi utilizada a ferramenta Quality assessment
tools for in-vitro studies (version 2) (Cramond et al., 2016), constituida por 17
perguntas, agrupadas em sete dominios (D1, D2, D3, D4, D5, D6 e D7), que se
encontram no Anexo II. Cada uma destas perguntas foi classificada como “Sim” (Yes),
“Nao” (No) e “Nao esta claro” (Unclear), sendo que o “Sim” (Yes) ¢ considerado baixo
risco de viés, “Nao” (No) ¢ considerado de alto risco de viés e “Nao estd claro”
(Unclear) corresponderia a risco de viés intermédio. Considera-se que o risco de
enviesamento € alto na coluna overall quando existem dois ou mais resultados

classificados com “nao” (no).

Sempre que existe um estudo classificado com “No Information” em um ou mais
resultados, ¢ classificado na coluna do overall como “Incerto”. Os resultados obtidos a
partir destas perguntas, foram seguidamente colocados sobre forma de grafico de barras
empilhadas (summary plot) e tabela de dupla entrada (7raffic light plot), realizados nos
programas Microsoft Excel € Robvis (McGuinness & Higgins, 2020).
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I11. Resultados

1. Resultados da estratégia de pesquisa

Tal como descrito na Figura 3, foram identificados 3797 resultados, referente a
pesquisas efetuadas nas bases de dados universais previamente selecionadas, tendo
obtido os seguintes resultados PubMed (n= 718), B-on (n= 1447), Web of Science (n=
1301) e Scopus (n=331). Posteriormente, os resultados foram exportados para o Zotero,
onde os duplicados foram removidos, restando 3210 artigos. Depois da leitura do titulo
e do resumo dos artigos, foram incluidas 85 referéncias. Seguindo os critérios de
inclusdo e exclusdo, 51 estudos tiveram que ser excluidos, levando a um total de 34
incluidos. Depois de revista a bibliografia dos artigos incluidos, foram adicionados 5
artigos manualmente, perfazendo o total de 39 artigos que foram revistos, sintetizados

ao longo do trabalho.

2. Sintese qualitativa da Evidéncia

Os 39 artigos que se encontravam de acordo com os critérios de inclusdo, foram
divididos em trés grupos distintos de utilizagdo da técnica organoide, na cavidade oral:
organdides do germén dentdrio (n= 6), organodides da glandula salivar (n=21),
organdides do epitélio lingual e botdes gustativos (n=12). Os estudos e as suas

caracteristicas encontram-se especificadas na Tabela 2, Tabela 3 e Tabela 4.
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Identificacdo de estudos por meio de outros métodos

Artigos removidos antes da triagem:

-Artigos duplicados excluidos (n =
587)

Registos identificados em:

-Procura em citagdes (n =5)

Artigos excluidos apos leitura do
titulo e do resumo

(n=3125)

Artigos excluidos, apés leitura integral
(n=151):
e  Naio referenciam a técnica
organdide (n=49)
e  Estudo de organodides de
ameloblastoma (n= 1)
e  Artigos elegiveis (n=1)

v
Artigos elegidos para leitura integral
do texto
(n=5)

Artigos potencialmente relevantes,
o identificados de bases de dados
S eletronicas
é (n=3797):
= e PubMed: 718
S o B-on:1447
= e Scopus: 331
o Web of Science: 1301
———
SEmm—
Artigos selecionados (n =3210)
2
=
=
<«
Artigos elegidos para leitura integral
do texto (n = 85)
——
)
w
S
=
% Estudos incluidos na Revisio
= Sistematica
S|
(n=39)

Figura 3- Fluxograma de acordo com as guidelines PRISMA.
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2.1. Tabelas da revisao sistematica

Tabela 2 - Resumo dos artigos incluidos na revisao sistemadtica: estratégias de construcdo organdide do gérmen dentario.

Resultados

Referéncia Tipo de célula
Athanassiou- células
Papaefthymiou integrina-a6 +
etal., 2015 ve hERM ¢

células
estaminais
mesenquimais
da polpa
Bazina et al., Queratindcitos
2021 orais murinos
imortalizados

Células-tronco
epiteliais e
mesenquimais
de

Binder et al.,
2020

Scaffold

Matrigel /
PLGA

Nao foi
utilizado

Matrigel

Resumo das virias estratégias de construcio organéide do gérmen dentario

Método de cultura

As células hRERM integrina-06 +
ve foram expandidas e inseridas
numa cultura 3D definida. Foi
realizado o seu co-transplante
subcutineo, com células
estaminais mesenquimais da
polpa, em PLGA.

As células IMOK foram tratadas
com TGF-B1, cresceram numa
cultura 3D definida, na presenca
de serotonina. Apos a
mineralizagdo, os cristais recém-
formados foram densificados sob
pressdo e vacuo

Suspensao tnica de células
epiteliais, suplementada por Shh,
cultivada em condig¢des ndo
aderentes. Co-cultura 3D de

Resultados

Formagéo ossiculos
heterotopicos totalmente
mineralizados, in vivo que
apresentavam dentina,
esmalte, cemento € 0SsO0.

Formag@o de organoides que
estabeleceram uma matriz rica
em amelogenina. Os cristais
depois de densificados,
produziram um material
semelhante ao esmalte, que
demonstrou alinhamento
paralelo de cristais de
hidroxiapatite, semelhantes a
prismas de esmalte com
propriedades mecanicas
comparaveis ao esmalte
dentario como translucidez de
luz

As células formaram esferas
de tamanho variavel,
incluindo esferas maiores
semelhantes a organodides e
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ICC: OCT4, NANOG, SOX2,
LGR5 e RING1B; TEM: mostrou
depdsitos minerais caracteristicos de
dentina, cemento, esmalte € 0sso,
bem como vesiculas secretoras,
mineralizagdo de areas ricas em
fibras de colagénio, espiculas
acelulares dentro do tecido
mineralizado e estruturas
trabeculares do osso

ICC: o ligante 5-HT da serotonina
foi localizado proximo ao esmalte do
gérmen dos molares em
desenvolvimento, € o recetor
HTRDb2, foi identificado em
ameloblastos, dentro do esmalte;
observagao de esmalte biomimético,
rico em amelogenina

PCM: as células geraram esferas
com compartimentos mesenquimais
e epiteliais claramente distinguidos
dentro das esferas. Foram detetadas

Pontos fortes

Constitui um avango em
diregdo ao sucesso da
engenharia de tecidos,
levando a formacdo de
um tecido mineralizado
complexo, a partir da
utilizagdo de células
progenitoras epiteliais e
mesenquimais, que
medeiam o
desenvolvimento
dentario

A serotonina ¢ indutora
no desenvolvimento de
um material
biomimético semelhante
ao esmalte a partir de
queratinocitos epiteliais
orais reprogramados, in
vitro. A facilidade de
colheita de células
somaticas adultas,
oferece oportunidades
empolgantes para
enfrentar os desafios
regenerativos ligados a
perda de esmalte

Permitiu o fornecimento
das etapas necessarias
para a formagéo de
esmalte, que até agora

Limitagoes

Nao refere

Nao refere

Nao refere



camundongos
adultos

Jeong et al., hDPSCs

2020

Rosowski et hDPSCs e

al., 2019 queratindcitos
da gengiva
humana

Wang et al., Células

2019 mesenquimais
e células
epiteliais do
GD de um

Matrigel

Nao foi
utilizado

Nao
refere

células epiteliais e mesenquimais
adultas

Método de cultura flutuante para
células da linhagem
mesenquimal, em diferentes
condigdes de cultivo

Suspensao tinica de células
epiteliais, numa proporg¢do de 1:4,
em relagdo ao niimero inicial de
células, usado para condensagio
mesenquimal, cultivadas sob
condig¢des ndo aderentes, num
meio apropriado para ambos 0s
tipos de células

As células mesenquimais e as
células epiteliais foram semeadas
separadamente em pogos de
fixacdo ultrabaixa. Os dois tipos
de esferdides celulares formados,

esferas menores altamente
celulares. A co-cultura de
células-tronco epiteliais e
mesenquimais demonstrou
que pode ser usada para gerar
ameloblastos in vitro e
geraram um novo modelo de
reporter transgénico,
Enamelin-tdTomato, que
permite a identificacdo de
ameloblastos diferenciados,
em tecidos vivos

Formaram-se condensados
esferdides, que se
diferenciaram e geraram
organoides semelhantes a
dentina-polpa. Apos
aplicagdo de Biodentine®, o
organdide apresentou
agregacdo celular mais rapida,
apresentado um formato
irregular e cor mais densa,
quando comparado sem
aplicacao

Formagao de um organoide de
um gérmen dentario
semelhante ao equivalente
humano, in vivo,
reproduzindo as interagdes
reciprocas comuns do
desenvolvimento do dente

Inicialmente formaram-se
esferdides de células epiteliais
(esfera Ep) e esferoides de
células mesenquimais (esfera
Me). Quando em contacto,
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células produtoras de amelogenina
no compartimento epitelial, pré-
ameloblastos. Uma faixa de
coloragdo com laminina sugeriu a
formag@o de membrana basal ao
redor das células epiteliais; ICC:
EpCAM+, Amelogenina, SOX2+ e
laminina

micro-CT: mineralizagdo no grupo
ODM11; EM: Visualizagao de
matriz calcificada na superficie do
organodide com presencga de um
tabulo e de odontoblastos /ike-cells
com uma forma alongada, com
estruturas celulares (N, G, RER, M),
na zona periférica. Na presenca de
Biodentine®: Colora¢ao H&E:
ODMI1 1- aumento da formagao de
colagénio; IF: ODM11- DMP-1+¢
PHEX+

Coloragdo H&E: agrupamento de
células dentro do condensado
mesenquimal: centro acelular, mas
rico em matriz extracelular, camada

média com colagénio tipo IV e tipo |

e vimentina e disposi¢do em coluna,
das células epiteliais internas,
indicando a formagdo de uma
camada basal epitelial. A camada
externa com CK8/18+ e CK15+.
Transcriptoma: SNAI1+ e SNAI2+

IF: eGFP+

ainda ndo tinha sido
produzido in vitro, a
partir de células-tronco

A estrutura organodide
obtida apresentou
células viaveis de serem
reconstruidas, apos
dissociagdo

Células facilmente
obtidas dos dentes do
siso e da gengiva

Um animal grande como
0 porco, parece ser um
modelo promissor para
estudar patologias
humanas e terapias pré-

Nao se pode definir
com certeza, a
aplicabilidade dos
organoides
semelhantes a polpa
dentaria, na
regeneragdo de
tecido dentinario e
pulpar, porque nao
se verificou o seu
efeito in vivo

Nao foi transferido
in vivo, pelo que o
resultado da
regeneragdo apos
transplante € incerto

Nao refere



Resultados

molar (em fase foram misturados numa cultura levaram a formagdo de um clinicas devido a sua
inicial de sino- em suspensao e transferidos para  organodide Ep-Me comparabilidade com
E50, fase de um meio de cultura proprio, para humanos em muitos
sino-E60 e fase promover a interacdo dos aspetos
secretora-E70) agregados celulares.

Legenda: 5-HT, serotonina; DMEM, meio Eagle modificado de Dulbecco; EGF, fator de crescimento epidérmico; EM, microscopia eletronica; FBS, soro fetal bovino; G, aparelho de golgi; GD, gérmen dentario; H&E,
Hematoxilina/Eosina; hDPSCs, células da polpa dentdria humana; hERM, células epiteliais humanas de Malassez; ICC, Coloragao Imuno-histoquimica; IF, Imunofluorescéncia; IMOK, linha celular de queratindcitos orais murinos
imortalizados; LACLS, al¢a cervical labial; M, mitocondrias; MET, microscopia eletronica de transmissdo; micro-CT, micro-tomografia computorizada; N, nicleo; PCM, microscopio de contraste de fase; PLGA, poli (4cido lactico-co-
glicolico); qRT-PCR /PCR, reagdo em cadeia polimerase quantitativa em tempo real; RER, reticulo endoplasmatico rugoso; TGF-B1, fator de transformagédo de crescimento beta 1;
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Tabela 3 - Resumo dos artigos incluidos na revisao sistematica: estratégias de construcdo organdide da glandula salivar.

