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RESUMO

A reparacdo e regeneragdo surgem como conceitos muito semelhantes, no
entanto, sdo muito distintos. A reparagdo diz respeito a uma polpa ainda viva e

regeneracdo, por sua vez, a uma polpa ja necrosada.

A opcdo final de tratamento para um dente necrosado tem sido, até a data, o
tratamento endodontico radical, a apexificagdo e nos casos mais severos, onde nenhuma
das opcOes anteriores é passivel de ser implementada, a exodontia. Os procedimentos
regenerativos surgem por necessidade de restabelecer as por¢des lesadas num dente para

que este possa manter-se em fungdo na boca, sem alteracdo do arco dentario.

A Medicina Regenerativa aplicada a Medicina Dentéria procura, por métodos
que eventualmente poderdo ser colocados em prética corrente num ambiente de
consultorio, regenerar as estruturas dentérias lesadas. Na &rea da Endodontia é
procurada, essencialmente, a regeneracdo da polpa e por conseguinte da dentina
pretendendo, a0 mesmo tempo, encerrar 0s apices radiculares. Este encerramento
pretende evitar a contaminacdo do espaco ocupado pela polpa e, simultaneamente,

permitir o desenvolvimento normal radicular em casos de desenvolvimento incompleto.

Existem atualmente varios métodos em estudo tais como a revascularizacdo
pulpar, utilizacdo de scaffolds, técnicas cell-based (implantacéo) e cell-free (ex. homing
celular), impressao tridimensional celular, terapia genética e, por Gltimo, e talvez mais
importante, o uso de células estaminais. Atualmente existem ja na literatura multiplos
estudos que comprovam o potencial de regeneracdao de uma estrutura pelo uso da triade
scaffold/células estaminais/fatores de crescimento.

Mediante este contexto, esta revisdo narrativa pretende clarificar os conceitos de
reparacao e regeneracgdo, qual a aplicabilidade de cada um deles mediante a situacdo em
questdo e, ainda, enumerar e explicar cada uma das técnicas atualmente em estudo no
que diz respeito a engenharia tecidular aplicada a Endodontia tentando sempre

demonstrar o que ja foi realizado e quais séo as perspetivas futuras nesta area.

Palavras-chave: Reparagdo pulpar, Endodontia Regenerativa, células

estaminais dentdrias, scaffold dentario.






ABSTRACT

The repair and regeneration appear as very similar concepts, however, they are
very different. Repair relates to a pulp that is still alive and regeneration in turn, to a

necrotic pulp.

The final treatment option for a necrotic tooth has been, to date, the radical
Endodontic treatment, apexification and in the more severe cases, where none of the
prior options is likely to be implemented, tooth extraction. Regenerative procedures
arise from the need to re-establish the damaged portions in a tooth so that it can remain

in function in the mouth, without altering the dental arch.

Regenerative Medicine applied to Dentistry looks, for methods that could
possibly be put into current practice in an office environment, to regenerate damaged
tooth structures. In the field of Endodontics it is essentially sought the regeneration of
pulp and dentin therefore while seeking to terminate the root apexes. The closure
intends to prevent contamination of the space occupied by the pulp and simultaneously

to allow the normal root development in cases of incomplete development.

There are several methods currently under study such as pulp revascularization,
use of scaffolds, cell-based techniques (implantation) and cell-free (e.g. cellular
homing), three-dimensional cell printing, gene therapy and lastly and perhaps most
importantly, the use of stem cells. Currently there are already multiple studies in the
literature that demonstrate the potential for regeneration of a structure by using the triad

scaffold/stem cell/growth factors.

Through this context, this narrative review aims to clarify the concepts of repair
and regeneration, the applicability of each of them according to the situation in question
and still enumerate and explain each of the techniques currently being studied with
regard to tissue engineering applied to Endodontics always trying to show what has

been accomplished and what are the future prospects in this area.

Keywords: Pulp repair, Regenerative Endodontics, dental stem cells, dental

scaffold.
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Reparacao e Regeneragao em Endodontia. Mito ou realidade?

I- INTRODUCAO

Entende-se a polpa dentaria como sendo um tecido heterogéneo, altamente
vascularizado, com nervos mielinizados e ndo mielinizados, que contém em si multiplos
tipos celulares e moléculas da matriz extracelular e, cuja funcdo primordial é a producéao
de dentina primaria, secundaria e terciaria. A polpa possui, ainda, funcbes de nutricdo
da dentina e, de agir como um biossensor para detecdo de estimulos lesivos. Por sua
vez, a dentina € um dos principais tecidos mineralizados da estrutura dentéria sendo
constituida por mdaltiplos tbulos que interpenetram toda a sua estrutura. Estes dois
tecidos estdo em estrita relacdo sendo muitas vezes dificil de distinguir estas duas
entidades uma vez que, a dentina encapsula a polpa em toda a sua extensdo (Zhang &
Yelick, 2010).

E importante que a funcdo da polpa dentéria seja mantida, uma vez que a perda
desta é vulgarmente procedida de fratura da estrutura dentaria, doenca periapical ou/e
perda do dente em si. Esta manutencdo revela-se importante, pois mediante uma infecao
da polpa torna-se necessario remové-la, com posterior desinfecdo do canal e
preenchimento do espaco com um material artificial. A regeneracdo endodontica ergue-
se entdo como uma possivel alternativa aos métodos tradicionais, ao remover a polpa
necrotica e substitui-la por tecido pulpar regenerado (Tatullo, Marrelli, Shakesheff &
White, 2014).

Os primeiros trabalhos, que dizem respeito a regeneracdo dentéria, tém
aproximadamente 50 anos, e descrevem o uso de hidréxido de célcio para fins de terapia
de vitalidade pulpar e, ainda, um possivel restabelecimento do complexo pulpo-
dentindrio em dentes permanentes necrosados através de um processo de
revascularizacdo baseado na importancia da formacdo de um coagulo sanguineo para
reparacao da lesdo. Estes primeiros trabalhos permitiram que o foco se mantivesse sobre
este tema. Assim, nas Ultimas décadas os procedimentos de regeneracdo dentéria tém
continuado a evoluir de forma a tornarem-se um campo vital no que diz respeito a

tratamento Médico Dentario (Hargreaves & Cohen, 2011).

As novas ideias de engenharia tecidular surgiram no final da década de 80 sendo
um dos componentes principais o scaffold, um material capaz de conter células e

permitir o seu crescimento (Huang, 2009).
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Introducao

Segundo Hargreaves, Diogenes e Teixeira (2013) o objetivo da regeneracdo de
tecidos, ou seja, a constituicdo de novo tecido que mimetize tanto a anatomia como
funcdo do tecido original é, de facto, distinto do objetivo da reparagdo tecidular sendo
esta responsavel, por exemplo, pelo desenvolvimento de um tecido de substituicdo sem

que ocorra restauro da funcéo.

Para Goldberg e Schmalz (2011), reparacdo e regeneracdo pulpar sdo dois
eventos que indicam duas abordagens terapéuticas distintas, porém, estes dois termos
sdo vulgarmente associados e utilizados de forma imprecisa como se fossem duas
realidades indistinguiveis. No entanto, estes dois termos referem-se a realidades clinicas

gue ndo sdo justapostas.
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Reparacao e Regeneragao em Endodontia. Mito ou realidade?

I1- DESENVOLVIMENTO

1- Reparacéo

A Endodontia, area da Medicina Dentaria que diz respeito a morfologia,
fisiologia, patologia da polpa dentéria e tecidos periradiculares, possui como objetivo
final a prevencdo e/ou eliminagédo de periodontite apical. Esta, por sua vez, surge pela
presenca de polpa necrética infetada, por libertacdo de metabolitos tdxicos e
subprodutos no interior do canal dentario, com posterior difusdo destes pelos tecidos
periapicais desencadeando uma resposta inflamatoria e, subsequente reabsorcao dssea.
Por outro lado, caso a polpa se encontre vital, poucas ou nenhumas bactérias estardo
presentes nos canais tornando-se, assim, imperativa a sua preservacao e terapia de forma
a prevenir desenvolvimento de problemas periapicais (Cohenca, Paranjpe & Berg,
2013).

A reparacdo pulpar diz respeito a promog¢do da cura da polpa, ainda viva, cujos
sintomas clinicos devem indicar uma lesdo reversivel. Como tal, esta reparacdo deve
ocorrer ap6s tratamento de uma lesdo por protecdo pulpar indireta ou direta da polpa

seguida de restauracdo com um material biocompativel (Goldberg & Schmalz, 2011).

Teoricamente, a polpa possui capacidade de auto-reparacao pela possibilidade de
regeneracdo de tecidos tanto mineralizados como pulpares. Assim, face a uma lesdo no
dente sdo mobilizados odontoblastos que promovem uma resposta a colonizacdo de
microrganismos presentes nos tubulos dentinérios produzindo, entéo, dentina esclerética
reacional de forma a criar uma barreira de protecdo em torno da polpa. Em lesdes de
carie mais severas, estes odontoblastos e varias outras células morrem no seguimento da
resposta inflamatdria. Neste caso, s@o recrutadas células progenitoras mesenquimais
para o local, por meio de sinais que incluem produtos de degradacdo da matriz
dentinaria, que se diferenciam em odontoblastos, de maneira a formar dentina de
reparacdo. Encontram-se ainda, no tecido pulpar, células de capacidade multipotente
que podem responder a possiveis lesdes e, para além disso, representam potencial de
vascularizagdo capaz de regenerar tecido pulpar funcional (Colombo, Moore,
Hartgerink & D’Souza, 2014).
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Desenvolvimento

O termo dentinogénese tercidria, cComo resposta a um processo regenerativo do
complexo pulpo-dentinario, é utilizado de forma muito pouca rigorosa uma vez que 0s
tecidos formados poderdo apresentar desde uma estrutura com tubularidade regular,
assemelhando-se assim a dentina primaria de caracter fisioldgico, a um tecido sem
presenca de tGbulos e com poucas caracteristicas morfoldgicas que se assemelhem a
dentina (Sloan & Smith, 2007).

Ambas as dentinas reacional e reparadora parecem, ainda que superficialmente,
muito parecidas pois levam a deposi¢do de matriz na interface pulpo-dentinéria sob o
local de lesdo, no entanto, uma diferenca fundamental entre estas dentinas é a presenca
na dentina reacional de continuidade tubular o que geralmente nao é observado na de

reparacao (Fig. 1) (Smith, Lumley, Tomson & Cooper, 2008).

A dentinogénese para formacdo de dentina reparadora, sendo esta caraterizada
por possuir menos matriz e menos tubulos que as restantes, necessita do recrutamento
de células estaminais subjacentes a polpa ndo infetada e diferenciacdo destas em
odontoblast-like cells, ou seja, em células semelhantes a odontoblastos. Estas células
sdo responsaveis pela formacdo de dentina, osteodentina ou ainda de tecido de

cicatrizagao mineralizado (Lin & Rosenberg, 2011).

MORE INTENSE
MILDER INJURY INJURY

Local cell

== death in
00 OO M odontoblast
o ® o ° La 1=y layer
» P ® ©» ﬂc v

O\ Odontoblast-like

© cells

REACTIONARY REPARATIVE
DENTINE DENTINE

Figura 1. Representacéo esquematica de lesdes tecidulares: leve ou mais intensa. A lesdo tecidular de
carater mais leve provoca um aumento local de odontoblastos que secretam matriz de dentina reacional,
por sua vez, na mais intensa pode ocorrer morte de odontoblastos. Se o ambiente for favoravel podera
ocorrer diferenciacdo de células semelhantes a odontoblastos a partir de células estaminais para secre¢ao

de matriz de dentina reparadora (Fonte: Smith, Lumley, Tomson & Cooper, 2008).
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Reparacao e Regeneragao em Endodontia. Mito ou realidade?

A terapia de vitalidade pulpar visa tratar lesbes pulpares de carater reversivel
permitindo a manutencédo da vitalidade e funcéo pulpar tanto em denti¢do decidua como
em permanente. Esta terapia inclui duas abordagens terapéuticas sendo elas o tratamento
pulpar indireto (IPT), em situac6es de carie profunda dentinaria, e protecdo pulpar direta

(DPC) ou pulpotomia, em situacdes de exposicao pulpar (Fuks, 2008).

O éxito associado a terapia vital pulpar depende do tipo e localizacdo da leséo,
do tipo de tratamento efetuado e ainda da integridade da restauracdo e idade do dente
em questdo (Sun, Jin, Yu & Chen, 2011).

1.1-  Protec¢do pulpar indireta

A protecdo pulpar indireta € um procedimento utilizado de forma a proteger os
odontoblastos primarios, ainda que alguns sejam destruidos de acordo com o
envolvimento do complexo pulpo-dentinario, e para formacdo de dentina reacional ou

de reparacdo na juncdo pulpo-dentinaria (Ghoddusi, Forghani & Parisay, 2014).

Segundo Lin e Rosenberg (2011) podem participar, por libertacdo a partir da
matriz de dentina, proteinas morfogénicas 6sseas (BMPs), fatores de crescimento
angiogeénicos e fatores de crescimento insulinico (IGFs) no processo de dentinogénese
reacional. Neste processo, a regulacdo positiva de odontoblastos resulta de um aumento
da atividade de sintese da proteina de colagénio dentinaria mediante o aumento da
atividade de transcricdo de genes. Os fatores de crescimento, por sua vez, podem atuar
como moléculas sinalizadoras e, assim, ligar-se a recetores a superficie dos
odontoblastos. Deste modo, a regulacéo da atividade ou expresséo de genes durante a
sua transcricdo resulta da ligacdo do ligando ao recetor. Este procedimento é, no
entanto, considerado altamente controverso por deixar, no local de les&o, carie de forma
a evitar exposi¢do pulpar sendo colocado um material na por¢do de dentina cariada

remanescente (Tab. 1).
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Fatores de crescimento e moléculas bioativas (ex., TGF-Bs, BMPs, IGF, fatores de
crescimento angiogenéticos) libertados da matriz de dentina

l

Odontoblastos primarios

l

Regulagdo positiva da atividade de genes

l

Formacdo de dentina reacional

|

TGF-p, fator de crescimento transformador-f, BMP, proteina morfogénica ossea, IGF,
fator de crescimento insulinico

Tabela 1. Protegdo pulpar indireta (Adaptada de: Lin & Rosenberg, 2011).

1.2- Protecdo pulpar direta

A protecdo pulpar direta corresponde ao tratamento de uma exposi¢do pulpar
mecanica ou traumatica. Esta protecdo faz-se por selamento da exposicdo com um
biomaterial que auxilia na formacéo de dentina de reparacdo e manutencao da vitalidade
do tecido pulpar (Ghoddusi et al., 2014).

O dente deve apresentar-se assintomatico, livre de contaminantes e a exposicéo

pulpar em questdo deve ser de reduzido diametro (Fuks, 2008).

De acordo com Lin e Rosenberg (2011), quando ocorre exposi¢do pulpar,
localmente, os odontoblastos primarios conjuntamente com outras celulas do tecido
pulpar sdo destruidos ocasionando, assim, inflamacéo. Se esta for controlada, células
residentes poderdo ser regeneradas. Desta forma, é colocado um material, geralmente
hidroxido de célcio ou agregado mineral trioxido (MTA), diretamente no local de
exposicao pulpar de maneira a auxiliar no processo de formagédo de dentina de reparagéo
e, por conseguinte obter manutencao pulpar. Estes materiais de prote¢édo pulpar poderao,
possivelmente, causar formacdo de dentina reparadora por libertacdo de fatores de

crescimento TGF-1, TGF-2, BMP-2 e IG-1 juntamente com moléculas bioativas que
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induzem necessaria sinalizacdo em celulas estaminais para a sua diferenciacdo em
células que se assemelham a odontoblastos na polpa para posterior producdo de matriz
dentinaria (Tab. 2).

Fatores de crescimento € moléculas bioativas (ex., TGF-Bs, BMPs, IGF, fatores de
crescimento angiogenéticos) libertados da matriz de dentina

Células estaminais/progenitoras na polpa

Regulacdo da expressdo de genes

Células que se assemelham a odontoblastos (odontoblast-like cells) ou odontoblastos
secundarios

Formacdo de dentina reparadora ou osteodentina

Tabela 2. Protecdo pulpar direta (Adaptada de: Lin & Rosenberg, 2011).

1.3- Pulpotomia

A protecdo pulpar é considerada adequada em situacdes de exposicdo imediata
minima, porém, em casos de lesdes tais como caries que tenham sofrido exposicao
microbiana por um periodo de tempo, a pulpotomia parcial € mais recomendada
(Hersted-Bindslev & Bergenholtz, 2010).

Pulpotomia é um procedimento no qual é removido tecido pulpar da por¢éo
coronaria do dente de forma a preservar a porc¢do radicular, sendo esta ultima, selada
com hidréxido de céalcio com o objetivo de estimular a formacdo de uma ponte
dentinaria. Os odontoblastos primarios, e varias outras células da polpa coronéria, sdo
destruidos apos a realizagdo deste processo sendo, aqui, a inflamagdo muito mais grave
do que a verificada ap0os procedimentos de protecdo pulpar. Neste caso, é necessario que
ocorra maior concentracdo e posterior diferenciacdo de células progenitoras em células
semelhantes a odontoblastos (odontoblast like-cells) na porcdo pulpar remanescente
sendo o restante processo, que visa formacdo da ponte de dentina, semelhante aquele

que ocorre na protecdo pulpar (Lin & Rosenberg, 2011).
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A pulpotomia permite remover com uma broca diamantada, para além de
dentina, 1-2 mm de profundidade da porcéo infetada e mais superficial de tecido pulpar,
sendo necessario que 0 sangramento associado a este procedimento seja controlado bem
como a eliminacdo de quaisquer codgulos sanguineos que eventualmente possam vir a
formar-se, pela possibilidade de constituirem locais de crescimento de microrganismos
passiveis de contaminar o meio. O material de protecdo pulpar deveré ser colocado de
forma delicada para evitar a sua dilaceracdo e deslocamento para porgdes mais
profundas da polpa (Hersted-Bindslev & Bergenholtz, 2010).

Os materiais de protecdo, ao permitirem regeneracdo do complexo pulpo-
dentinario, foram relacionados com o estimulo para a diferenciacdo de células
progenitoras pulpares em células semelhantes a odontoblastos ou, ainda, com a secrecéo
de TGF-B1 (Abou Neel, Chrzanowski, Salih, Kim & Knowles, 2014).

O hidrdxido de célcio tem sido utilizado de forma convencional como método de
protecdo pulpar promovendo formacdo de uma ponte de dentina sobre pequenos locais
de exposicdo pulpar (Edwards & Mason, 2006).

As pastas e suspensdes de hidroxido de calcio tém um pH elevado, desta forma,
quando sdo aplicadas cauterizam o tecido e causam necrose superficial numa extenséo
muito reduzida. Pouco tempo apds protecdo pulpar com hidréxido de célcio, apresenta-
se formacdo de uma camada superficial de tecido necrético e infiltrados de células
inflamatdrias, o tecido sofre reorganizacdo, os coagulos sanguineos sofrem resolucgéo, o
processo inflamatério diminui e forma-se uma matriz rica em colagénio relacionada
com o material de protecdo pulpar ou zona necrética com posterior formacao de tecido
amorfo (Hersted-Bindslev & Bergenholtz, 2010).

O agregado mineral trioxido ou MTA é um material resistente a infiltracdo
bacteriana que pode ser utilizado em protecdo pulpar permitindo a reparacdo, por
promoc¢édo do processo de dentinogénese, e continuagdo da manutencdo da vitalidade do
tecido pulpar quando usado de forma concomitante com adequada restauracdo. Pela
utilizacdo deste material observam-se semelhangas quando comparado a hidroxido de
calcio a nivel da resposta pulpar ocorrendo proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de

células progenitoras em células que se assemelham a odontoblastos (Sun et al., 2011).
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Embora o hidroxido de calcio tenha vindo a ser utilizado em procedimentos de
protecdo pulpar direta e indireta por mais de uma década, segundo estudos recentes
incluindo o de Fuks (2008), quando comparado com MTA, este Ultimo, tem-se revelado

superior como material de protecdo pulpar (Malhotra & Mala, 2012).