Referéncia

Adine et al.
2018

Athwal e
Lombaert,
2019

Cho et al.,
2021

Tipo de célula

hDPSC Nao foi

utilizado

linha celular
SIMS,
imortalizada de
uma SMG de
camundongo
adulto

Matrigel

Células
epiteliais da
SMG de

murinos

Matrigel

Scaffold

Resumo das varias estratégias de construcio organéide da glindula salivar

Método de cultura

Bioimpressao magnética 3D com
recurso a nanoparticulas magnéticas
que marcam as células e organizam-
nas espacialmente em torno de
pontos magnéticos. As células foram
bioimpressas em esferas e cultivadas
em meio de diferenciacdo epitelial
suplementado com FGF10, de forma
a recapitular a morfogénese epitelial
SG e tratados com meios
diferenciados neurogénicos (meio
composto por DMEM enriquecido)
de forma a recapitular a neurogénese

Mistura de
Células/colagénio/matrigel cultivada
em meio de diferenciagdo (Meio
completo SIMS suplementada por
EGF e FGF2)

Suspensdo de célula tinica, onde
foram removidos aglomerados de
células especificos. As células foram
incorporadas numa ECM
suplementada, levando a formagéo
de salisferas primarias que sofreram
auto-renovagao levando a formagao
de organdides. Foram desenvolvidos

Resultados

Esferoides diferenciados
(organodides) com um
compartimento epitelial
polarizado semelhante a SG e
propriedades funcionais
neuroepiteliais, que podem
permitir um fluxo unidirecional
de saliva, mimetizando a SG
normal. Também produziram o-
amilase salivar apos
estimulagdo com FGF10, e
mobilizac¢do de calcio
intracelular. Apos o transplante
de organdides da SG para area
ductal excretora das glandulas
em desenvolvimento, ex-vivo,
os organoides resgataram
significativamente o
crescimento epitelial

Formagao de um organdide da
SG ao 5° dia de cultura, a partir
de uma cultura simples

Os organodides da SMG
irradiada tornaram-se menores e
mostraram menos ramificacdes,
comparativamente aos
organdides da SMG néo
irradiada. A presenca de EGF
promoveu o crescimento e
inibiu a morte celular
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Ap6s suplementagdo com FGF10- IF:
AQP5+, KRT5+, KRT4+ reduzido
numero de células PECAM-1/ CD31+.
TEM: Células epiteliais com multiplos
granulos secretores a interagir por meio
de juncgdes estreitas intercelulares e
formag@o de limen

ICC: E-cad

Coloragdo H&E e PAS: preservagao
das estruturas acino-ductais no Grupo
EGF+ comparativamente com o Grupo
EGF-. MTC: Os grupos EGF+ exibiram
menos periductais e peri-fibrose
vascular do que o grupo EGF-. IF:
aumento do n° de células KRT14 + ¢
MIST1 +, no grupo EGF+ elevado,

Pontos fortes

Os DPSCs sao faceis de
obter; o uso de
bioimpressao magnética
tridimensional permite o
arranjo espacial celular e
a formagdo de esferdides
em menos de 24h

A linha celular SIMS
pode diferenciar-se em
células acinares,
mioepiteliais e ductais

A cultura organdide 3D
pode ser usada para gerar
um modelo de doenga
induzida por IR, para
prever respostas a agentes
terapéuticos
radioprotetores.

Limitagoes

A vascularizacao
dos organodides ¢é
limitada

Os componentes
complexos do
matrigel, dificultam
o controlo das
condi¢des de cultura
e podem reduzir a
capacidade de
reprodutibilidade

Nao refere



Ferreira et
al., 2019

Hosseini et
al.,2018

Hosseini et
al.,2019

Koslow et
al., 2019

SGDCs de
suinos

Células
epiteliais e
mesenquimais
da SMG
primaria de
camundongo
El6

Células
epiteliais e
células
mesenquimais
de SMG
embriondrias
de
camundongo

Células
epiteliais de

Nao foi
utilizado

Matrigel

Matrigel

Matrigel

dois modelos de organdide da SMG
de murino: um sujeito a radiagdo e
outro ndo sujeito a radiacdo

Bioimpressao magnética 3D
(levitagdo) com recurso a
nanoparticulas magnéticas (MNP)
que marcam as células e organizam-
nas espacialmente em torno de
pontos magnéticos. As células foram
bioimpressas em esferas e cultivadas
em meio de diferenciagdo composto
por DMEM

Aglomerados epiteliais E16 foram
cultivados em co-cultura com
mesénquima primario em meio
simples (SM), meio mamario (MM)
e numa mistura de 1:1

Células sao semeadas numa matriz
3D suplementada com FGF2

Compararam a sobrevivéncia e o
crescimento de aglomerados de

apoptotica das células epiteliais
salivares

Agregados celulares levitados
de multiplas camadas, com
mimetizagdo dos
compartimentos celulares das
SG nativas e com fungao
secretora especifica, apds
estimulag@o colinérgica

Aglomerados epiteliais
cultivados num meio
suplementado com FGF2, mas
ndo com EGF, foram capazes
de formar estruturas organdides
salivares grandes e complexas
exibindo estruturas semelhantes
a AQPS5 +, com um nucleo
epitelial, parecido ao da SG
nativa

Construgdo de organdides
salivares complexos que imitam
a arquitetura do tecido nativo
contendo células do
mesénquima salivar que
suportam a diferenciacao
celular, pro-acinar secretora, de
células-tronco epiteliais
salivares

Formagdo de organodides
salivares complexos com
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comparativamente com os restantes
grupos; a expressdo de Ki67 em células
progenitoras ductais KRT14 + e células
pro-acinares AQP5 + aumentaram
significativamente nos Grupos EGF+

BF: M3DL formou agregados de SGDC
com uma morfologia esférica uniforme;
IF: marcador de compartimentos
epiteliais- NKCC1, CHRM3, E-cad e
EpCAM; marcadores ductais- KRT14,
mioepiteliais- taSMA e neuronais- 3-
tubulina e ChAT

Em ambos os ensaios, houve formagao
de organdides robustos com presenca
de AQPS5 +, células mesenquimais bem
organizadas em torno do epitélio,
semelhante a arquitetura SMG nativa e
Vimentina+. BF: a presenca de
Laminina-111, FGF2 e mesénquima,
levou a expressdao de AQPS, EpCAM e
vimentina com DAPI

ICC: EpCAM, AQPS5, vimentina.

ICC: organdides derivados de
salisferas cultivadas em meio simp,

Ferramenta reprodutivel e
facil de utilizar que
permite a obtengdo de
organodides semelhantes a
SG, num curto espago de
tempo

Nao refere

As células derivadas de
SMG embrionario tem
forte capacidade de auto-
organizagao

A expansio mediada por
Y27632 de culturas de

Resultados

Necessidade de
exploragdo das
diferengas
fenotipicas entre
células primarias
porcinas e humanas
extraidas, bem
como avaliar a
eficacia dessas
células na formagdo
de organdides
funcionais ou mini-
glandulas in vitro

FGF2 ¢ laminina-
111 estimula a
ramificacdo ¢ a
diferenciagdo
proacinar em
organdides de
glandulas salivares,
na presenga de
mesénquima salivar
El6

Nao refere

Naio refere



Maimets et
al., 2016

SMG adultas e
mesénquima
primario E16

células
epiteliais
EpCAM+
ductais das SG
de
camundongo

Matrigel

diferenciagdo proacinar
secretora

células epiteliais isoladas de SMG
em meio Simp, meio simp+Y27,
meio Sali e meio Sali + Y27 e ainda
num meio TO. Formaram-se
salisferas que levaram a formacao de
organoides 3D, num meio simples
com FGF2, mesénquima primario
E16, ou ambos (Simp/Sali +/-
Y27632 com Mes- ou Mes+).
Compararam os organdides
derivados de salisférios adultos
ideais com os organdides
proacinares, anteriormente gerados, a
partir do tecido embrionario E16

Suspensao de célula tinica com
remogao de aglomerados de células
especificas. As células foram
subdivididas em trés subpopulagdes:
EpCAM+, EpAM +/-, EpCAM- e
incorporadas numa ECM
suplementada, onde foi adicionado
Wnt3 e Rspol (WRY médio).
Formaram-se salisferas primarias
que foram novamente incorporadas
numa ECM suplementada com meio
enriquecido (EM), em combinacdo
com DMSO (EM + DMSO) ou meio
enriquecido com antagonistas de
Wnt: IWR-1-endo (EM+ IWR-1),
IWP-2 (EM+IWP-2) e sFRP-1
(EM+sFRP1). As salisferas
primarias foram incorporadas em
matrigel suplementado com meio
WRY e sofreram auto-renovagao

EpCAM+ geraram esferas que
levaram a formagao de
estruturas semelhantes a
organdides, denominadas mini-
glandulas com eventos de
brotagdo extensos. O
transplante permitiu uma
melhoria da morfologia geral e
reaparecimento de tecido acinar
funcional
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exibiram pouco AQPS, em meio Sali
durante a fase salisférica exibiram um
aumento modesto, mas significativo nos
niveis de AQPS5 quando cultivados com
mesénquima FGF2 e E16, que foi ainda
melhorado por Y27632. Em organoides
derivados de salisferas cultivados em
meio Sali, o tratamento com FGF2
aumentou a expressao de AQPS,
enquanto em organoides derivados de
salisferas cultivados em Sali + Y27632,
FGF2 aumentou as células AQP5 +. Os
organoides derivados da salisférios
adultos contém células Kit + e a
diferenciagdo proacinar ¢ dependente de
FGF2 e mesénquima, a morfogénese ¢ a
diferenciagdo proacinar ndo sio tdo
robustas quanto em organdides
derivados de células embrionarias da
glandula salivar

ICC: estrutura lobular com limen
distribuido uniformemente, ao longo de
toda a mini-glandula, com CK18 +
ductal, AQPS5 + acinar, células
mioepiteliais SMA-a + e células CK5+.
EM: células acinares serosas, células
acinares mucosas e células mioepiteliais
que revestiram a membrana basal

salisfério adulto facilita a
formacdo de organdides
salivares

Necessidade de
realizag¢ao do
mesmo estudo em
humanos

Whnt tém um papel
importante na auto-
renovagao de SGSC e
promove a sua expansao,
a longo prazo, na cultura.
A expansao in vitro € o
transplante de SGSCs,
podem ser uma opgao
promissora para pacientes
com hipofun¢éo grave da
glandula salivar



Nanduri et

al., 2014

Orhon et
al., 2021

Pringle et
al., 2016

Pringle et
al., 2018

células-tronco Gel de

de GS murinas  colagénio
adultas e matrigel
SGSCs de Matrigel
camundongos
Células-tronco ~ Matrigel e
/ progenitoras colagénio
SG humanas

SGSCs Matrigel

As células foram digeridas
enzimaticamente, seguido de etapas
para formagdo de esferas
secundarias, auto-renovagao por
replicacdo continua e ensaios de
diferenciagdo em matrigel /
colagénio suplementado com meio
MM

SGs isoladas foram mecanicamente e
enzimaticamente dissociadas,
cultivadas numa ECM e incubados
num meio de auto-renovagao
levando ao desenvolvimento de
organoides primarios e organdides
secundarios

SGs isoladas foram mecanicamente e
enzimaticamente dissociadas,
cultivadas numa ECM e incubados
num meio de auto-renovagao e
diferenciagdo, e transplantados para
camundongos irradiados

As células foram isoladas de
amostras da pardtida, de pacientes
classificados como tendo SS
primaria ou SS primaéria incompleta
e sujeitas a ensaios de auto-

Formagao de esferas que
sofreram mudancas
morfoldgicas, levando ao
desenvolvimento de estruturas
semelhantes a organoides
ductais e lobulares. As células
expandidas foram capazes de
formar mini-glandulas/
organdides contendo vérias
linhagens de células SG

Organodides Atg5 +/+ e Atgd
+/- mostraram um fluxo
autofagico funcional, enquanto
os derivados de atg5 - / - SGs
embrionarios exibiram um
bloco de autofagia completo.
Atg5 -/ - camundongos
mostraram um potencial de
auto-renovagdo menor em
comparagao com células Atg5 +
/ + e Atg5 +/- competentes para
autofagia, apos a dissociacdo
inicial

Formagdo de salisferas da SGs
humana que contém células-
tronco / progenitoras, levando a
formagao de organdides de
varias linhagens, com
capacidade de restaurar a
producdo de saliva e melhorar o
potencial regenerativo de SGs
irradiados

No controlo (saudavel): houve
formacéo de organodides
maduros de SGSCs, que
expressaram g-amy; no com SS
primario: houve capacidade

43

Fotomicrografia: os organoides ductais
continham limen e estavam rodeados
por células CK7+ e CK18+. Os
organodides lobulares eram desprovidos
de extensdes tubulares, mas continham
estruturas compactas e redondas,
semelhantes a 16bulos, que
expressavam AQP5+

IF/ICC: LC3, SQSTMI, ATGI6LI,
AQP5 e BrdU

Coloragdo H&E: o organdide formado
apresentou estruturas ductais e acinares;
ICC: CK+ e AQPS5 na zona central e
CK- e AQP5+ na zona periférica do
organdide e expressdo de a-amy nas
células periféricas; Apds o transplante:
ICC: PKH26 +, CK+ e AQP5+ e a-amy

PCR quantitativa e ICC de organoides
SGSC de controle saudavel expressam
recetores para as citocinas pro-
inflamatorias IFNa, TNF e IL-6

Resultados

Células que expressam Nao refere
CD24+ e CD29+ podem

ser isoladas e ser capazes

de restaurar com

eficiéncia a fungdo SG

danificada por radiacéo

A autofagia esta Nao refere
envolvida na manutengdo
e / ou diferenciagao de
varias células-tronco, in
vitro. A autofagia basal é
significativamente
diferente entre as células-
tronco e progenitoras in
vivo e o fluxo autofagico
basal dos SGSCs ¢é
significativamente
aumentado ap6s a inducéo
da proliferacdo em ambas
as culturas organoides 3D
e SGs dos animais, apds a
lesdo

Potencial terapéutico
promissor de células-
tronco / semelhantes a
progenitoras hSG
cultivadas a partir de
material de bidpsia para o
tratamento de
hipossalivag@o induzida
por radiacao

Fenotipo de Nao refere
envelhecimento como um

potencial agente causador

da falta de reparo de SG

na SS primaria

Necessidade de um
transplante autélogo



Serrano

Martinez et

al., 2020

Shin et al.,
2018a

Shin et al.,
2018b

Células-tronco
da PG de
murino adulto

Células-tronco
da SG humana

clones de
hPECs e
células-tronco
mesenquimais

Matrigel

Nao foi
utilizado

Matrigel/
PLC

renovagao e diferencia¢do

As células foram colocadas em meio
definido, de forma a avaliar o
potencial de auto-renovagéo e
diferenciagdo. Células individuais
foram irradiadas e plaqueadas num
ensaio de sobrevivéncia de células-
tronco clonogénicas 3D, para avaliar
aresposta a radiagdo da PG e SMG

Duas etapas de preparagdo e
diferenciagdo: 1) as células sdo pré-
condicionadas para serem agregadas
para formar esferéides 3D em
micropogos com DMEM
suplementado com 10% de FBS; 2)
foi induzida a sua diferenciagao e
montagem em organdides,
cultivando em meio hepato-STIM
sem soro suplementado com EGF,
em meios de cultura 2D e 3D
(micropogos, matrigel e cultura
flutuante)

Sistema de cultura de micropogos
nanofibrosos com micropadrdes de
hidrogel. As células foram colocadas
em micropocos, lavadas, destacadas
e neutralizadas com meio de cultura
celular. As células dissociadas foram
contadas, plaqueadas, cobertas por
matrigel e cultivadas em meio de
diferenciagdo. Co-cultura
organotipica 3D e transplante in vivo

diminuida de formagdo de
organdides maduros

Formagao de organdides em
meio WRY. Os organdides da
PG murina abrigam cé¢lulas-
tronco com potencial de
expansdo e diferenciagdo de
longo prazo. PG e SMG, in
vitro, apresentaram
radiossensibilidade celular
semelhante. Wnt reconhecido
como um dos principais
impulsionadores da formagdo
organdide

Obtiveram-se mais esferdides
com maior didmetro e maior
excregdo de a-amy, em
micropogos. Organdides
fenotipicamente e
funcionalmente relevantes para
tecidos epiteliais das glandulas
salivares. Os organoides
enxertados com sucesso nas
glandulas salivares recetoras
apresentaram neovascularizacao
e expressao de AQP5 e CK18

Formagdo de estruturas
esferdides que posteriormente
sofreram diferenciacdo, levando
a formagdo de organdides da
SG
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IF: B-cat, CK14, AQPS, CK8 e Amy.
FACS: ndo detetou a presenga de
células CD24/ CD29

RT-PCR: POUSF1, NANOG, LGRS,
THY 1, mRNA de ITGB1, HAS ¢
KRTS5 mostrou um aumento dependente
do tempo, o que indicou o inicio da
fung@o em SGSCs. IF: CK7, E-cad,
Z0-1 e Amy. Analise de Western Blot:
Amy, AQPS5, E-cad, ZO-1, CK7, CK18,
OCT4, SOX2, NANOG, LGRS, CD90
e KRTS; Medicao de Ca 2+
intracelular: os organoides, cultivados
nos micropoc¢os, foram os que
observaram maiores aumentos;
Medigao do pH intracelular (Cl -/ HCO
3 -): aumentaram significativamente,
nos organoides cultivados nos
micropogos

IF: a-AMY, AQP5, TIP1 e E-cad. PCR:
a-AMY e AQP5, TJP1 e CDHI.
Western blotting: a-AMY, AQPS, TJP1
e E-cad. Apos transplante: PCR: a-
AMY, AQP5, POUSFI1, SOX2, LGRS,
THY1 e BDNF, GDNF, EGF, IGF1 e
NGF

Células-tronco PG
murinas foram facilmente
obtidas

Sistemas de cultura em
micropogos nao
necessitam da adi¢ao de
fatores de crescimento

A cultura de esferdides
3D de SGSCs em
micropogos nanofibrosos
promove propriedades de
células-tronco por meio
da ativagdo da sinalizagdo
Wnt

Nao foram
utilizadas células
humanas e nio foi
realizado num
modelo in vivo

Nao foi determinada
a sua real
aplicabilidade na
modelagem de
doengas, testes de
farmacos ou edig¢ao
genética derivado
de pacientes

Nao refere



Sui et al.
2020

hSMGepiS/PCs
e mesénquima
de uma SG
embrionaria de
camundongo
E12.5

Takada et
al., 2021

células
derivadas de
ACC salivares
humanas e de
ACC derivados
de PDX

ESCs com/sem
mesénquima da
SMG E13.5

Tanaka et
al. 2018

Matrigel

Matrigel

Gel de
colagénio

A suspensao de células foi injetada
no matrigel suplementado com
FGF10. Transplante heterotopico

A suspensdo preparada foi colocada
numa placa revestida por matrigel
suplementada por EGF e incubada.
O meio foi removido e os organoides
primarios foram revestidos com
GFR. As células com o matrigel
recolhido da placa, foram digeridas,
pipetadas e colocadas em meio de
diferenciagdo. Foi adicionado Y-
27632 ao meio. Transplante
ortotopico

Agregacdes de células sdo induzidas
na ectoderme oral a partir de
suplementos como SB, BMP4, LDN
e FGF2; Em seguida, as camadas
externas infetadas com adenovirus
que codificam Sox9 e Foxc I sdo

hSMGepiS / PCs isolados
podem ser cultivados a longo

prazo com um genoma estavel.

Os organoides tratados com
FGF10, exibiram maior
expressdo de marcadores
especificos da SG, melhor
arranjo espacial de células e
elevada sensibilidade a
estimulagdo por
neurotransmissores. Apds o

transplante, as esferas celulares

induzidas combinadas com o

mesénquima da glandula salivar

embrionaria de camundongo,
mostraram caracteristicas de
glandulas salivares maduras,
morfologia natural e secregdo
de saliva

Formagdo de organodides
derivados de ACC humano,
utilizado como modelo de
tumor in vitro e in vivo. Esses
organdides recapitularam as
caracteristicas histologicas e
moleculares do tumor ACC
original. Formagéo de
organdides de PDX

Formagdo de organodides da
glandula salivar, a partir de
PSCs, por meio de indugéo
gradual, com secrecao salivar,
apos transplante ortotopico.
Apos transplante de iSG com
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IF: K19, a-SMA, E-cad+, AQPS5 +,
Mistl e a-AMY. Coloragdo de H&E:
presenca de estruturas do tipo acinar e
do tipo ductal; Coloragdo de PAS e
coloragdo de MTC: apresentaram uma
estrutura intersticial com fibras de
colagénio

O sucesso do transplante foi
confirmado por coloragdo H&E e
Microscopia de campo claro

IF- Pan-CK, K18, AQP5, a-SMA,
CHRM1 e CHRM3.; apos

transplantagao: -iSG sem mesénquima:

Coloragao H&E: e Coloragdo PAS:
tinham estruturas como ducto e acinar;
IF: AQP5, K18, K5, a-SMA, NKCC1,

FGF10 promoveu o
desenvolvimento de
organoides da SG
derivados de hSMGepiS /
PC com morfologia
semelhante e resposta a
neurotransmissores. SG
quase fisiologica com
estrutura correta e fungao
secretora foi regenerada
in vivo, a partir do
mesénquima da SG
embrionaria de
camundongo

Ferramenta util como
modelo pré-clinico,
fornecendo luzes sobre a
compreensdo da biologia
do tumor ACC, podendo
proporcionar uma terapia
personalizada para
pacientes com essa
doenga ou outras doengas
malignas, até agora
inacessiveis de prever a
eficacia de farmacos,
devido a falta de modelos
in vitro € in vivo

Organogénese e
maturagdo sem co-cultura
de mesénquima

Resultados

Necessidade de
FGF10 para o seu
desenvolvimento

Xenoenxerto
ortotopico ACC
exigiu um longo
periodo para induzir
a formacdo de um
tumor com um
determinado
tamanho, sugerindo
que este podera nio
ser o sistema ideal
para experiéncias
pré-clinicas in vivo

Necessidade de uma
correta regulagdo e
de grandes
quantidades de
fatores de
crescimento



Urkasemsin
etal., 2020

Xu et al.,
2017

Yoshimoto
etal., 2020

hDPSC

hDF-EpiSCs

Células
derivadas da
SMG

Nao foi
utilizado

Matrigel

Matrigel

cultivadas com FGF7 e FGF10.
Transplante ectopico para
camundongos

Bioimpressdao magnética 3D com
recurso a MNP, permitindo a sua
marcagdo e organizagdo espacial, em
torno de pontos magnéticos. As
células foram bioimpressas em
esferas e cultivadas em meio de
diferenciagdo epitelial suplementado
com FGF10, recapitulando a
morfogénese epitelial SG e tratadas
com meios diferenciados
neurogénicos (meio composto por
DMEM enriquecido) de forma a
recapitular a neurogénese

As células foram colocadas numa
matriz 3D e cultivados em condigdes
de indugdo de células SG, enquanto
as culturas 3D em condig¢des
regulares de cultura de células
epiteliais, serviam de controle. As
células foram injetadas em estruturas
nativas acelulares de PG de rato e
transplantadas para a capsula renal
de camundongos