A protecdo de polpa vital providencia a vantagem de manutencdo da vitalidade
da polpa dentaria, porém, esta terapia s6 € recomendada para dentes que se apresentem
assintomaticos ou que exibam sintomas de resposta inflamatoria minimos (Zhang &
Yelick, 2010).

O mecanismo de reparacdo nao é inteiramente entendido, porém, parece estar
relacionado com odontoblastos secundarios com formacdo de tecido duro, com
possiveis inclusdes e defeitos, diminuindo assim a eficacia de protecdo da polpa
(Harsted-Bindslev & Bergenholtz, 2010).

Como o diagnostico do estado pulpar se revela frequentemente dificil e falacioso
pode conduzir, a que numa situacdo de terapia de vitalidade pulpar, seja necessario
proceder a um tratamento endoddntico (Sun et al., 2011).

2- Regeneracao

A Medicina Regenerativa tem sofrido avancos ao longo dos anos devido,
essencialmente, ao uso de agentes como o hidréxido de célcio, utilizado em
procedimentos de protecdo pulpar visando a reparacdo desta, da utilizacdo de
biomoléculas e, atualmente, pelo estudo da biologia da polpa. Assim, cada vez mais,
esta a tornar-se possivel a ideia de regeneracdo de tecido pulpar vital (Schmalz & Smith,
2014).

Podemos entender assim o conceito de procedimentos regenerativos
endoddnticos como sendo “procedimentos baseados biologicamente para substituigdao
de estruturas danificadas incluindo dentina e estruturas radiculares e também de células

do complexo pulpo-dentinario” (Chandki, Kala, Banthia & Banthia, 2012).

Segundo Murray, Garcia-Godoy e Hargreaves (2007), a primeira definicdo de

engenharia tecidular teria sido muito provavelmente "um campo interdisciplinar que
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aplica os principios da engenharia e ciéncias da vida para o desenvolvimento de

substitutos bioldgicos para restaurar, manter ou melhorar a funcéo do tecido".

Schamlz e Smith (2014) consideram que a regeneracdo visa restaurar a estrutura
e funcdo fisioldgica dos tecidos por meio de abordagens de engenharia auxiliadas pelo
desenvolvimento de terapias que se assemelhem a protocolos de tratamento recorrentes

em pratica clinica.

Os principios da Medicina Regenerativa, segundo Murray et al. (2007), podem
ser aplicados na area de Endodontia para regeneracdo de tecidos endoddnticos. A
Medicina Regenerativa aplicada a Endodontia implica pesquisa de células estaminais
adultas, fatores de crescimento, cultura de tecidos e, ainda, de 6rgdos e materiais com o
propdsito de engenharia tecidular. Estas técnicas sdo frequentemente combinadas para

criacdo de terapias regenerativas (Tab. 3).

Células Fatores de
estaminais H crescimento

Endodontia
Regenerativa

Cultura de
células, tecidos
e 6rgaos

Materiais de H

engenharia
tecidular

Tabela 3. Dominios necessarios para o desenvolvimento de técnicas regenerativas endodonticas
(Adaptada de: Murray, Garcia-Godoy & Hargreaves, 2007).

As fontes mais promissoras para uso em engenharia tecidular sdo as células
estaminais, sendo assim, a pesquisa com uso destas continua a ser um dos mais ativos
campos académicos embora existam, ainda, questdes ndo resolvidas e limitacfes de uso
a elas associadas. Outro componente essencial na engenharia tecidular é o scaffold, um

suporte fisico, que devera apoiar a vascularizacao e inervacdo do tecido pulpar. Para
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engenharia tecidular sdo também necessarios fatores de crescimento possuindo estes,
ainda, desafios no que diz respeito a sua aplicacdo em Endodontia Regenerativa (Zhang
& Yelick, 2010).

Com o uso de células espera-se que seja possivel regenerar a polpa do espago do
canal radicular e, ainda, da cdmara pulpar acompanhada de dentina nas paredes
dentinarias (Huang, Al-Habib & Gauthier, 2013).

Foram realizadas tentativas, ainda que sem éxito, de regeneracdo de tecidos
pulpares em 1960 e 1970 e, desde entdo, tem havido melhorias avassaladoras ao nivel
dos materiais, instrumentos e medicamentos disponiveis para uso clinico e, ainda, ao
nivel do conhecimento da biologia das células estaminais e engenharia tecidular. Estas
melhorias tém permitido a elaboracdo de técnicas bioldgicas para a regeneracdo de uma
estrutura pulpar funcional, no entanto, o foco principal no que diz respeito a esta
temaética tem sido fundamentalmente a nivel de células principalmente pelo seu uso em
procedimentos de transplantacdo. Porém existem dificuldades associadas devido a,
nomeadamente, custos excessivos relativos a isolamento, manuseio, armazenamento e
envio de células, manipulacdo ex vivo e possivel rejeicdo imunitaria e, ainda, a
possibilidade de contaminacdo e transmissdo de agentes patogénicos e potencial de
formagé&o de tumores (Sun et al., 2011).

Podem ser considerados dois tipos de engenharia e/ou regeneragéo pulpar tendo
por base situacbes clinicas: regeneracdo pulpar parcial e sintese pulpar de novo. Os
processos de infecdo e inflamacdo pulpar séo distintos até que a polpa sofra necrose na
tua totalidade. Anteriormente a ocorréncia de necrose € possivel a recuperacdo do tecido
pulpar remanescente ap0s desinfecdo. Para potenciar a regeneracdo, podem ser
introduzidos tecidos pulpares gerados por engenharia no espago pulpar de modo a
permitirem a recuperacdo de tecido da polpa e geracdo de nova dentina. Por outro lado,
quando todo o tecido pulpar é perdido, considera-se proceder a sintese pulpar de novo
para regeneracao tecidular (Huang, 2009).

Para aumentar o potencial da regeneracdo parcial ou in situ poderdo ser
inseridos, no espaco pulpar, dispositivos médicos indutores ou construgdes de
engenharia pulpar baseadas em células estaminais da polpa dentaria (DPSCs) para
auxiliar no processo de recuperacgéo total de tecido pulpar/gerar nova dentina. Este tipo

de regeneracgdo parcial parece ser mais simples, pratico e fidedigno quando comparado
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com a sintese pulpar de novo, embora ainda, sejam necessarios mais estudos clinicos
controlados para fornecer evidéncia de efetividade. Quando todo o tecido pulpar é
perdido, a sintese de novo da polpa deve ocorrer para que seja gerado novo tecido. Esta
formacéo de tecido bem vascularizado, ao utilizar uma por¢do de dente como modelo,
foi j& descrita por varios grupos de investigadores tais como Cordeiro et al. (2008) ao
usarem células estaminais de dentes deciduos esfoliados humanos (SHEDS) ou Prescott
et al. (2008) ao usarem células estaminais da polpa dentéria (DPSCs) (Sun et al., 2011).

A regeneracdo parcial pulpar parece ser uma técnica exequivel, porém, a
dificuldade a ela associada parece residir na avaliacdo da porcdo que deve ser mantida
viva. E expectavel a criacdo de tecido artificial pulpar para permuta de tecido, mesmo
que este tenha sido totalmente destruido, a partir da utilizacdo de células estaminais
adultas pluripotentes ou embrionérias quando combinadas com scaffolds adequados.
Pode, ainda, ser antecipada a atracdo de células endégenas com origem em nichos de
células estaminais periapicais ou por migracdo celular da medula 6ssea adjacente por
meio de moléculas da matriz extracelular (ECM) quando introduzidas no canal radicular
desinfetado (Goldberg, 2011).

As técnicas cell-based e cell-free sdo dois tipos de abordagens utilizadas com o
intuito de regenerar tecidos. A técnica cell-free faz uso de materiais, que ndo sejam
células, como meios de tentativa de regeneracdo de tecido. No entanto, e até ao
momento, ndo existem evidéncias de que de facto essa regeneracdo ocorra existindo
assim subjacentes dificuldades de previsdo da extensdo da regeneracao pulpar que possa
eventualmente ocorrer. A técnica cell-based implica a introducdo de células exdgenas

no hospedeiro de modo a promover regeneracdo dos tecidos (Huang et al., 2013).

Murray et al. (2007) consideram a tabela a seguir representada (Tab. 4) como
sendo um marco inicial de identificagdo das principais prioridades de pesquisa no
desenvolvimento de técnicas aplicaveis no campo da Endodontia Regenerativa. As
técnicas apresentadas ndo se encontram em nenhuma ordem de prioridade especifica,
porém, representam uma sequéncia 0 mais proximo da realidade em termos de

aplicabilidade em situagOes particulares:
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Técnica

Imagem

Vantagens

Desvantagens

Revascularizacéo do canal rv

A\

radicular: abrir apice do

dente até 1mm para permitir

sangramento no interior dos

canais radiculares

Terapia celular estaminal:
células estaminais aut6logas

ou alogénicas séo colocadas

no dente via matriz

injetavel

Implantacéo pulpar:
tecido pulpar é cultivado
em laborat6rio em folhas e

implantado cirurgicamente

Implante de scaffold:

células pulpares sao

colocadas num scaffold 3-D ﬂ."!’{;

feito a partir de polimeros e

cirurgicamente implantado

Impresséo celular 3-D:

dispositivo tipo jato de tinta
dispensa camadas de células

num hidrogel passivel de
ser cirurgicamente

implantado

"‘,' ) \ﬁ rm"

-~

“klr
¥ o

q-\ % ¥

-

o Menor risco de
rejeicao imunitaria
o Menor risco de
transmisséo de

patogénios

o Rapida

o Facil colocagao
o Menos dolorosa
o As células sdo

faceis de colher

o As folhas de
células sdo faceis
de cultivar

o Mais estavel do
que uma injecdo de

células dissociadas

o A estrutura
suporta
organizacdo celular
o Alguns materiais
podem promover

vascularizagédo

o Multiplos tipos

SO celulares podem ser

posicionados
estrategicamente

o Poucos relatos de caso
publicados até a data

o Potencial risco de
necrose se o tecido se
tornar reinfectado

o Baixa sobrevivéncia
celular

o As células nao
produzem nova polpa
funcional

o Elevado risco de
complicagdes

o As folhas ndo possuem
vascularizagdo por isso
apenas pequenas
construgdes sdo possiveis
o Deve ser projetado
para encaixar
adequadamente no canal
radicular

o Baixa sobrevivéncia
celular apds implantacéo
o Deve ser projetado
para encaixar
adequadamente no canal
radicular

o Deve ser projetado
para encaixar
adequadamente no canal
radicular

o A pesquisa inicial
ainda nao provou

funcionalidade in vivo
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o Fé&cil colocacédo
Scaffolds injetaveis: o Podem promover
hidrogéis polimerizaveis, regeneracao ao

somente ou contendo providenciar

suspensdes celulares sdo substituicdo para

colocados por injecdo matriz extracelular
o Pode evitar a
limpezae

Terapia genética: genes modelacéo de

canais radiculares

%S

mineralizadores sdo

transferidos para as células o Pode evitar a
pulpares vitais de dentes necessidade de
necroticos e sintomaticos implantacdo de

células estaminais

o Controlo limitado
sobre formagcéo tecidular
o Baixa sobrevivéncia
celular

o A pesquisa inicial
ainda ndo provou
funcionalidade in vivo

o A maioria das células
num dente necrético
encontra-se ja morta

o Dificil de controlar

o Risco de problemas de
salde

o Nao aprovado pela

FDA

Tabela 4. Técnicas em estudo para uso regenerativo endodontico (Adaptada de: Murray, Garcia-Godoy &

Hargreaves, 2007).