As células isoladas das glandulas
salivares humanas foram cultivadas
em CM com inibidores Alk:
LDN193189 (L) e SB431542 (S).
Em condi¢des de cultura CM/ LS+,

mesénquima, a SG nado s
mostrou morfologia e expressao
genética semelhantes a uma SG
embrionaria de camundongos
normais, como também exibiu
caracteristicas de glandulas
salivares maduras, como
secre¢do de saliva

Organdides epiteliais
semelhantes a SG nativas com
rede neuronal que responde aos
neuroestimulantes da saliva

As células incorporadas na
matriz proliferaram, formaram
agregados e desenvolveram-se
em estruturas ramificadas, apos
indugdo, levando a formagao de
organoides da SG. hDF-EpiSCs
transplantados com substrato de
glandula pardtida nativa sdo
capazes de se diferenciar em
células semelhantes a acinares
de SG in vivo

Formagdo de organdides com
ramifica¢do aumentada, em
CM/LS+, com espagos 0cos
centrais, semelhantes a SG
humanas. A inibi¢do da
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Mucl0, Amy, Mistl e PSP.
Apresentando pouca saliva quando
estimulados. -iSG com mesénquima:
AQP5 e K18. Apresentado boa
quantidade de saliva quando estimulado

Nao refere

IF e Western Blot: AQPS5, CK19, E-
cad, a-amilase e a-SMA. Apods
transplante: Coloragdo H&E: as
matrizes acelulares, foram repovoadas
com células; IF: as células expressaram
AQPS e o-amy

VEM: formagdo de estruturas
semelhantes a acinares. Coloragéo
H&E: organoides com duas camadas de
células, um revestimento interno de
epitélio e células mucosas e um

O uso de bioimpressao
magnética 3D permite o
arranjo espacial celular e
a formagdo de esferdides
em menos de 24h

DF-EpiSCs pode ser uma
fonte promissora de
células-tronco epiteliais
para o desenvolvimento
de terapias para
reparar/regenerar uma
lesdo na SG e restaurar a
fungdo salivar

Utilizagdo de tecido de
glandula salivar humana

Nao refere

Nao refere

Nao refere



Resultados

os organoides foram estabelecidos a  sinalizagdo de quinase revestimento externo de células. ICC:
partir de diferentes tipos de SG semelhante ao recetor Alk é AQP5, CK18 e a-SMA/ ACTA2, ZO-1,
necessaria para a formacao SOX9 e P63

organdide. O TNF-a inibe o
aumento dos organdides

Legenda: 2D, dimensional; 3D, tridimensional; ACC, carcinoma adenoide quistico; AMY, a-amilase; AQPS, aquaporina 5; Atg5, proteina-chave no processo da autofagia; BDNF, gene que codifica o fator neurotréfico derivado do cérebro; BF,
microscopia de campo claro; CDHI, gene com informagao para a E-caderina; chAT, acetilcolina transferase; CHRM1, recetor colinérgico muscarinico tipo 1; CHRM3, recetor colinérgico muscarinico tipo 3; CM, meio completo; DMEM, meio
Eagle modificado de Dulbecco; DMSO, dimetilsulféxido; E-cad, E-caderina; ECM, matriz extracelular; EGF, fator de crescimento epidérmico; EM, meio enriquecido; EM, microscopia eletronica; EM+DMSO, meio enriquecido com
dimetilsufoxido; EpCAM, molécula de adesido celular epitelial; ESCs, células-tronco embrionarias; FACS, analise de citometria de fluxo; FBS, soro fetal bovino; FGF10, fator de crescimento de fibroblastos 10; GDNF, proteina que promove a
sobrevivéncia dos neuronios; H&E, coloragdo Hematoxilina/ Eosina; hDF-EpiSCs, células-tronco epiteliais humanas do foliculo dentario; hDPSC, células-tronco da polpa dentaria; hépato-STIM, meio definido por hepatocitos; hPECS, células
epiteliais da pardtida humana; hSGSCs, células-tronco da glandula salivar humana; hSMGepiS/ PCs, células-tronco epiteliais da glandula submandibular humana; ICC, Coloragdo Imuno-histoquimica; IF, Imunofluorescéncia; IGF1, fator de
crescimento da insulina tipo 1; IL-6, interleucina 6; iSG, glandula salivar induzida; ITGB1/ CD29, integrina beta-1 K5/CK5/KRTS5, queratina 5; K7/CK7/KRT7, queratina 7; K8/CK8/CKR18, queratina 8; K14/CK14/KRT4, queratina 4;
K18/CK18/ KRT18, queratina 18; K19/CK19/CKR19, queratina 19; Lgr5, célula que expressa o recetor 5 acoplado a proteina G; M3DB, bioimpressdo magnética 3D; Mistl, fator de transcri¢do da familia bHLH; MNP, nanoparticulas
magnéticas; MTC, coloragdo com Tricomio de Masson;; NANOG, fator de transcri¢do que permite as células-tronco manterem a pluripoténcia; NGF, fator de crescimento nervoso; NKCC1, proteina do canal i6nico; PO, cultura primaria; PAS,
acido periodico-Schiff; PCM, microscopia de contraste de fase; PDX, xenoenxerto de tumor derivado do paciente; PG, glandula pardtida; PLC, policaprolona; POU5SF1/Oct-4, proteina envolvida na auto-renovagio celular; PSC, células-tronco
pluripotentes; qRT-PCR/ PCR, reagdo em cadeia polimerase quantitativa em tempo real; sali, meio complexo sem soro; SG, glandula salivar; SGDCs, glandulas salivares primarias; simp, meio com soro simples; SMG, glandula submandibular;
Sox2, fator de transcrigdo essencial na auto-renovagdo e pluripoténcia de células-tronco; SS, sindrome de Sjogren; TO, meio com células primarias em tempo zero; TEM, microscopia eletronica de transmissdo; THY 1/ CD90, proteina de
superficie celular; TNF, fator de necrose tumoral; VEM, miscroscopio eletronico de varredura; Y27 / Y27632, inibidor seletivo ROCK; ZO-1 / TJP1, proteina de jungdo apertada; a-SMA/ ACTA2, alfa actina do musculo liso; B-cat, beta-
catenina,
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Tabela 4 - Resumo dos artigos incluidos na revisao sistemadtica: estratégias de construcdo organodide do epitélio lingual e dos botdes gustativos.

Referéncia  Tipo de célula Scaffold

células-tronco
Lgr5+
gustativas de
camundongos
transgénicos
YC, FUCCI2 e
H2B-EGFP

Aihara et
al., 2015

Matrigel

Células-tronco
Lgr5+
gustativas de
camundongos
transgénicos
Lgr5-lacZ

Guo et al.,
2019

Matrigel

Hisha e
Ueno, 2019

LECs de
camundongos
adultos

Matrigel

Resumo das varias estratégias de construciio organoide do epitélio lingual e botdes gustativos

Método de cultura

Tecido CV isolado foi suspenso
numa matriz 3D e coberto com
meio de crescimento adaptado
para tecido das papilas gustativas
(EGF, TGF-B e Noggin, R-
spondin ¢ Wnt3a).
Sucessivamente digerido em
células individuais e
reincorporado em matrigel

As células suspensas foram
incluidas numa matriz 3D e
incubadas em meio DMEM/F12
suplementado. Os organdides
formados foram submetidos a
diferentes quantidades de radiagdo
e, em seguida, tratados com
inibidores de SIRT1 (NAM,
EXS527, sirtinol e salemida) e
SIRT2

Os LECS recolhidos foram
colocados numa matriz 3D,
previamente suplementada com
EGF, Noggin e R-Spondin

Resultados

Organdides gustativos com
caracteristicas fenotipicas
semelhantes ao tecido gustativo
nativo, como epitélio com
multiplas camadas, com células-
tronco, nas camadas externas e
células gustativas epiteliais
diferenciadas, nas camadas
internas; EGF, Noggin, R-spondin
¢ Wnt3a necessarios para a
cultura organoide; os organdides
derivados de células Lgr5 e
CD44, expressaram todos os
mRNAs de linhagem de células
gustativas

Organodides linguais foram
desenvolvidos, in vitro, a partir de
células-tronco isoladas, Lgr5 +
e/ou Lgr6 +. Os organoides
irradiados tiveram uma taxa de
sobrevivéncia de 70%, para uma
menor radiagdo e 37% para uma
radiacdo mais elevada. Os
inibidores de SIRT1 promoveram
a sobrevivéncia das células-tronco
Lgr5 +, das papilas gustativas e
mitigam a RIOM em
camundongos

Formagao de trés tipos de
organoides diferentes: formato
redondo, com arranjos de células
concéntricas, de formato robusto
e de formato redondo, com um
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Marcadores e técnica

RT-PCR: Lgr5+, CD44+, Sox9,
NTPDase2, TIR1, TIR2, TIR3,
Gustducina, SNAP25, TRPV1, TRPMS5
e CaSR; TEM: células com
comprimento de 40-50pm, com um
nucleo localizado a nivel basal e
presenca de limen no centro dos
organodides

Coloragao LacZ: as células-tronco
LacZ + sdo visiveis na base das papilas
gustativas no tecido da papila CV

Coloracdo H&E: os organoides de
formato redondo com arranjos de
células concéntricas apresentaram
estrato corneo. Organdides de forma
robusta desenvolveram um grande

Pontos fortes

Existem dois tipos de Nao refere
ciclos de células-tronco,

no nicho das papilas

gustativas: células de

ciclo rapido e de ciclo

lento

A inibigdo de SIRT1, e Nao refere
ndo SIRT2, pode
promover a sobrevivéncia
de células-tronco
gustativas e mitigar a
toxicidade oral induzida
por radiagdo. Importante
para o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas
contra a disfun¢do do
paladar e ulceragdo da
mucosa na RIOM

Naio refere Nao refere

Limitagoes



Hisha et al.,
2013

Lin et al.,
2021

LECs de
camundongos
adultos

células-tronco
Lgr5+/Lgro+ de
camundongo

Matrigel

Matrigel

Os LECS recolhidos foram
colocados numa matriz 3D,
previamente suplementada com
EGF, Noggin e R-Spondin

As células foram colocadas em
meio de cultura definido,
suplementado por EGF, Noggin,
Wnt3a e R-spondin (Rspol ou
Rspo2). O mesmo lote de células,
foi dividido em dois grupos, para
comparagdo do efeito da R-
spondin na formagdo de células
gustativas (presenga e auséncia de
Rspo2). Foi adicionado Y-27632

arranjo de células reticuladas

Formagao de trés tipos de
organodides diferentes: de formato
redondo, com arranjos de células
concéntricas, de formato robusto
e de formato redondo, com um
arranjo de células. As células
Bmil-positivas t€m a capacidade
de gerar organoides. Os
camundongos sujeitos ao
carcinogéneo, levaram a formagao
de organdides anormais, ou muito
grandes ou muito delgados

R-espondina exdgena promoveu a
formacao de células gustativas
diferenciadas, no modelo GLx in
vivo e ex vivo, a partir de um
sistema de cultura organoide
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Iimen central, com células mortas em
picnose. Nenhum dos dois ultimos tipos
de organdides desenvolveu estrato
corneo. Os organdides de formato
redondo com arranjos de células
concéntricas apresentaram CK5+,
CK14+ na camada externa dos
organdides, Ki67. TEM: presenca de
estrato corneo, no centro e células
achatadas, ao redor do estrato corneo.
Presenca de granulos de querato-
hialina, fibras de queratina e granulos
lamelares, no citoplasma

Coloragao H&E: os organodides de
formato redondo com arranjos de
células concéntricas apresentaram
estrato corneo. Organoides de forma
robusta desenvolveram um grande
Iimen central, com células mortas em
picnose. Nenhum dos dois ultimos tipos
de organdides desenvolveu estrato
corneo. Os organdides de formato
redondo com arranjos de células
concéntricas apresentaram CK5+,
CK14+ na camada externa dos
organdides, Ki67. TEM: presenca de
estrato corneo, no centro e células
achatadas, ao redor do estrato corneo.
Foi detetada a presenga de granulos de
querato-hialina, fibras de queratina e
granulos lamelares, no citoplasma

ICC e Microscopia confocal: Meio com
Rspo2 continha células Card+ e Trpm5-
GFP+, demonstrando pelo menos uma
célula semelhante a uma célula
gustativa nativa (forma de fuso, nicleo
esférico proximo do centro da célula)

Os organoides enxertados
expandiram-se e
atingiram a maturagao, na
camada muscular, das
linguas recetoras; fornece
uma estratégia valiosa ndo
s6 para os mecanismos
reguladores do epitélio
lingual, mas também para
o estudo da reconstitui¢do
lingual e carcinogénese
lingual em camundongos
¢ humanos

R-spondin exdgena pode
substituir a entrada
neuronal para o
reabastecimento das
células gustativas e
manutengao das papilas
gustativas

Resultados

Os organodides
enxertados nao
cresceram na
camada epitelial, foi
tecnicamente dificil
injeta-los na area
subepitelial

Nao refere



Matsumoto
etal., 2019

Qinetal.,
2018

Ren et al.,
2014

células-tronco
de CV de
camundongos
deficientes em
Trpv4 KO e
Células
neuroepiteliais
das papilas
gustativas de
camundongos
selvagem (WT)

células-tronco
Lgr5-GFP+ de
camundongos
transgénicos
CKO e WT

células-tronco
Lgr5+ e células-
tronco Lgr6—+
gustativas de
camundongo
transgeénicos

Matrigel

Matrigel

Matrigel

As células forma suspensas numa
3D e semeadas em placas de
cultura com matrigel com meio
DMEM / F12 condicionado por
Wnat, R-espondina, EGF e Noggin

Células foram misturadas com
Matrigel e cultivadas em DMEM /
F12 suplementado com Wnt3a, R-
spondin, Noggin, N2, B27,
Y27632 ¢ FGF

Células progenitoras gustativas
Lgr5 + isoladas foram
incorporadas numa matriz 3D
contendo fatores de cultura
organdide para células-tronco
intestinais, € entdo, cultivadas em
meio definido, suplementado por
fatores de crescimento como N2 e
B27

Desenvolvidos organoides,
derivados de cada um dos
camundongos WT e Trpv4 KO

Formagdo de organéides Gli3
CKO e organodides Gli3 WT. Gli3
¢ um supressor da proliferacdo de
células-tronco gustativas que
afeta o nimero ¢ a fun¢do das
células gustativas

As células-tronco gustativas
Lgr5+ e Lgr6+ isoladas podem
crescer em estruturas 3D
"organdides", ex vivo, em
condicdes de cultura definidas,
com presenga de células em
proliferagao e células gustativas
maduras diferenciadas. Algumas
dessas células funcionam como
células recetoras gustativas que
respondem a saborizantes.
Quando os organdides foram
replantados numa superficie 2D
pré-revestida com laminina e
polilisina, as células cresceram e
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ICC: Trpv4 KO apresentou baixo nivel
de expressao de células CAR4+,
comparativamente com WT

ICC: TAS1R3 + aumentaram e células
CAR4 + diminuiram; PCR: Tas1r3,
Lgr5, Gnal4 e Gnat3 aumentaram e a
expressao dos genes Shh Glil, Mycen ,
Jag2 e Cend2, diminuiu em organdides
Gli3 CKO

ICC: Gustducina, ca4, TIR3 ,
NTPDse2+ e K8. Analise de BrdU: K5,
Sox2 e BrdU. Ensaios de imagem de
calcio: as células cultivadas a partir de
organdides gustativos derivados de
células Lgr5 + isoladas eram funcionais
e respondiam aos saborizantes de uma
maneira dependente da dose. qRT-PCR
demonstraram que Lgr5 e Lgré podem
marcar 0 mesmo subconjunto de
células-tronco / progenitoras gustativas

TRPV4 esta envolvido na
percecdo do sabor azedo,
por diferenciacao de
células gustativas do tipo
11

O papel dos genes e das
vias do sistema gustativo,
podem ser estudadas com
recurso a organdides
gustativos, sem
preocupagdo com 0s
efeitos letais, in vivo.
Pode ser obtido um
grande nimero de células
gustativas, a partir de
organdides, uteis para a
expressao de proteinas e
estudos bioquimicos.

As células Lgr5 + dao
origem aos trés tipos
principais de células
gustativas. Tal como
Lgr5, também Lgr6 marca
células-tronco /
progenitoras no tecido
gustativo na lingua
anterior e posterior e pode
gerar células gustativas
maduras ex vivo. Células
LgrS + e Lgr6 + unicas
podem expandir-se e
diferenciar-se em células
semelhantes ao sabor in

Nao refere

Por ser um sistema
ex vivo, 0s
organdides
gustativos ndo sdo
influenciados por
sinais de outros
tecidos

Nao refere



Ren et al.,
2020

Shechtman
etal., 2021

Takai et al.,
2019

células-tronco
Lgr5+
gustativas de
camundongos
neonatais e
adultos

células-tronco
Lgr5+ de
camundongos
adultos

células-tronco
Lgr5+de
camundongos

Matrigel

Matrigel

Matrigel

As suspensdes de células
individuais foram cultivadas em
meio de cultura definido
(DMEM/F12, Wnt3a, R-spondin ¢
Noggin), suplementado por FGF,
N2, B27, penicilina-
estreptomicina, HEPES,
Glutamax e Y-27632,
centrifugadas e incubadas

As células-tronco sdo semeadas
num sistema de cultura 3D (meio
proprio com EGF, Wnt3a, Noggin
, R-spondin- meio WENR e
Y27632), sofrem proliferagao e
sofrem diferenciagao

As células foram colocadas num
meio especifico (DMEM/F12,
Wnt3a, R-spondi e Noggin)
suplementado por EFF,
suplemento sem insulina e
penicilina-estreptomicina.
Também foi adicionado Y-27632.
Foi adicionada insulina, que
ativou a via de sinalizacdo de
mTOR. Compararam-se dois

os organodides fixaram-se na
superficie plana, e algumas
células retiveram os elementos de
sinalizacdo gustativa expressos e
responderam aos estimulos
gustativos

Organoides de papilas CV de
camundongos adultos e neonatos
exibiram capacidade diferencial
para gerar células recetoras de

sabor. Formagao de organdides na

lingua anterior e posterior de
camundongos neonatais com
consecutivo desenvolvimento de

células recetoras gustativas Card+

e Gustducin+. A formagao de
células recetoras gustativas em
organdides depende da idade e
esta associada com a modulagdo
de sinalizacdo multipla

Formagao de organodides linguais
com os trés tipos de células
gustativas e com células epiteliais
nao gustativas

A partir de organodides gustativos,
descobriram que a insulina, em
meio de cultura, diminuiu
significativamente o numero de
células gustativas e os niveis de
expressdo de mRNA de genes de
células gustativas, de maneira
dependente da concentragdo. A
rapamicina, diminui os efeitos da
insulina e aumentou a formagéo
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ICC: NTPDase2 +, K8 +, Card+ e
Gustducin+t.

RT-PCR: Kenql, KRT8 e KRT13;

Células tipo I (marcadas por Entpd2) e
células amargas do tipo II (marcadas

por Gnat3) sdo altamente expressas,
enquanto as células do tipo III de

detecao de azedo (marcadas por Car4)

sS40 menos comuns

qPCR: NTPDase2, Tas1R3 (T1R3),
gustducina, CA4, GLUTS e SGLT1

vitro, sem nicho
mesenquimal ou conexao
neuronal, o que sugere
que essas células sdo
intrinsecamente capazes
de dar origem a todos os
subtipos de células
gustativas

Varios fatores
determinam a formagao
de células recetoras de
sabor em organoides,
incluindo o subtipo
especifico de células, o
recurso do tecido
gustativo, a idade do
animal, a ativacdo ¢ a
inativagdo das vias de
sinaliza¢do0, bem como o
crosstalk entre varias
transdugdes de sinalizagdo

Ferramenta reprodutivel e
econdmica de triagem
para farmacos especificos,
para pacientes com
disfung¢do gustativa

A insulina pode
desempenhar um papel
importante na
diferenciagdo /
proliferagdo das células
gustativas. mTOR pode
ser uma molécula chave
na manutengdo da
homeostase da papila
gustativa

Resultados

Nao refere

Nao foi incorporada
neovascularizacio
nos organdides

Nao refere



Vincent-
Chong e
Seshadri,
2020

células RP-
MOCI de
camundongo

Matrigel

meios, um com insulina ¢ outro
com rapamicina (inibidor de
mTORCI)

Foi avaliada a resposta a radiacdo
de células RP-MOC1 em culturas
2D, 3D (modelo organdide) e in
vivo, a partir de aloenxertos
ortotopicos. Para a formagdo de
cultura 3D, as células foram
suspensas e semeadas em pocos
com meio definido. Esse meio foi
suplementado com GlutaMAX,
HEPES, Primocin, L-WRN,
condicionado por fatores de
sinaliza¢cdo Wnt3a, R-spondin-3 e
Noggin, B27, N2, nicotinamida,
N- Acetil- 1-cisteina, FGF10
humano ¢ EGF humano

de células gustativas

LD50 baixo para células RP-
MOCI1, em cultura 2D, enquanto
as culturas organoides 3D
exibiram um LD50 mais alto e os
tumores RP-MOCI1 cresceram
ortotopicamente no assoalho da
boca. O modelo imunocompetente
de OSCC, exibiu um perfil
mutacional e histologico
semelhante a doenga humana
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Microscopia de Campo claro: a cultura
organdide RP-MOCI1 para a radiagdo de
20 Gy resultou numa redugao
significativa do tamanho

Pode ser usado numa
primeira etapa para a
triagem in vitro de
potenciais
'radiossensibilizadores'

antes da avaliagdo in vivo.

O modelo ortotdpico in
vivo também pode servir
como uma ferramenta
valiosa para examinar a
atividade de novas
estratégias
imunoterapéuticas contra
0 OSCC. Pode ser usado
para entender os

mecanismos de resisténcia
a radiagdo e inibidores do

ponto de vista
imunologico

Nenhum modelo
experimental de
tumor, pode
recapitular
totalmente as
caracteristicas da
doenga observadas
em pacientes com
CEC, nem nenhum
modelo animal pode
recapitular
totalmente tumores
humanos

Legenda: BrdU, 5-bromo-2-desoxiuridina/ bromodeoxiuridina; Ca4, anidrase carbonica; CaSR- recetor extracelular sensivel ao calcio; CD44, glicoproteina da superficie celular; CEC, carcinoma das células escamosas; CV, papilas
circunvaladas; EGF, fator de crescimento epidérmico; FGF, fator de crescimento de fibroblastos; GLUTS, transportador de glicose 8; Gustducina, proteina G associada ao paladar e ao sistema gustativo; HEPES, agente tamponante de acido
sulfonico zwitterionico; K18/CK 18/ KRT18, queratina 18; LD50, dose letal mediana; LECs, células epiteliais linguais; LgrS, célula que expressa o recetor 5 acoplado a proteina G; Noggin, inibidor da sinalizagdo; NTPDase2, nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase-2; OSCC, carcinoma epidermoide oral; RIOM, mucosite oral induzida por radiagdo; SGLT1, co-transportador 1 de sodio-glicose; SNAP25, proteina associada a sinaptossomas; Sox9, fator de transcri¢do; T1R1, recetor
gustativo tipo 1 membro 1; TIR2, recetor gustativo tipo 1 membro 2; TIR3, recetor gustativo tipo 1 membro 3; TRPMS, membro 5 da subfamilia M do canal de catides; TRPV, recetor catiénico da subfamilia V, membro 1; Y-27/ Y-27632,
inibidor seletivo ROCK;
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2.2.Resumo das estratégias de construciao de organdides orais

Nas figuras abaixo estdo representadas algumas das estratégias de constru¢do de
organoides dentarios (Figura 4), organoides salivares (Figura 5) e organoides do

epitélio lingual e botdes gustativos (Figura 6).
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Figura 4- Diagrama esquematico da construgd@o de organdides do germén dentario (Modificado de Gao et al., 2021).
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Figura 6- Diagrama esquematico da construg@o de organoides do epitélio lingual e botdes gustativos (Modificado de
Gao et al., 2021).