2.1- Fatores de crescimento

A implantagdo de células estaminais, para além da necessidade de um scaffold

apropriado, necessita também de fatores de transcri¢do, fatores de crescimento e

moléculas da matriz extracelular (ECM), que induzem vias de diferenciacao especificas

e mantém o fendtipo de odontoblastos (Sun et al., 2011).

Fatores de crescimento sdao por definicdo “proteinas que se ligam a recetores na

célula e induzem proliferagdo e/ou diferenciagdo celular” (Murray et al., 2007).

Estes fatores “regulam a divisdo ou especializacdo de células estaminais para o

tipo celular pretendido e medeiam eventos celulares essenciais na regeneragao tecidular

incluindo proliferacdo, quimiotaxia, diferenciagdo e sintese de matriz.” (Saber, 2009).

Varios processos bioldgicos sdo regulados por sinais sollveis que usualmente

ocorrem localmente, como tal, a colocagéo de fatores de crescimento pode ser utilizada
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para modulacdo do comportamento celular, maturacéo e formacédo de tecidos (Hacking
& Khademhosseini, 2009).

Para que a Endodontia Regenerativa tenha um forte impacto sobre a prética
clinica, esta deve centrar-se essencial e primariamente, na prestacao de terapias eficazes
com fim a regenerar tecido pulpar funcional e, se possivel, também restaurar a estrutura
de dentina perdida. Assim, alguns investigadores conseguiram mimetizar ou
complementar as respostas reparadoras do dente através de uma melhor compreensédo
dos processos bioldgicos de mediacdo da reparacdo tecidular. A dentina contém
multiplas proteinas capazes de estimular respostas a nivel dos tecidos. A
desmineralizacdo de tecidos dentéarios apds a aplicacdo de agentes condicionadores na
cavidade, materiais restauradores e até carie pode levar a libertacdo de fatores de
crescimento. Assim, é possivel que o efeito terapéutico do hidroxido de célcio se deva
substancialmente a extracdo de fatores de crescimento a partir da matriz de dentina
(Murray et al., 2007).

Fatores como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDFG), o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), o fator de crescimento insulinico (IGF), o fator de
estimulacgdo de coldnias (CSF) e o fator de crescimento epidérmico (EGF) sdo utilizados
para aumentar o numero de células estaminais. Por sua vez, as interleucinas (1-13)
atuam como moduladores das respostas imunes, humorais e celulares. O fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) detém um importante papel no processo de
angiogénese e, os fatores de crescimento transformante alfa e beta sdo importantes no
que diz respeito a processos de cicatrizacdo e regeneracdo de tecidos (Saber, 2009).

Segundo Murray et al. (2007), a tabela a seguir representada (Tab. 5) indica a

origem, atividade e utilidade de alguns fatores de crescimento mais comuns:

Abreviacéo Fator Fonte Atividade Utilidade

principal

BMP induz BMP é utilizada

Proteina diferenciacdo  para induzir as
BMP morfogénica  Matriz dssea de osteoblastos células estaminais a
0ssea e sintetizarem e

mineralizagdo  secretarem matriz
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CSF

EGF

FGF

IGF

Fator
estimulador

de colénias

Fator de
crescimento

epidermal

Fator de
crescimento

fibroblastico

Fator de
crescimento
insulinico |

ou Il

Interleucinas
IL-1alL-13

Vasta gama de

células

Glandulas

submaxilares

Vasta gama de

células

I-figado 11-
variedade de

células

Leucodcitos

0ssea

CSFs sdo
citoquinas que
estimulam a
proliferagéo de
células
estaminais
Osseas
pluripotentes
especificas
EGF promove
a proliferacdo
de células
mesenquimais,
gliais e
epiteliais

FGF promove
a proliferagdo
de vérias

células

IGF promove a
proliferagéo de
varios tipos

celulares

ILs sdo
citoquinas que
estimulam as
respostas
imunitarias,
humoral e

celular

mineral

CSF pode ser
utilizado para
aumentar o nimero
de células

estaminais

EGF pode ser
utilizado para
aumentar o nimero
de células
estaminais

FGF pode ser
utilizado para
aumentar o nimero
de células
estaminais

IGF pode ser
utilizado para
aumentar o nimero
de células
estaminais

Promove a
atividade

inflamatéria celular
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PDGF

TGF-a

TGF-p

NGF

Fator de
crescimento
derivado de

plaquetas

Fator de
crescimento
transformado

r-alfa

Fator de
crescimento
transformado

r-beta

Fator de
crescimento

nervoso

Plaquetas,
células
endoteliais,

placenta

Macréfagos,
células
cerebrais e

queratindcitos

Matriz de
dentina,
celulas TH1
ativadas,
células (T-
helper) e
celulas natural
killer (NK)

Uma proteina
secretada pelo
tecido alvo de

um neurénio

PDGF
promove a
proliferacdo de
tecido
conjuntivo,
células gliais e
do masculo
liso

TGF-a pode
ser importante
para a normal
reparacao de
lesGes

TGF-p ¢ anti-
inflamatario,
promove a
reparacao de
les@es, inibe a
proliferacdo de
macrofagos e
linfécitos
NGF é critico
para a
sobrevivéncia
e manutencéo
de neuronios
simpaticos e

sensoriais

PDGF pode ser
utilizado para
aumentar o nimero
de células

estaminais

Induz
desenvolvimento
epitelial e de

estrutura tecidular

TGF-B1 esta
presente na matriz
de dentina e tem
sido utilizado para
promover
mineralizacdo de

tecido pulpar

Promove 0
crescimento de
neurénios e
sobrevivéncia

celular neuronal

Godoy & Hargreaves 2007).
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O PDGEF é libertado por plaquetas e possui potencial para promover o fenémeno
de angiogénese e de proliferacdo celular. Estes fatores podem induzir quimiotaxia e
proliferacdo de células estaminais no local da lesdo e, ainda, estimular a sintese da

proteina da matriz de dentina (Kim et al., 2012).

FGF2 atua como fator indutor de diferenciacdo no processo de reparacdo de
danos de tecido pulpar e como regulador positivo da expressao de quimiocinas podendo,
este, ser Gtil na engenharia tecidular e regeneragdo pulpar quando se utilizam DPSCs
humanas (Deepak, Nandini & Sathyajith, 2011).

IGFs sdo polipéptidos de cadeia unica similares a sequéncia de proinsulina. De
entre estes fatores, o IGF-1 e -2 contribuem para a reparacao e odontogénese dentéaria
por meio de proliferacdo e diferenciacdo celular. Especificamente, IGF-1 ou
Somatomedina C detém, ainda, a possibilidade de promocdo do crescimento e

diferenciacéo de células da polpa (Kim et al., 2012).

A aplicacdo do fator de crescimento humano insulinico-1 juntamente com
colagénio pode induzir completa formacdo de ponte e de tabulos de dentina podendo,
assim, ser utilizado tal como outros fatores de crescimento, anteriormente a protecdo
pulpar ou como componente de materiais de restauracdo ou de Endodontia para
estimulacdo de regeneracgédo da polpa e de dentina (Murray et al., 2007).

O VEGF desempenha um papel de relevancia no controlo da permeabilidade
vascular no decorrer de eventos patoldgicos e fisiologicos. E um importante indutor da
diferenciacédo e sobrevivéncia celular e pensa-se, ainda, que possa representar um papel
crucial na promogdo do processo de dentinogénese por inducdo de vascularizagdo. Essa
vascularizagdo é necessaria para sustento das elevadas exigéncias metabolicas de células
odontoblésticas no decorrer do processo ativo de secrecdo de dentina (Rosa, Botero &
Nor, 2011).

Sdo considerados essenciais, os fatores de crescimento da familia do fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e proteinas morfogénicas 6sseas (BMPs). As
BMPs sdo importantes no desenvolvimento e regeneracdo dentaria e, por sua vez, a
familia do fator de crescimento transformador B (TGF-B) revela-se essencial na
sinalizacdo celular para diferenciacdo odontoblastica e estimulagdo da secrecdo de
matriz de dentina. Os elementos desta familia sdo secretados por odontoblastos e
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depositados na matriz de dentina, sob forma ativa, por interagdes com outros

componentes desta (Murray et al., 2007).

O efeito da familia TGF- 3 é francamente variavel dependendo, assim, do tipo de
células e tecidos. TGF- B1 desempenha um papel fundamental na resposta imunitéria,
durante a lesdo da polpa dentaria, e regula atividades celulares tais como migracéo,

proliferacdo e diferenciacdo celular e sintese de matriz extracelular (Kim et al., 2012).

Proteinas tais como as proteinas morfogénicas 6sseas, também conhecidas como
BMPs, representam um papel de importancia em mecanismos de formacao de dentina
reparadora. Estas, membros da familia TGF-p, foram identificadas como sendo
reguladoras da formacdo dssea e cartilagem participando, enfaticamente, em processos

de embriogénese e morfogénese de multiplos érgdos/tecidos (Demarco et al., 2011).

Durante a formacéo do dente, as BMPs determinam quando ocorrera a iniciacao,
morfogénese, citodiferenciacdo e secrecdo matricial, desta forma, sem estes fatores de
crescimento o dente dificilmente se desenvolveria. Além do mais, possuem um papel
predominante na formag&o de dentina. Aproximadamente 20 BMPs foram identificadas
e caraterizadas tendo cada uma delas diferente expressdo e afinidade para recetores
fazendo, assim, com que a atividade bioldgica destes fatores in vivo seja Unica (Saber,
2009).

As BMPs possuem a capacidade de induzir maior quantidade de dentina
reparadora e mais homogénea, com presenca de tubulos de dentina com processos
odontoblasticos bem definidos, comparativamente com a formada pelo uso de hidréxido
de célcio. A familia BMP apresenta-se como sendo a mais favoravel para uso, quando
comparada com outros fatores de crescimento, pelo facto de a BMP-2, BMP-4 e BMP-7
demonstrarem dirigir a diferenciacdo de células estaminais em odontoblastos e
consequentemente formacgédo de dentina. No entanto, para que a engenharia tecidular
seja bem-sucedida € importante que a colocagdo destas seja realizada em doses e tempo
apropriados para o local pretendido (Bansal & Bansal, 2011).

A aplicacdo direta de fatores de crescimento revela limitacdo das suas meias-
vidas e resulta, usualmente, em libertagdo temporaria e instvel. Estes factos sé&o

desfavoraveis para formagéo de novos tecidos (Zhang & Yelick, 2010).
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Os fatores de crescimento podem ser colocados previamente a protecdo pulpar
ou ser incorporados em materiais restauradores endodonticos de forma a estimular o
processo de regeneracdo de dentina e polpa. A longo prazo, os fatores de crescimento
poderdo ser utilizados conjuntamente com células estaminais pos-natal para proceder a

substituicdo de polpa de dentes debilitados (Murray et al., 2007).

Futuramente, no ambito da Medicina Dentaria, espera-se que os fatores de
crescimento possam vir a ser incorporados em materiais endodonticos e de restauragéo
de forma a propiciar regeneracdo do complexo pulpo-dentinario (Malhotra & Mala,
2012).

2.2- Revascularizacdo do canal radicular por coagulacédo sanguinea

Os esforcos iniciais, no que diz respeito a regeneragédo de tecido pulpar estavam
direcionados para a introdugdo de sangramento e formacéo de um coégulo sanguineo no
espaco do canal de dentes definitivos. Neste processo, inicialmente, foi utilizado um
coagulo sanguineo com intuito regenerativo do tecido pulpar, porém, e como resultado
houve formagdo de granulacéo, tecido fibroso ou mesmo ainda 0sso ou cemento (Sun et
al., 2011).

O processo de revascularizacdo é utilizado essencialmente em dentes com
desenvolvimento apical incompleto. Estes apices permitem que a resposta celular possa

levar ao seu encerramento e crescimento radicular (Schmalz & Smith, 2014).

O método de revascularizacdo implica que o espaco existente do canal radicular
tenha sido desinfetado e que a formagdo de um coédgulo sanguineo contenha, por sua
vez, a matriz que captura as células capazes de iniciar formacéo de tecidos (Murray et
al., 2007).

O coéagulo sanguineo criado no canal pulpar atua, assim, como um scaffold e os
fatores de crescimento nele presentes podem contribuir para a convocagdo de células,
porém, ainda é inconclusiva a capacidade de atracdo de ceélulas enddgenas estaminais
(Huang et al., 2013).

Este coagulo devera ser criado ap6s remocéo de tecido contaminado e controlo
da infecdo (Zhang & Yelick, 2010).
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O procedimento de revascularizacdo implica que seja usada pouca ou nenhuma
instrumentacdo de tipo mecanico, que seja feito uso de irrigantes antissépticos e de uma
mistura antibidtica ou, ainda, de hidréxido de célcio (Lin & Rosenberg, 2011).

0 uso de uma mistura tripla antibidtica
(Ciprofloxacina/Metronidazol/Minociclina)  pode auxiliar no  processo  de
revascularizacdo ao criar um ambiente adequado, por reducdo ou até mesmo eliminacgéo
completa de bactérias em dentes com desenvolvimento incompleto apical e polpas
necréticas, para desenvolvimento da vasculatura e regeneracdo celular (Hargreaves et
al., 2011).

Trope (2008) descreveu a mistura e respetivas instrugdes. Esta mistura, utilizada
em estudo por Banchs e Trope (2004), tem como composicdo 200 mg de

Ciprofloxacina, 500mg de Metronidazol e 100 mg de Minociclina (Tab. 6):

3Mis-MP

e Antibi6ticos (3Mis)
o Ciprofloxacina 200mg
o Metronidazol 500mg
o Minaociclina 100mg
e Transportador (MP)
o Macrogol pomada
o Propileno glicol
Protocolo para preparacgdo
e Antibioticos (3Mis)- Assegurar a ndo criagdo de contaminagédo cruzada
o Remover o revestimento de agtcar dos comprimidos com uma lamina
cirtrgica, esmagar individualmente em grais separados
o Abrir as capsulas, esmagar individualmente em grais separados
o Moer cada antibiotico num pé fino
o Combinar quantidades iguais de antibiéticos (1:1:1) num bloco de
mistura
e Transportador (MP)
o Quantidades iguais de macrogol pomada e propileno glicol (1:1)

o Usando uma espatula limpa misturar os dois num bloco de mistura
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o O resultado deve ser opaco
e Separar pequenas porcdes de 3Mis e incorporar em MP usando o
seguinte:
o 1:5(MP:3Mis)-> Consisténcia cremosa
o 1:7 (standard mis)-> Espalha facilmente mas ndo se desintegra
o Se o resultado é escamoso ou quebradico, entdo foi incorporado
demasiado 3Mis
Armazenamento
e Os antibidticos devem ser mantidos separados em recipientes de porcelana
conservadores de humidade

e Macrogol pomada e propileno glicol devem ser armazenados separadamente

o Descartar se a mistura se encontrar transparente (evidéncia de

contaminacdo da mistura)

Tabela 6. Instru¢des e composicdo da pasta antibiética (Adaptada de: Trope, 2008).

Banchs e Trope (2004) descreveram o tratamento, numa crianga de 11 anos, de
um segundo pré-molar inferior com &pice aberto com sinais radiogréaficos e clinicos que
evidenciavam periodontite apical e presenca de fistula. Porém, em examinacdo clinica,
ndo existia sintomatologia e o dente ndo apresentava carie mas sim uma fratura que
provocou necrose pulpar por micro-exposicdo (Fig. 2). Realizou-se desinfecdo canalar
com solucdo de hipoclorito de sédio a 5,25% e utilizou-se uma mistura antibidtica tripla
sendo esta removida ap6s 26 dias. Ao fim deste tempo, ndo existia evidéncia de
sintomatologia ou de fistula e a radiotransparéncia associada ao dente havia sofrido
reducdo (Fig. 3), procedeu-se a formacdo de um coagulo sanguineo no espago do canal
para atuar como scaffold para crescimento de tecidos e, posteriormente, a um bom

selamento cervical com MTA e restauragéo de resina.

Foi constatado por Banchs e Trope (2004), que aos 22 dias se verificaram
evidéncias de reparacdo e que ao fim de 24 meses, as paredes radiculares encontravam-
se mais espessas e 0 desenvolvimento semelhante ao contra-lateral (Fig. 4)
permanecendo o dente assintomatico com resposta positiva ao teste ao frio. Foi

sugerido, que algum tecido pulpar possa ter sobrevivido a nivel apical com presenca de
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odontoblastos funcionais sendo este facto inferido devido ao espessamento das paredes

radiculares e continuagéo de crescimento da raiz.

Figura 2.Vista oclusal do segundo pré-molar inferior direito de aparéncia intacta e sem céries e, ainda,
radiografia pré-operativa com abertura apical e radiotransparéncia periradicular (Fonte: Banchs &
Trope, 2004).

Figura 3. Radiografia realizada 26 dias ap6s uso da pasta tri-antibiética em que ja sdo evidentes sinais
radiogréaficos de reparacéo (Fonte: Banchs & Trope, 2004).

Figura 4. Radiografia realizada aos 24 meses em que o dente apresenta desenvolvimento completo
radicular (Fonte: Banchs & Trope, 2004).

Trope (2008) considerou que se ao fim de 3 meses o dente ndo apresentar sinais
de regeneracdo poderdo ser iniciados métodos de tratamento tradicionais. No que diz
respeito a terminologia correta refere levantarem-se questdes, uma vez que, para 0O
mesmo caso alguns autores defendem que a revascularizacdo é de facto regeneracdo
pulpar e inicio da tecnologia de células estaminais em Endodontia.

No entanto, Trope (2008) é de opinido que, de forma evidente, ndo se podera
considerar tratar de uma situacdo de apexificacdo, uma vez que 0 apice se encontrou
encerrado, e também, pelo fato das paredes do canal se terem encontrado mais espessas.
No entanto, também ndo se parece tratar de uma situacdo de apexogénese, onde se
pretende que o encerramento apical venha a ocorrer obtendo paredes de dentina mais
espessas e utilizando polpa vital remanescente radicular para atingir este propésito. No
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presente caso, SO podera ser mencionado que o espaco pulpar readquiriu um estado de

vitalidade.

Segundo Saber (2009), o termo revascularizagdo diz efetivamente respeito a
regeneracdo e formacéo fisiologica de tecidos, podendo estes fendmenos deverem-se a

sobrevivéncia das células estaminais da papila apical ou SCAPs a infecdo.

Saber (2009) sugere assim, que a evidéncia radiografica demonstrada por
Banchs e Trope (2004), relativamente ao aumento da espessura da parede de dentina,
poderia ser explicada pelo crescimento de 0sso, cemento ou ainda de um material

semelhante a dentina.