2.3.Resultados da Avaliacao do Risco de Enviesamento

Apds a avaliagdo do risco de enviesamento de cada artigo enumerado
anteriormente, os resultados obtidos foram apresentados de duas formas distintas:
através da tabela em formato Traffic light plot (Figura 7, Figura 9 e Figura 11) e do
grafico summary plot (Figura 8, Figura 10 e Figura 12), para cada uma das variaveis

de estudo.

Foi realizada a analise do risco de enviesamento da técnica organodide para

formacgao/ regeneracgao:

e do gérmen dentdrio: quatro estudos apresentaram risco de viés elevado devido a

falta de informacao dos parametros avaliados e outros dois apresentam risco de
viés intermédio. Nenhum dos estudos apresentou risco de viés baixo;

e da glandula salivar: oito estudos apresentaram risco de viés elevado devido a alta

de informagdo dos parametros avaliados, outros nove apresentam risco de viés

intermédio e outros quatro estudos apresentaram risco de enviesamento baixo;

54



Resultados

e de epitélio lingual e botdes gustativos: sete estudos apresentaram risco de viés

elevado devido a falta de informagdo dos parametros avaliados, outros dois

apresentam risco de viés intermédio e outros trés estudos apresentaram risco de

enviesamento baixo;
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Figura 7- Grafico traffic light plot (RobVis tool) para analise do risco de enviesamento organodide do
gérmen dentério.
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Figura 8- Grafico summary plot (RobVis tool) para analise do risco de enviesamento organdide do
gérmen dentario.
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Figura 9- Grafico traffic light plot (RobVis tool) para analise do risco de enviesamento organdide da
glandula salivar.
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Figura 10- Grafico summary plot (RobVis tool) para analise do risco de enviesamento organdide da
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Figura 12- Grafico summary plot (RobVis tool) para analise do risco de enviesamento organdide do
epitélio lingual e papilas gustativas.

58



Discussdo

Iv. Discussao

Segundo Simian e Bissell, 2017, o termo organoide sé surgiu por volta de 2005,
sendo que antes dessa data, era apenas uma extensao das culturas tridimensionais. Até
aos dias de hoje, muitas foram as definicdes dadas ao termo organdide (Simian &
Bissell, 2017).

A estratégia de pesquisa, ficou limitada ao ano de 2011, porque sé a partir dessa data, ¢
que houve um aumento consideravel de literatura relevante, sobre a técnica organdide
(Simian & Bissel, 2017). Ao longo da pesquisa, constatimos que muitos dos trabalhos

ndo utilizavam efetivamente a tipologia organodide, mas sim métodos similares.

As estratégias de construcdo de um organoide oral, geralmente, dependem da
interagdo entre células-tronco e o seu nicho, o que cria um ambiente dindmico que
proporciona a auto-renovacao, diferenciagdo, € consequentemente a sua agregagao em
organoides (Clevers, 2016). A construgdo de organdides orais tem assim por base trés

elementos essenciais: células, matriz e boas estratégias de constru¢do (Gao et al., 2021).

De acordo com os estudos, as células exibem uma capacidade intrinseca de se
agrupar em estruturas complexas quando colocadas num ambiente 3D, na presenga de
fatores de crescimento e pequenas moléculas. Embora a presenca de estrutura de
suporte, ndo seja necessaria para a constru¢do de todos os organodides, desempenham um
papel importante na constru¢do dos mesmos. No processo de formacao dos organoides,
as fontes adequadas de células-tronco e o microambiente (nicho), sdo a chave do

sucesso da cultura.

Organoides do gérmen dentario

A aplicagdo da tecnologia organdide na medicina regenerativa requer
conhecimento detalhado sobre o desenvolvimento do 6rgdo, bem como uma fonte
acessivel de células. No entanto, o conhecimento atual sobre o desenvolvimento
dentario ¢ baseado em modelos de camundongos (Athanassiou-Papaefthymiou et al.,
2015; Binder et al., 2020), murinos (Bazina et al., 2021) e porcos (Wang et al., 2019)

ou em modelos in vitro que exploram as células embriondrias desses animais.
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Diferentes estratégias de construcdo de organodides do gérmen dentario, t€ém sido
desenvolvidas, ao longo dos ultimos anos, sendo que cada uma apresenta os seus pontos
fortes e as suas limitacdes (Tabela 2). A escolha da estrutura de suporte utilizada,

depende da abordagem de construgao.

O ponto-chave para o desenvolvimento deste tipo de estruturas assenta na
emulacdo da etapa inicial de desenvolvimento dentario in vivo, com a replicacdo da
interacdo espago-temporal entre o epitélio e o mesénquima (Rosowski et al., 2019).
Células-tronco epiteliais e mesenquimais, derivadas do gérmen dentario, apresentam

capacidade de se diferenciar em ameloblastos e odontoblastos (Binder ez al., 2020).

Verificou-se que as células-tronco da polpa dentaria (DPSCs) podem ser
facilmente obtidas como ASCs dos tecidos da polpa e apresentam capacidade
odontogénica (Sharpe, 2016). DPSCs quando cultivadas numa placa de fixagdo podem
levar a formagdo de conexdes intercelulares, com a consequente formacdo de um
agregado denso. Posteriormente, as DPSCs condensadas podem ser co-cultivadas com
células de origem epitelial e permitir a formacao de organodides semelhantes ao dente

humano, com expressao de marcadores odontogénicos (Rosowski et al., 2019).

O camundongo como principal modelo para o desenvolvimento dentario, difere
significativamente dos humanos quanto ao numero, tamanho e formato dos dentes. A
procura por uma alternativa a este modelo, levou Wang et al. (2019) a utilizar o porco
como modelo de estudo. As células epiteliais € mesenquimais do gérmen dentéario do
porco, em diferentes fases do desenvolvimento, quando cultivadas em meio de cultura
especifico levaram a formagdo de um organdide de um gérmen dentario (Wang et al.,

2019).

A estrutura do tecido dentario duro, como o esmalte ¢ a dentina, sdo bastante
dificeis de regenerar, uma vez que dependem da presenca de odontoblastos (Huang,
2011). Manipulando as condi¢des de cultura ou os métodos em que as células-tronco se
diferenciam, € possivel controlar e aumentar as vias de diferenciacdo e gerar culturas
enriquecidas em precursores semelhantes a odontoblastos in vitro. Segundo Jeong et al.

(2020) células pulpares isoladas, podem ser induzidas a diferenciar-se em células
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semelhantes a odontoblastos e gerar uma estrutura mineral semelhante a dentina-polpa
(Jeong et al., 2020). Esse organodide dentina-polpa mostrou respostas adequadas a um
estimulador bioldgico, o Biodentine®, aumentando significativamente a proliferagao,
migracao e adesdo de células-tronco. Refletindo a bioatividade e biocompatibilidade do
material (Jeong et al., 2020).

62t com células

Um outro estudo, co-transplantou células integrina-o
estaminais mesenquimais da polpa dentaria, levando a formacdo de ossiculos
heterotopicos mineralizados, que apresentavam dentina, esmalte cemento e 0sso,
rodeado por fibroblastos produtores de cartilagem, in vivo (Athanassiou-Papaefthymiou

etal.,2015).

Segundo Bazina et al., (2020) a serotonina pode induzir a producdo de um
biomaterial semelhante ao esmalte a partir de queratindcitos orais adultos
reprogramados com TGF-f1, num meio sem estrutura de suporte, in vitro. Os
organoides formados estabeleceram uma matriz de proteina rica em amelogenina. Apds
a mineralizacdo, os cristais recém-formados produziram um material semelhante ao
esmalte, rico em amelogenina, que demonstrou alinhamento dos cristais de

hidroxiapatite, com propriedades mecanicas, como translucidez de luz (Bazina et al.,

2020).

A complexidade da estrutura do dente, faz com que seja extremamente dificil a
sua construgdo organoide. O dente projetado ndo sé deve atingir a dureza e o modulo de
elasticidade do tecido duro, como também tem que ter vascularizacdo adequada e

inervacao para crescer e sobreviver (Yelick & Sharpe, 2019).

Resumidamente, organodides do gérmen dentério, derivados de células dentarias
embriondrias, podem gerar por completo, toda a estrutura do dente, incluindo tecido
duro, tecido pulpar, vasos sanguineos, e fibras nervosas (Gao et al., 2021). Contudo,
essa estratégia ¢ limitada devido a reduzida quantidade de células embrionarias. A
aplicacdo de PSCs e ASCs podem resolver a origem das células na constru¢do
organoide. O uso de PSCs na constru¢do organoide, tem muitas vantagens como,

capacidade de diferenciacdo de auto-renovagdo. No entanto, o desconhecimento de uma
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forma eficaz de indugdo de iPSC, torna a sua utilizagdo, na formagao de organdides de

gérmen dentario complicada (Gao et al., 2021).

O facto de existirem poucos estudos e de ndo terem sido realizados em humanos,
in vivo, fazem com que a aplicabilidade desta técnica na formagao de um novo gérmen

dentario, seja limitada.

Organoides da Glandula Salivar

A chave para a constru¢do de organdides da glandula salivar reside na
recuperagdo da sua estrutura e da sua fungao secretora.
As células-tronco/ progenitoras podem ser utilizadas para constru¢do de organoides das
GS, na presenca de uma matriz natural ou sintética (ou nao).
Duas estratégias principais tém sido delineadas em pesquisas sobre a construgdo de
organdides da GS, organdides derivados de PSC e organdides derivado de ASC (Gao et
al.,2021).

Derivados de PSC

Na construgdo de organdides das glandulas salivares, as células-tronco/
progenitoras com capacidade de auto-organizagdo e auto-renovacdo, sdo geralmente
derivadas de glandulas salivares embrionarias e pos-natais (Hosseini et al., 2019; Sui et
al., 2020). Estudos recentes descobriram que células-tronco / progenitoras isoladas da
glandula salivar podem ser expandidas e diferenciadas para gerar organdides capazes de
restaurar a funcdo da glandula in vivo. A presenca de FGF10, promoveu o seu
desenvolvimento, conforme indicado pela expressao de marcadores especificos, melhor
arranjo espacial de células e maior sensibilidade a estimulacdo por neurotransmissores,
in vitro. Ap0s transplante heterotopico, as esferas celulares induzidas, combinadas com
o mesénquima da glandula salivar embriondaria, desenvolveram uma GS madura, com
morfologia natural e secrecdo salivar. No entanto, a sua fungdo secretora estava
diminuida devido a auséncia de fatores de estimulagdo continua (Sui et a/.,2020).
Também foi explorada a utilizagdo de PSCs para formagdo de células especificas de

glandulas salivares. As ESCs foram induzidas a se diferenciar em ectoderma oral, que
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passou por morfogénese para formar ductos salivares ramificados quando influenciados
por sinalizacdo FGF7 e FGF10 (Tanaka et al., 2018). A indugdo passo a passo, pode
fazer com que as células-tronco embrionarias de camundongo se desenvolvam numa
glandula salivar precoce por tecnologia organdide e amaduregam ainda mais apds o
transplante ortotopico (Tanaka et al., 2018), apresentando ndo sé morfologia e
expressao genética semelhantes a uma glandula salivar embriondria como caracteristicas

de glandulas salivares maduras, como secrecao salivar (Tanaka et al., 2018).