Esta técnica, segundo Murray et al. (2007), é relativamente simples podendo ser
completada usando instrumentos disponiveis, medicacdo sem custos normalmente
associados as técnicas biotecnoldgicas e pelo uso das proprias células sanguineas do
paciente, que impedem a possibilidade de uma rejeicdo imunitaria e de transmissdo de

agentes patogénicos ao substituir a polpa por tecidos construidos por engenharia.

Murray et al. (2007) referem, como limitacdo a técnica, a ndo identificacdo da
fonte de tecido regenerado, a concentracdo e composi¢cdo das células no interior do
coagulo sanguineo serem imprevisiveis o que pode conduzir a varia¢fes significativas,
ndo dependendo por isso, a engenharia tecidular, da formacgdo de um coagulo e ainda, a
necessidade do aumento do fordmen apical para promocdo de vascularizacdo e
manutencdo da viabilidade celular por difuséo inicial de nutrientes. Para que tal ocorra,
as células deverdo ter disponivel oxigénio suficiente ou ndo terdo possibilidade de

sobrevivéncia face a hipoxia.

De acordo com Hargreaves et al. (2013), alternativamente e como tratamento de
dentes permanentes imaturos, poder-se-a realizar apexificacdo. Este método é
caraterizado por aplicacédo de hidroxido de calcio por um periodo longo de tempo e mais
recentemente pela utilizacdo de MTA, para atuar como barreira apical, anterior a

colocagdo de um material de preenchimento radicular ou de obturacao.

Hargreaves et al. (2013) consideram que embora se possa realizar apexificacdo
tanto com hidrdxido de calcio como MTA, pode, no entanto, ocorrer enfraguecimento e
aumento de risco de fratura cervical. Para além disso, este método impede qualquer

desenvolvimento, demonstravel radiograficamente, quer do comprimento quer da
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largura radicular. O dente tratado demonstra reabilitacdo da periodontite apical, porém,

ndo apresenta restauro de tecido funcional pulpar.

Lin e Rosenberg (2011) descrevem a apexificacdo como sendo um procedimento
no qual é removida polpa necrética por desbridamento mecanico com irriga¢do quimica
antisséptica simultanea. Durante este procedimento é improvavel a ocorréncia de
formacdo de dentina reparadora devido a auséncia de tecido pulpar sendo a barreira
calcificada que se forma a nivel do fordmen apical descrita como um tecido que se
assemelha a cemento ou osteodentina. O MTA e o hidroxido de célcio poderdo induzir
libertacdo de fatores de crescimento da matriz de dentina tal como ocorre na protecao
pulpar ou na pulpotomia. Podera ocorrer libertacdo de BMP, PDGF, FGF, TGF, IGF-1,
EGF e CGF (fator de crescimento derivado de cemento) da matriz de cemento e, ainda,
IGF, TGF-B, BMP, FGF, PDGF da matriz alveolar 6ssea. Este mecanismo podera ser
responsavel pela sinalizacdo celular estaminal/progenitora verificada no ligamento
periodontal e medula dssea alveolar que conduz posteriormente a diferenciacdo em

osteoblastos e células que se assemelham a cemento (cementoblast-like cells) (Tab. 7).

Fatores de crescimento e moléculas bioativas Fatores de crescimento e moléculas bioativas (ex.,
(ex..BMPs, PDGEFE, TGFs, EGF, CGF) libertados BMP, IGF, TGF-B, PDGF, FGF) libertados da
do cemento e moléculas de adesdo da superficie matriz alveolar dssea e moléculas de adesiio da

celular (ex. integrinas) e também da matriz superficie celular (ex. integrinas) e também da

matriz extracelular
extracelular

\ /

Células estaminais mesenquimais na medula dssea

Células estaminais/progenitoras no PDL . .o .
alveolar e células estaminais/progenitoras no

\, PDL

Regulagéo da expressio de genes /
\J Regulacdo da expressdo de genes

Células que se assemelham a

_ Osteoblastos
cementoblastos (cementoblast-like cells)

\ /

Formacdo de tecido cementoide ou

osteodide

Tabela 7. Apexificacdo (Adaptada de: Lin & Rosenberg, 2011).
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2.3- Células estaminais

Para que seja possivel entender o conceito de engenharia tecidular sera
necessario entender o que sao celulas estaminais e qual o papel que estas representam

no processo de regeneracdo (Huang, 2009).

As células estaminais sdo consideradas as células mais importantes para
Medicina Regenerativa. Estas possuem capacidade de desenvolver um organismo a
partir de uma sé célula e, células saudaveis podem, ainda, substituir células danificadas
em adultos (Saber, 2009).

Estas células caraterizam-se essencialmente por duas propriedades basicas. Por
um lado tém capacidade de se auto-renovarem num estado indiferenciado de forma
ilimitada e, por outro, tém a possibilidade de se diferenciarem em mais do que um tipo

de células especializadas (Fig. 5) (Braganca, Tavares & Belo, 2010).

Célula estaminal Células especializadas
nao especializada

Diferenciagéo

('Q-»@—wg% o

do sangue
Auto-renovagao

do flgado

Neurénios

Figura 5. Propriedades das células estaminais (Fonte: Braganca, Tavares & Belo, 2010).

Estas células séo indiferenciadas sendo este fenotipo mantido até que ocorra
exposicao a sinais apropriados (Nosrat, Kim, Verma & Chand, 2014).

Consideram-se nichos, estruturas celulares existentes em tecidos e 6rgaos, que
formam microambientes tridimensionais. Estes exercem influéncia e controlo sobre a
expressdo genica determinando esta, por sua vez, as caracteristicas de auto-renovacao e
diferenciacdo de células estaminais (Fig. 6). Estes nichos fornecem sinais extrinsecos
tais como interagbes com a matriz extracelular, entre células estaminais e vizinhas ou
moléculas de sinalizacdo intercelular, que quando combinados com fatores intrinsecos

definem o comportamento e fim da célula estaminal (Braganca et al., 2010).
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As células poderdo encontrar-se num s6 nicho ou ainda apresentar uma posi¢édo
variavel no organismo humano sendo que, a maioria destas em adultos, encontra-se num
estado estaciondrio. A ativacdo destas pode ocorrer por meio de fatores exdgenos para
que possam sofrer divisdo e diferenciacdo e, por conseguinte, favorecer processos de

renovacgao ou regeneracdo no decurso de uma lesdo (Braganca et al., 2010).

Sinalizagao
autécrina

de citocinas e — )
factores de -‘%
crescimento A
Celula =
estaminal

Sinalizac4o paracrina ds
citocinas e factores de
crescimento

< :
et =
Interaccoes

ceélula-célula W;;H‘\

Figura 6. Nicho de células estaminais adultas- Formacao de microambientes que fornecem sinais
extrinsecos tais como moléculas intercelulares de sinalizacao, interagdes entre células estaminais e
matriz extracelular, e com células vizinhas. Estes sinais conjuntamente com sinais intrinsecos celulares
determinam a conduta e destino das células estaminais podendo, ainda, ocorrer interferéncia por meio de

condi¢fes externas como a temperatura (Fonte: Braganca, Tavares & Belo, 2010).

De acordo com a sua plasticidade, as células podem ser divididas em:
totipotentes, pluripotentes e multipotentes. Esta plasticidade determina a habilidade de

producdo de células de diferentes tecidos (Tab. 8) (Murray et al., 2007).

As células totipotentes apresentam capacidade de formacdo, de linhagens
celulares filhas, a partir de qualquer linhagem celular. Por sua vez, as células estaminais
pluripotentes quando comparadas com multipotentes, apresentam as mesmas
capacidades que estas excetuando a possibilidade de formacdo de trofoblastos. As
células estaminais multipotentes, por sua vez, possuem apenas a partir de um numero
limitado de tecidos especificos, a habilidade de producéo de células filhas (Rosenbaum,
Grande & Dines, 2008).

S0 se consideram células pluripotentes as que sé@o encontradas no embrido ainda

em desenvolvimento ou as que, por meio de inducdo genética celular somatica, se
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transformem em células estaminais pluripotentes (iPSCs) (Diogenes, Henry, Teixeira &

Hargreaves, 2013).

A reprogramacao de iPSCs permite a obtencdo de células com particularidades
de células estaminais embrionarias a partir de células diferenciadas adultas do proprio
paciente superando, assim, praticamente todas as preocupacdes éticas correlacionadas
com as células estaminais embrionarias humanas. Esta reprogramacao permite ainda um
novo incentivo relativamente a investigacdo para a utilizacdo de células pluripotentes
em procedimentos terapéuticos. As iPSCs revelam potencialidade pelo seu uso futuro
em terapias celulares, porém, sera ainda necessaria investigacdo mais aprofundada para
poderem ser definidos protocolos de diferenciacdo com maior eficacia de maneira a que
sejam garantidos os critérios de pureza e estabilidade de células diferenciadas (Bragancga
et al., 2010).

Kim et al. (2013) consideraram a hipotese das células iPS poderem ser utilizadas
como fonte celular para regeneracéo pulpar, porém, mesmo com uma eficaz geracdo de
iPS elevada sdo requeridos métodos de reprogramacdo nao virais, previamente a

transplantacdo, com o intuito de evitar mutacdes gendmicas.

Tipo de célula Plasticidade celular Fonte da célula estaminal

estaminal

Cada célula pode desenvolver-  Células de embrides precoces (1-3

Totipotente  se numa nova dias)
Células podem formar Algumas células do blastocisto (5-
Pluripotente  quaisquer tipos celulares 14 dias)

(acima de 200)
Tecido fetal, corddo umbilical e
Multipotente  As células diferenciaram-se celulas estaminais pds-natal
mas podem formar um nimero incluindo células estaminais da

de outros tecidos polpa dentéria

Tabela 8. Géneros de células estaminais (Adaptada de: Murray, Garcia-Godoy & Hargreaves 2007).
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A qualificacdo das células estaminais pode ser realizada de acordo com a sua
origem em autologas, alogénicas e xenogénicas. As células autdlogas sdo obtidas a
partir de um individuo e implantadas no mesmo, as alogénicas podem ser obtidas a
partir de individuos da mesma espécie e as xenogénicas, por sua vez, sao células obtidas

a partir de individuos de diferentes espécies (Bansal & Bansal, 2011).