Derivados de ASC

Alguns autores relataram o isolamento de células de murino (Maimets et al.,
2016; Nanduri ef al., 2014) e da SMG humano (Pringle et al., 2016), que por sua vez,
mostraram potencial de auto-renovacao e diferenciagdo in vitro, ambas caracteristicas
de células-tronco. Essas células-tronco / progenitoras mostraram capacidade de se auto-

renovar e gerar organdides que expressavam amilase (Pringle ef al. 2016).

Células-tronco adultas da glandula salivar humana semeadas em matrigel, foram
descritas como possiveis formadoras de organdides da GS, de ramificacdo pequena
(Nanduri et al. 2014; Pringle et al. 2016). As células expandidas foram capazes de

formar mini-glandulas contendo varias linhagens de células (Nanduri et al., 2014).

Uma outra abordagem, desta vez, sem estrutura de suporte, foi desenvolvida por
Shin et al. (2018a), levando a formagdo de organdides da GS que apresentaram

neovascularizagdo e expressdao de marcadores acinares e ductais (Shin ef al., 2018a).

Além das técnicas anteriormente referidas, também a bioimpressao 3D pode ser
utilizada na constru¢do de organodides da GS derivados de ASC (Adine et al., 2018;
Ferreira et al., 2019; Urkasemsin et al., 2020). DPSCs foram marcados com
nanoparticulas magnéticas, que se organizam espacialmente em torno de pontos
magnéticos para gerar estruturas tridimensionais. Em seguida, as células foram
induzidas por FGF10 para se diferenciarem em organodides que mimetizaram a GS
nativa, com propriedades funcionais, neuroepiteliais e producdo de saliva, quando
estimulados (Adine et al., 2018; Urkasemsin et al., 2020), mas vasculariza¢ao limitada

(Adine et al., 2018). Esta ferramenta apresenta algumas vantagens como facilidade de
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reprodutibilidade e rapidez na obtenc¢do de resultados (Adine et al., 2018; Ferreira et al.,

2019; Urkasemsin et al., 2020).

Também as células-tronco do foliculo dentario (hDFSC) sdo outra fonte de

células-tronco para a formagao de organoides das glandulas salivares (Xu et al., 2017).

A linha celular SIMS, que inclui células da glandula salivar submandibular de
camundongo adulto imortalizado, também se pode diferenciar em populagdes Unicas de
células acinares, mioepiteliais e ductais sob varias condi¢des de diferenciagdo 3D

(Athwal e Lombaert, 2019).

Segundo Cho et al. (2021), as salisferas quando sujeitas a auto-renovagdo e
colocadas em meio de diferenciagdo, podem levar a formagdo de organdides em
matrigel (Cho et al., 2021; Koslow et al., 2019; Maimets et al., 2016). Alguns autores
defendem que Wnt apresenta um papel importante na auto-renovagdo de células-tronco
das glandulas salivares e promove a sua expansao a longo prazo (Maimets et al., 2016),
j& outros defendem que a expansdo de células mediada por Y27632 de culturas de

salisférios adultos, facilita a formagdo de organdides (Koslow et al., 2019).

Embora tenham sido construidos vérios modelos organodides salivares, ainda
apresentam algumas limitacdes como fraca vascularizacdo (Adine et al., 2018),
dificuldade no controlo das condigdes de cultura devido a complexidade do matrigel
(Athwal e Lombaert, 2019), necessidade de uma correta regulacdo e presenca fatores de
crescimento para o seu desenvolvimento (Sui et al., 2020; Tanaka et al., 2018) mas
principalmente a necessidade de realizagdo destes estudos em humanos, in vivo
(Maimets et al., 2016; Pringle et al., 2016; Serrano Martinez et al., 2020; Shin et al.,
2018a).

Resumidamente, duas abordagens principais t€ém sido usadas para a construgao
destas estruturas: 1) incubagdo de células-tronco/ progenitoras derivadas da glandula
salivar num sistema de cultura tridimensional, para formar a estrutura da glandula por
meio de indugao de processos regenerativos e 2) inducao de células-tronco pluripotentes
para gerar glandulas salivares embriondrias, replicando o processo de desenvolvimento

(Gao et al., 2021).
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Organoides do Epitélio Lingual e botdes gustativos

Sistemas de cultura organoide epitelial lingual podem ser estabelecidos a partir
de células-tronco linguais em matrigel (Gao ef al., 2021) e organdides gustativos podem
ser formados, incorporando tecido da papila circunvalada ou induzindo células-tronco
gustativas Lgr5+ (Aihara et al., 2015; Guo et al., 2019; Lin et al., 2021; Qin et al.,
2018; Ren et al., 2014; Ren et al., 2020; Shechtman et al., 2021, Takai et al., 2019)
e/ou Lgro+ (Lin et al., 2021; Ren et al., 2014), presentes nas papilas circunvaladas (Yee
et al., 2013), sob condig¢des de cultura especificas na presenca de fatores de crescimento

e pequenas moléculas (Gao et al., 2021).

Segundo Ren et al, (2014), Lgr5+ e Lgr6+ podem ser cultivadas em
DMEM/F12 suplementado com R-spondin, Noggin, Jagged, Y27623, N-acetilcisteina,
EGF, N2 e B27, expandir-se e diferenciar-se em células semelhantes ao sabor, in vitro,
sem nicho mesenquimal ou conexdo neuronal, o que sugere que essas células sdo,
intrinsecamente, capazes de dar origem a todos os subtipos de células gustativas. As
células Lgr5+ dao origem aos trés tipos principais de células gustativas e Lgro, tal como
Lgr5, marca células-tronco no tecido gustativo da lingua anterior e posterior e, pode
gerar células gustativas maduras ex vivo (Ren et al., 2014). Além disso, com
suplementagdo de Wnt, EGF, R-spondin 1 e Noggin, organdides gustativos podem
desenvolver-se e apresentar caracteristicas fenotipicas semelhantes aos tecidos naturais,
incluindo multiplas camadas de células epiteliais contendo células-tronco / progenitoras

na camada externa e células gustativas na camada interna (Aihara ef al., 2015).

Foi desenvolvido um estudo que avaliou a capacidade de formacdo de organdides
gustativos a partir de células-tronco Lgr5+ gustativas de camundongos neonatais e
adultos. Nesse estudo, os organoides formados exibiram capacidade diferencial de gerar
células recetoras de sabor, sendo que as células neonatais promoveram o
desenvolvimento de células Card+ e gustducint+ (Ren et al., 2020). Refor¢ando a ideia
de que existem varios fatores que determinam a formacao de células recetoras de sabor
em organdides, tais como: o subtipo de células, a idade do animal, a ativagdo e
inativacao das vias de sinalizagdo, bem como o crosstalk entre as varias transdugdes de

sinalizagdo (Ren et al., 2020).
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Recentemente, as células Bmil+ isoladas da camada basal do epitélio lingual,
foram usadas para estabelecer organoides do epitélio lingual, que sdo considerados um
tipo de células-tronco epiteliais linguais (LECs) (Hisha et al., 2016). As células Bmil +
das LECs, libertadas dos fragmentos linguais foram cultivadas em matrigel,
suplementado com citocinas, incluindo EGF, Noggin ¢ R-spondin. Nessas condigdes,
trés diferentes tipos de organodides foram gerados: organdides de formato redondo com
arranjos de células concéntricas e de formato robusto e redondo organdides com um
arranjo de células reticuladas. Entre eles, organoides de formato redondo com arranjos
de células concéntricas, apresentaram um epitélio queratinizado com multicamadas e
estrato corneo, caracteristicos de papilas filiformes (Hisha et al., 2013; Hisha & Ueno,
2019). No entanto, a limitacdo deste sistema ¢ a heterogeneidade de organdides gerados
sob as mesmas condi¢des culturais (Hisha et al. 2016). Apdés o transplante, os
organoides enxertados, expandiram-se na camada muscular, em vez de na camada
epitelial da lingua do recetor, uma vez que ¢ tecnicamente dificil injetd-los na area

subepitelial (Hisha et al., 2013).

Potenciais aplicacoes dos Organdides orais

Os organoides orais tém aplicacdes potenciais imediatas, fornecem Ootimos
modelos para experiéncias in vitro e in vivo, além do desenvolvimento de uma medicina
personalizada para o tratamento de doengas. Em relacdo a medicina regenerativa, os
organdides orais sao uma fonte promissora de tecidos transplantdveis para in vivo e

tipos de células funcionais para terapia. (Gao et al., 2021).

Como modelos de desenvolvimento

A formagao de organoides derivados de células-tronco pluripotentes, espelha a
organogénese natural, até certo ponto e fornece uma compreensdo aprofundada do
processo, além de exibir maior acessibilidade experimental, do que modelos animais
(Gao et al., 2021). Por exemplo, organdides do gérmen dentario, podem exibir
marcadores odontogénicos e também sdo capazes de invaginacdo epitelial no

mesénquima condensado, imitando as intera¢des reciprocas dos tecidos envolvidos no
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desenvolvimento do dente humano. A analise abrangente do transcriptoma indicou a
ativacdo de vias de sinalizac¢do, envolvidas em organogénese dentdria humana, como

Notch e sinalizagdo de TGF- (Rosowski ef al., 2019).

Na construgdo de organdides da GS, o FGF2 e a laminina 111 foram
identificados como fatores de nicho essenciais na promogao da maturagdo das células da
SG e, Sox9 e Foxcl como fatores de transcricdo responsaveis pela diferenciagdo do
ectoderma oral no rudimento da glandula salivar (Tanaka et al. 2018; Hosseini et al.

2018).

Na construcdo de organdides das papilas gustativas, Matsumoto et al. (2019)
defendeu que TRPV4 esta envolvido na perce¢do do sabor azedo, por diferenciagdo de
células gustativas tipo III (Matsumoto ef al., 2019). Qin et al (2018), a partir de células-
tronco Lgr5+-GFP de camundongos transgénicos, percebeu que Gli3 é um supressor da
proliferacdo de células-tronco gustativas e afeta o nimero ¢ a fungdo das células (Qin et

al., 2018).

Na modelagem de doencas

Para o estudo de patologias orais, a utilizacdo direta de células dos pacientes
pode permitir a formacao de organoides personalizados (Schutgens e Clevers 2020). A
aplicacdo de organdides na pesquisa de tumores, mostra vantagens notdveis no

tratamento de precisdo do cancro oral (Gao et al., 2021).

Ao contrario das linhas de células em monocamada, os organoides sao
geneticamente estaveis durante a cultura a longo prazo e captam a heterogeneidade

parcial, do tumor original (Gao et al., 2021).
Organdides normais e organdides cancerigenos, podem ser estabelecidos em

simultdneo, a partir das mesmas amostras de pacientes, proporcionado uma

oportunidade para a medicina personalizada.
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Organoides gustativos tém sido utilizados para explorar os efeitos da radiacao
nas papilas gustativas, sugerindo que os inibidores de SIRT1 podem promover a
sobrevivéncia das células-tronco do botdo gustativo Lgr5+ e mitigar a mucosite oral
induzida por radiacao (Guo et al., 2019). Promovendo o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas contra a disfuncao do paladar e ulceragdo da mucosa. Também Cho et al.,
2021, defende que a cultura organoide 3D pode ser usada para gerar um modelo de uma
glandula salivar induzida por radiagdo e dessa forma prever respostas a agentes
radioterapéuticos protetores. Segundo este autor, EGF pode promover o crescimento e
inibir a apoptose das células epiteliais salivares, podendo mesmo ser uma opg¢ao
terapéutica promissora para a prevencdo da hipofun¢do das glandulas salivares

induzidas por radiagdo (Cho et al., 2021).

Esta ferramenta, também pode ser util como modelo de pré-clinico, fornecendo
luzes sobre a compreensao da biologia de tumores, como o carcinoma adenoide quistico
(ACC), podendo proporcionar uma terapia personalizada para pacientes com essa
doenca ou outras patologias malignas, até agora inacessiveis de prever, a real eficacia

dos farmacos, devido a falta de modelos in vitro ¢ in vivo (Takada et al., 2021).

Medicina Regenerativa

Os tecidos e 6rgdos doados para transplante sdo sempre escassos. Como o0s
organoides sdo gerados a partir da expansdo e diferenciagdo, in vitro, de quantidades
minimas de cé€lulas do dador, podem evitar rejeicdo imunologica e questdes éticas,
podendo se tornar uma fonte adequada para transplante num futuro proximo (Gao et al.,

2021).

Embora os organodides do gérmen dentario ainda ndo se tenham desenvolvido em
dentes perfeitos, fornecem um novo método para desenvolvimento de dentes intactos. A
criacdo de um organdide do gérmen dentdrio, passivel de transplante para o 0sso
alveolar, com consecutivo desenvolvimento de um dente totalmente formado com

inervagao e vascularizagao, serd o bastante util para a terapia clinica (Gao ef al., 2021).
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Organoides da glandula salivar enxertados ortotopicamente, exibiram
reconstru¢do do sistema nervoso, com secre¢do salivar, sugerindo um grande potencial

desta terapia para o reparo e regeneracao das glandulas (Tanaka et al., 2018).

O sistema de cultura organdide do epitélio lingual e papilas gustativas, t€m
fornecido um método conveniente e direto para a compreensdo do mecanismo de
manuten¢do e hiperplasia do epitélio lingual, importante para o estudo do cancro e

regeneragado da lingua.
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Conclusdo

V. Conclusio e Perspetivas futuras

Esta dissertagdo, retine a literatura mais revelante sobre a utilizagdo da técnica
organotipica, na cavidade oral, de 2011 a junho de 2021. Este trabalho pretende
enfatizar os esforgos continuos da ciéncia para dar hipdteses de tratamento mais

biologicas a muitos dos problemas com que nos deparamos na nossa pratica clinica.

Os organodides orais representam uma importante ponte entre as culturas de
células 2D e os modelos animais in vivo, uma vez que podem recapitular parcialmente a
estrutura tridimensional do o6rgdo nativo e ao mesmo tempo, sdao relativamente

acessivels e estavelis.

Embora as estratégias de desenvolvimento de organdides orais, se tenham
desenvolvido drasticamente, nas Ultimas décadas, ainda ndo se tornaram modelos
perfeitos de orgdos nativos. Nao esta claro até que ponto eles podem substituir
funcionalmente os 6rgdos originais apds serem transplantados para o corpo humano.
Diferentes organodides orais tém caracteristicas estruturais e fun¢des muito distintas,

portanto, ndo existe uma estratégia geral de constru¢do para todos os organdides.

No entanto, ndo deixam de ser uma nova ferramenta de pesquisa, com possiveis

aplicagdes em medicina regenerativa no futuro.
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Anexos

Anexo I- Checklist Prisma

Anexos

TITLE

Title | 1 | Identify the report as a systematic review, meta-analysis, or both.

ABSTRACT

Structured summary 2 Provide a structured summary including, as applicable: background; objectives; data sources; study eligibility criteria, participants, and 1
interventions; study appraisal and synthesis methods; results; limitations; conclusions and implications of key findings; systematic review
registration number.

INTRODUCTION

Rationale 3 Describe the rationale for the review in the context of what is already known. 13-14

Objectives 4 Provide an explicit statement of questions being addressed with reference to participants, interventions, comparisons, outcomes, and study | 29-31
design (PICOS).

METHODS

Protocol and registration 5 Indicate if a review protocol exists, if and where it can be accessed (e.g., Web address), and, if available, provide registration information | 31
including registration number.

Eligibility criteria 6 Specify study characteristics (e.g., PICOS, length of follow-up) and report characteristics (e.g., years considered, language, publication status) | 31-33
used as criteria for eligibility, giving rationale.

Information sources 7 Describe all information sources (e.g., databases with dates of coverage, contact with study authors to identify additional studies) in the search | 31-33
and date last searched.

Search 8 Present full electronic search strategy for at least one database, including any limits used, such that it could be repeated. 31-33

Study selection 9 State the process for selecting studies (i.e., screening, eligibility, included in systematic review, and, if applicable, included in the meta- | 31-33
analysis).
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Data collection process 10 Describe method of data extraction from reports (e.g., piloted forms, independently, in duplicate) and any processes for obtaining and | 31-33
confirming data from investigators.

Data items 11 List and define all variables for which data were sought (e.g., PICOS, funding sources) and any assumptions and simplifications made. 31-33

Risk of bias in individual studies 12 Describe methods used for assessing risk of bias of individual studies (including specification of whether this was done at the study or outcome | 33
level), and how this information is to be used in any data synthesis.

Summary measures 13 State the principal summary measures (e.g., risk ratio, difference in means).

Synthesis of results 14 Describe the methods of handling data and combining results of studies, if done, including measures of consistency (e.g., 1?) for each meta-
analysis.

Risk of bias across studies 15 Specify any assessment of risk of bias that may affect the cumulative evidence (e.g., publication bias, selective reporting within studies).

Additional analyses 16 Describe methods of additional analyses (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression), if done, indicating which were pre-specified.

RESULTS

Study selection 17 Give numbers of studies screened, assessed for eligibility, and included in the review, with reasons for exclusions at each stage, ideally with a | 36
flow diagram.

Study characteristics 18 For each study, present characteristics for which data were extracted (e.g., study size, PICOS, follow-up period) and provide the citations. 37-52

Risk of bias within studies 19 Present data on risk of bias of each study and, if available, any outcome level assessment (see item 12). 55-59

Results of individual studies 20 For all outcomes considered (benefits or harms), present, for each study: (a) simple summary data for each intervention group (b) effect | 55-59
estimates and confidence intervals, ideally with a forest plot.

Synthesis of results 21 Present results of each meta-analysis done, including confidence intervals and measures of consistency.

Risk of bias across studies 22 Present results of any assessment of risk of bias across studies (see Item 15). 55-59
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Additional analysis 23 Give results of additional analyses, if done (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression [see Item 16]).

DISCUSSION

Summary of evidence 24 Summarize the main findings including the strength of evidence for each main outcome; consider their relevance to key groups (e.g., healthcare | 60-70
providers, users, and policy makers).

Limitations 25 Discuss limitations at study and outcome level (e.g., risk of bias), and at review-level (e.g., incomplete retrieval of identified research, reporting
bias).

Conclusions 26 Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence, and implications for future research. 71

FUNDING

Funding 27 Describe sources of funding for the systematic review and other support (e.g., supply of data); role of funders for the systematic review.
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Anexo II- Ferramenta utilizada para avaliagdo do risco de viés (Quality assessment tools for in-vitro studies (version 2))

Table 4 — Quality assessment tool for In-vitro studies

Description

Sample Selection &
Experimental Setup

Do authors report a description of the sample collection
allowing the reader to understand whether the samples
represent technical or biological replicates? (Yes, No,
Unclear)

Technical replicates: a test performed on the same sample multiple times
Biological replicates: a test performed on biologically distinct samples representing an identical time point or
treatment dose (Altogen Biosystems, 2017, Lazic et al., 2018)

Is the experimental unit clearly stated? (Yes, No)

Three types are defined by Lazic as biological unit of interest (BU), experimental unit (EU) and Observational unit
(OU). BU is the entity about which interferences are made — the associated experiment tests a hypothesis, estimate
a specific property that leads to a conclusion. The experimental unit (EU) is randomly and independently assigned
to the test environment (the sample size N is equal to number of EUs). There are other factors that affect it — this
can be a BU of interest, group of Bus, parts of a BU or a sequence observations on a BU. The ideal approach to
genuine replication Is random and independent assignment. Moreover, treatment should be applied independently
to each EU and EUs should not influence each other. If this cannot be met — a different unit can be used as EU —
this can be one level up in the biological and technical hierarch. Finally observational unit is the entity which the
measurement are taken. The latter might be different from EUs and Bus. The increase in OUs does not increase the
sample size (Lazic et al., 2018).

Do authors report a statement of how many times the
experiment shown was replicated in the laboratory? (Yes, No,
Unclear)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5902037/

“In cell culture experiments cells are often both the OUs and BUs of interest, but rarely the EU.

Suppose an aliquot of cells is thawed and the cell suspension is pipetted into different wells of a microtitre plate.
Cells are randomised to wells, and then wells to treatments, so the first criterion is met. But treatments are applied
simultaneously to all cells in a well, not independently to each cell, so the second criterion is not met. In addition,
it is unreasonable to assume that cells in a well have no influence on each other; they form cell-to-cell connections,
release signaling molecules, and compete for the same nutrients in the media. Hence, the third criterion is not met
for using cells as the EU. Thus, a well, culture dish, or another plastic container is the appropriate EU for cell
culture experiments.” .... “The multiple wells on each day are then

treated as subsamples and do not contribute to N (for example, by averaging values across wells in the same
condition on each day)”.

Is the sex of the cells sufficiently reported? (Yes, No,
Unclear)

Sex is our experimental variable, there needs to be an adequate description of which data belongs to which sex
(Shah et al., 2014).
10.1152/ajpcell.00281.2013

Reagents & Cells

Is the source of cell lines provided? (Yes, No, not applicable)

If it explains the source of the cell lines e.g Neonatal foreskin keratinocytes (NFSKs) select yes. If it does not, the
answer is no. if the study does not provide cell lines, it will be not applicable (NPQIP, 2016).

Do the authors report whether the lines used have been
authenticated recently (e.g., by STR profiling: within 1 year
of'use)? (Yes, No, not applicable.)

If the article has a sentence saying that cell authentication was done within a year from publication using Short
Tandem Repeat (STR) profiling, then the answer is yes. If the statement is not available, the answer is no and if
they do not report cell lines, it is not applicable(NPQIP, 2016).
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Do the authors report whether the lines used have been tested
for mycoplasma contamination recently (within 6 months of
use)? (Yes, No, not applicable)

If there is a statement reporting the contamination, the answer is yes. If not, it is no. If no cell lines were used, the
answer is no(NPQIP, 2016).

Do authors report a description allowing the reading to
understand whether cells are primary cell cultures or
continuous cell line? (Yes, No)

Primary cell cultures most closely represent the tissue of origin. When subcultured they have a finite lifespan and
are more prone to significant changes with increasing passage as they adapt to in vitro culture. This means the
population doubling number should be carefully recorded. Continuous cell line, e.g. derived from a human cancer,
can be passaged an infinite number of times (Public Health England)

Is the passage number and/or population doubling numbers
adequately reported? (Yes, No)

“The passage number of a cell culture is a record of the number of times the culture has been sub-cultured, i.e.
harvested and reseeded into multiple ‘daughter’ cell culture flasks. The question about whether thawing cells
represents a passage or not is one that is asked frequently. When cells are trypsinized for freezing and then thawed
and reseeded, this represents one passage, albeit with time out in the freezer. As a passage is recognised as the
transfer of the cells to another culture dish, the passage number should be increased on reseeding, but not on
freezing. ”(Public Health England)

Has every antibody used in this manuscript been profiled for
use in the system under study, by either citation, catalog
number, clone number or validation profile? (Yes, No,
Unclear)

ABB to add here from NPQIP study

Sample Size

Does the manuscript describe how the sample size was
chosen to ensure adequate power to detect a pre-specified
effect size? (Yes, No, Unclear)

- If Yes, Was the sample size calculation
appropriate? (Yes, No, Unclear)

Allocation to groups

Was the methods of allocation samples to experimental
groups appropriate?

(If it is randomised, the answer is yes, otherwise is no or
unclear)

Allocation
Concealment

Were the investigators blinded to the group allocation during
the experiment? (Yes, No, Unclear)

Blinded Assessment of
Outcome

Were the investigators blinded to the group allocation when
assessing the outcome(s)? (Yes, No, Unclear)

Attrition

Does the manuscript describe if samples were excluded from
the analysis? (Yes, No, Unclear)

- Ifyes, were exclusion criteria pre-defined? (Yes,
No, Unclear)