De entre estas células, as células autélogas apresentam menores problemas no
que diz respeito a rejeicdo imunitaria e transmissdo de agentes patogénicos. Estas
células sdo obtidas de forma mais econdmica, ja que representam células do proprio
individuo e, como tal, também dispensam dificuldades nos campos éticos e legais
(Murray et al., 2007).

As células estaminais podem ser classificadas e divididas em células estaminais
embrionarias e pés-natal de acordo com o seu estagio de desenvolvimento embrionario
(Peng, Ye & Zhou, 2009).

No interior da massa celular do blastocisto encontram-se as células estaminais
embrionarias e, por sua vez, as células estaminais pds-natal foram isoladas a partir de
varios tecidos incluindo medula éssea, tecido neural, polpa dentaria e ligamento
periodontal (Bansal & Bansal, 2011).

As células estaminais embrionarias (ESCs) podem ser consideradas pluripotentes por
possuirem a habilidade de se diferenciarem em todos os tipos celulares, para além disso,
possuem capacidade de auto-renovacao. As células estaminais pds-natal ou adultas sdo
consideradas importantes no mecanismo de reparacdo intrinseco a muitos 6érgdos e
tecidos. Esta classificacdo resulta de interacGes epitélio-mesenquimais que ocorrem

durante a formacdo da estrutura dentaria (Nerem, 2011).

As células estaminais embrionarias humanas apresentam barreiras éticas e
legais, portanto, para uso destinado a engenharia de tecidos encontram-se mais

indicadas as células estaminais pos-natal (Demarco et al., 2011).

Existem duas populacdes de celulas estaminais a ser consideradas uma vez que,
a formacéo da estrutura dentéria resulta de interagdes de caréater epitelial-mesenquimal.
Essas populagdes sdo representadas pelas células estaminais epiteliais (EpSCs) e as

células estaminais mesenquimais (MSCs). As EpSCs dao origem a ameloblastos
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enquanto as MSCs ddo origem a odontoblastos, cementoblastos, osteoblastos e

fibroblastos do ligamento periodontal (Bluteau, Luder, De Bari & Mitsiadis, 2008).

As celulas estaminais mesenquimais sdo células multipotentes ndo
hematopoiéticas que podem proliferar e diferenciarem-se em vérios tipos celulares
compreendendo varios tecidos e demonstrando carateristicas especificas. Caracteristicas
tais como, morfologia semelhante a fibroblastos, habilidade de aderéncia a superficies
plasticas de cultura de tecidos e poder osteogénico (Lymperi, Ligoudistianou, Taraslia,
Kontakiotis & Anastasiadou, 2013).

As MSCs podem ser isoladas a partir de multiplos tecidos tais como, medula
Ossea, sangue periférico, sangue do corddo umbilical, tecido conectivo adulto, tecidos

dentarios, placenta e membrana amnidtica (Rodriguez-Lozano et al., 2012).

As células estaminais mesenquimais primeiramente isoladas e descritas foram as
células estaminais mesenquimais da medula 6ssea (BMMSCs). Estas células possuem
capacidade de diferenciacdo em osteoblastos, condrécitos, adipdcitos e estroma fibroso
mielosuportado, como tal, foram consideradas os critérios de gold standard para as
células estaminais da polpa dentaria ou DPSCs aquando do seu isolamento e
caraterizacdo. As populacdes que se assemelham a MSCs do tecido dentario parecem
indicar maior envolvimento odontogénico do que osteogénico durante o
desenvolvimento sendo utilizadas, nos Gltimos anos, em varios estudos para avaliar a

sua aplicabilidade clinica (Demarco et al., 2011).

2.3.1- Células estaminais de origem dentéaria

Atualmente consideram-se as seguintes células estaminais de origem dentaria:
células estaminais da polpa dentaria (DPSCs), células estaminais de dentes deciduos
esfoliados humanos (SHEDs), células estaminais do ligamento periodontal (PDLSCs),
células estaminais do foliculo dentario (DFPCs) e células estaminais da papila apical
(SCAPs) (Giordano, La Monaca, Annibali, Cicconetti & Ottolenghi, 2011).

49



Reparacao e Regeneragao em Endodontia. Mito ou realidade?

2.3.1.1- SHED

As células estaminais de dentes deciduos esfoliados humanos ou SHEDs
representam uma populacdo celular estaminal pds-natal capaz de ampla proliferacdo e
diferenciacdo multipotencial. Os dentes deciduos esfoliados assemelham-se a corddo
umbilical contendo células estaminais que representam uma promessa no que diz

respeito a aplicabilidade clinica (Telles, Machado, Sakai & Nor, 2011).

As SHEDs foram isoladas a partir da polpa de incisivos deciduos e exibem uma
elevada plasticidade, uma vez que é possivel a sua diferenciacdo em maultiplos tipos
celulares (Chandki et al., 2012).

As células estaminais de dentes deciduos esfoliados humanos diferenciam-se em
neuronios, adipocitos e odontoblastos funcionais para, aléem de, promoverem a
estimulacdo do processo de osteogénese quando sdo transplantadas in vivo (Fig. 7)
(Soares, Knop, Jesus & Aradjo, 2007).

Estas células tém potencial de inducdo de formacdo Ossea e dentina,
diferenciacdo in vitro em outros derivados de células mesenquimais ndo dentérias e,
ainda, capacidade osteoindutora in vivo (Estrela, Alencar, Kitten, Vencio & Gava,
2011).

As SHEDs detém uma taxa de proliferagdo superior, quando comparadas com
células estaminais de dentes permanentes, podendo ser obtidas a partir de tecidos
descartaveis e acessiveis e, para além disso, fruem de aplicabilidade em casos de
denticdo mista na qual ocorreu necrose pulpar devido a trauma em denti¢do definitiva
imatura (Saber, 2009).
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células-tronco
isoladas

adipdcitos

odontoblastos . .
células neurais

Figura 7. As células estaminais isoladas a partir de tecido pulpar de dentes deciduos possuem
elevada capacidade proliferativa e séo capazes de se diferenciarem em odontoblastos maduros, adipdcitos

ou células neurais (Fonte: Soares, Knop, Jesus & Araujo, 2006).

Cordeiro et al. (2008) desenvolveram um estudo que comprovou a importancia
das células estaminais e a sua aplicabilidade em regeneracao pulpar. Neste estudo foram
transplantados porcéo de dente/scaffold/células estaminais no tecido subcutaneo de ratos
imunodeficientes (Fig. 8). Em observagdo, as SHEDs demonstraram diferenciagdo num
tecido semelhante a polpa com caracteristicas morfoldgicas equiparadas a polpa normal.
Ocorreu um aumento de densidade de microvasos, comparativamente com os controlos
de scaffolds vazios, quando colocadas SHED individualmente ou em conjunto com
células endoteliais microvasculares dérmicas humanas (HDMECs) em porg¢des de

dente/scaffold implantados em ratos.

Nestes estudos, Cordeiro et al. (2008), verificaram que a implantacdo conjunta
de SHED/HDMEC demonstrou menor aumento de densidade de microvasos quando
comparada com SHEDs de forma individual, sendo estas, capazes de se diferenciarem
em vasos sanguineos e de se anastomosarem com a vasculatura hospedeira. Estes
autores defendem que a escolha de um scaffold apropriado, o seu modo de apresentagéo
e sinalizacdo morfogénica permitem a diferenciacdo de SHEDs em odontoblastos
secretores de dentina, fibroblastos e rede microvascular e, que o reduzido pH gerado
pela deterioracdo do scaffold parece cooperar na mobilizagdo de fatores de crescimento
e moléculas bioativas com potencial regenerativo sob células indiferenciadas e

formacéo de dentina reparadora.
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Figura 8. Estratégias de regeneragdo pulpar. B- Scaffold biodegradavel preparado no interior do
canal com posterior sedimentacdo conjunta com SHED ou SHED com células endoteliais. C-Ampliacéo
do fragmento dentario/scaffold com evidéncia da interface entre dentina e scaffold. D-Visualizagdo 14
dias apos transplantacdo em ratos imunodeficientes, a baixa ampliagdo, de polpa dentéria criada com
SHED e células primérias endoteliais microvasculares dérmicas humanas. E-Visualizagéo da area

marcada em (D) a grande ampliac&o. (Fonte: Cordeiro et al., 2008).

2.3.1.2- DPSC

As células estaminais da polpa dentaria (DPSCs) sdo uma populacdo celular
heterogénea, obtida a partir da polpa de dentes definitivos por digestdo enzimaética,
caracterizada pela sua capacidade de diferenciacdo em mdaltiplas linhagens de células de

estroma e pela sua capacidade clonogénica (Demarco et al., 2011).

Inicialmente, o isolamento das células estaminais da polpa dentéria, foi realizado
a partir de terceiros molares sendo a polpa removida por via coronaria e,

posteriormente, sujeita a acdo de colagenases e dispases (Tatullo et al., 2014).

O isolamento de DPSCs pode ainda ser realizado a partir de dentes
supranumerarios, dentes indicados para exodontia por motivos ortoddnticos e ainda

dentes em posicao irregular (Nakashima, lohara & Murakami, 2013).

As DPSCs proliferam extensivamente, podem ser criopreservadas de forma

segura, ser aplicadas com varios scaffolds, ttm um tempo de vida longo, possuem
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propriedades imunossupressoras e capacidade de formacgdo de tecidos mineralizados
semelhantes a dentina, porém, ainda ndo existe confirmacdo de que estas células

possam, de facto, produzir dentina (Saber, 2009).

Estas células sdo extraidas do tecido pulpar de forma altamente eficiente e esta
facil gestdo faz com que sejam promissoras e de possivel uso clinico humano (Sun et
al., 2011).

A capacidade de desenvolvimento das DPSCs in vitro € limitada diferenciando-
se estas, em células progenitoras de osteoblasto e sofrendo maturacdo em osteoblastos
que produzam LAB (tecido 6sseo fibroso autolégo vivo). In vivo, tecidos mais
complexos poderdo resultar, ou seja, as DPSCs poderdo formar tecido 6sseo calcificado
com canais de Havers e ostedcitos e ainda, complexos tecidulares semelhantes a
dentina/polpa (Ulmer, Winkel, Kohorst & Stiesch, 2010).

Estas células apresentam potencial regenerador no que diz respeito ao complexo
pulpo-dentinario ao serem transplantadas de forma individual ou conjunta com BMP-2
(Nakashima et al., 2013).

Yu, Damek-Poprawa, Nicoll e Akintoye (2009), ao usarem pressdo hidrostatica
dindmica (dynamic hydrostatic pressure-HSP), testaram a hipdtese da aplicacdo direta
de HSP perturbar a sobrevivéncia de DPSCs e a diferenciacdo odontogénica. Yu et al.
demonstraram que a pressdo hidrostatica perturba a sobrevivéncia das DPSCs mas que,
ao mesmo tempo, promove a diferenciacdo odontogénica, mineralizacdo precoce in
vitro, regeneracao de tecidos duros in vivo e resposta a estimulacdo da proteina BMP-2.
Esta proteina, possivelmente, permitiu a manutencdo da vitalidade pulpar apesar do

aumento da deposicdo mineral.

Zhang et al. (2006) investigaram o comportamento in vitro e, ainda, in vivo de
DPSCs isoladas a partir de terceiros molares impactados quando colocadas em trés
scaffolds diferentes: colagénio esponjoso; ceramica porosa sendo a ceramica sinterizada
de Hidroxiapatite/Fosfato tricalcico (HA/TCP) e por fim rede fibrosa de titanio. Estes
scaffold, contendo as DPSCs, foram transplantados durante 6 ou 12 semanas em ratos.
Foi demonstrado que in vitro as células haviam desenvolvido abundante deposicao de
ECM com expressdo de DPSCs positiva no total dos scaffolds em estudo, porém, o

tecido final formado teria mais parecencas com tecido conectivo do que propriamente
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com tecido que se assemelhasse a dentina. Todos os materiais em estudo permitiram a

adesdo, crescimento e diferenciacdo das células estaminais em quest&o.

Foi investigado por Prescott et al. (2008), o papel de cada componente
pertencente a triade de engenharia tecidular no que diz respeito a organizacdo e
diferenciacdo de DPSCs no local, simulado, de perfuracdo de furca usando como
modelo um rato. Foi utilizado um scaffold de colagénio, por permitir o posicionamento
de células e fatores de crescimento com facilidade e, por permitir a sua substitui¢do por
tecidos naturais durante a degradacdo. Foi utilizada também proteina da matriz
dentinaria 1 (DMP1) por contribuir na regularizacdo da mineralizacéo e, por demonstrar
inducdo de cardcter diferenciativo de células estaminais em células semelhantes a

odontolastos.

Foi, neste estudo demonstrado por Prescott et al. (2008), que quando se
encontravam presentes scaffold, DPSCs e fatores de crescimento ocorria uma clara
organizagdo de tecidos, formacdo de fibroblastos e, ainda, formag&o de vasos
sanguineos sendo a angiogénese um importante passo no que diz respeito a reparagédo

tecidular por permitir que fatores de crescimento e nutrientes cheguem ao local lesado.

Para Rosa, Della Bona, Cavalcanti e Nor (2012), as DPSCs e as SHEDs, ambas
originadas a partir da polpa dentéaria, diferem na capacidade de diferenciacdo
odontogénica e inducdo osteogénica, porém, ambas apresentam aptiddo de regeneracdo

de um complexo tipo pulpo-dentinario.

As DPSCs tém como vantagens, segundo Sun et al. (2011), o facil acesso e
producdo com baixa morbilidade, extracdo altamente eficiente a partir de tecido pulpar e

extensa capacidade de diferenciacgdo e interatividade com biomateriais.

2.3.1.3- SCAP

As SCAPs ou células estaminais da papila apical sdo uma populacdo celular
estaminal mesenquimal presente na papila apical de dentes com maturidade incompleta.
Estas células expressam mdaltiplos marcadores de células estaminais mesenquimais,
detém aptiddo de formacéo de células de caracter semelhante a odontoblastos, dentina in
vivo e serdo, possivelmente, a fonte primaria de dentina a nivel da raiz do dente (Saber,
2009).
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Estas células poderdo ser obtidas a partir de terceiros molares e dentes com apice

aberto, sendo estes uma importante fonte (Lymperi et al., 2013).

As SCAPs podem ainda subsistir apos necrose pulpar ou tratamento endodéntico

continuando, assim, a produzir dentina a nivel radicular (Zhang & Yelick, 2010).

O fendmeno de apexogénese pode ocorrer em dentes permanentes infetados
imaturos com periodontite apical ou abcesso devendo-se, provavelmente, as SCAPS que
residem na papila apical que sobrevivem & infe¢éo devido a proximidade com os tecidos
periapicais. O tecido formado pode ser beneficiado por circulagdo colateral que permite
sobrevivéncia celular durante o processo de necrose, assim, ap0s desinfecdo

endodéntica, as SCAPs dédo origem a odontoblastos primarios (Estrela et al., 2011).

Estas células estaminais possuem caracteristicas semelhantes, mas ainda assim
diferentes, quando comparadas com DPSCs. As SCAPs parecem indicar ser a fonte de
odontoblastos primarios sendo estes, por sua vez, responsaveis pela formacéo de dentina
a nivel radicular. Por outro lado, as DPSCs parecem ser a fonte para substituicdo de

odontoblastos formadores de dentina reparadora (Huang, Gronthos & Shi, 2009).

2.3.1.4- DFPC

As células progenitoras do foliculo dentario ou DFPCs foram isoladas em
primeira instancia a partir de terceiros molares impactados de origem humana e
possuem a habilidade de formar cemento in vivo, para além de, se diferenciarem em
cementoblastos in vitro (Gandhi, Gandhi & Madan, 2011).

Estas células tais como as SCAPs representam celulas de um tecido em
desenvolvimento e podem, assim, apresentar uma plasticidade superior
comparativamente com outras células estaminais dentarias (\Volponi, Pang & Sharpe,
2010).

2.3.1.5- PDLSC

As células estaminais do ligamento periodontal ou PDLSCs sdo células
estaminais multipotentes pds-natal do ligamento periodontal. Estas células, em

condicBes de cultura especificas, diferenciam-se em células semelhantes a cemento,
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adipdcitos e células formadoras de colagénio podendo, ainda, terem capacidade de gerar
uma estrutura semelhante a cemento/ligamento periodontal e contribuir para a reparagdo
de tecido periodontal (Saber, 2009).

N&o existem, porém, evidéncias de que as PDLSCs formem estruturas
semelhantes a polpa dentaria, no entanto, podera ser fabricada uma raiz biologica

juntamente com um ligamento periodontal funcional (Demarco et al., 2011).

Ulmer et al. (2010) descrevem o potencial de diferenciacdo de multiplas células

estaminais mesenquimais de origem dentaria na tabela a seguir descrita (Tab. 9):

DPSCs Odontoblastos | Batouli et al. 2003, Braut et al. 2003, lohara et al.
2004, Mina & Braut 2004, Nakashima et al. 2004,
Zhang et al. 2005, Huang et al. 2006, Kumabe et al.
2006, Yu J. et al. 2006, Yang X. et al. 2007, Takeda et
al. 2008, Yang X. et al. 2008b, Yu J. et al. 2008,
Zhang et al. 2008a, Zhang et al. 2008b, He F. et al.
2009, Yang X. et al. 2009, Yu V. et al. 2009,
Nakashima et al. 2002, Sumita et al. 2009
Tecido dentario | Gronthos et al. 2002, Yu J. et al. 2006, El-Backly et al.
e pulpar 2008, He H. et al. 2008

Osteoblastos | Gronthos et al. 2000, Gronthos et al. 2002, Braut et al.
2003, Mina & Braut 2004, Laino et al. 2005,
Pierdomenico et al. 2005, Kerkis et al. 2006, Laino et
al. 2006, Papaccio et al. 2006, Yu J. et al. 2006,
d’Aquino et al. 2007, Jo et al. 2007, Liu H. S. et al.
2007, Otaki et al. 2007, Yu J. et al. 2007, Cheng et al.
2008, de Mendonca Costa et al. 2008, Graziano et al.
2008, Lu et al. 2008, Takeda et al. 2008, Yu J. et al.
2008, Koyama et al. 2009
Condrdcitos Kerkis et al. 2006, Cheng et al. 2008, Koyama et al.
2009
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Adipadcitos

Pierdomenico et al. 2005, Jo et al. 2007, Liu H. S. et
al. 2007, Cheng et al. 2008, He H. et al. 2008, Zhang
et al. 2008a, Koyama et al. 2009

Endoteldcitos

D’Aquino et al. 2007

Neurdnios

Gronthos et al. 2002, Kerkis et al. 2006, d’ Aquino et
al. 2007, Liu H. S. et al. 2007, Arthur
et al. 2008, He H. et al. 2008

Musculatura

Kerkis et al. 2006, Zhang et al. 2008a

SHEDs Odontoblastos | Miura et al. 2003, Cordeiro et al. 2008
Seo et al. 2008, Singhatanadgit et al. 2009, Xu N. et
Osteoblastos | al. 2009, Zheng et al. 2009, Koyama et al. 2009
Neuronios Miura et al. 2003, Morsczeck et al. 2009b
Miura et al. 2003, Xu N. et al. 2009, Koyama et al.
Adipacitos 2009
Endoteldcitos | Cordeiro et al. 2008
PDLSCs Odontoblastos | Trubiani et al. 2007
Tecido Seo et al. 2004, Sonoyama et al. 2006, Liu Y. et al.
periodontal 2008, Yang Z. et al. 2009
Osteoblastos | Gay et al. 2007, Fujii et al. 2008, Chang et al. 2009,
Singhatanadgit et al. 2009
Seo et al. 2004, Ma et al. 2008, Chang et al. 2009,
Cementoblastos | Yang Z. et al. 2009
Condrécitos | Gay et al. 2007
Adipdcitos Seo et al. 2004, Gay et al. 2007, Fujii et al. 2008
DFSCs Células
progenitoras | Yokoi et al. 2007
PDL
Morsczeck et al. 2005, Morsczeck 2006, Morsczeck et
Osteoblastos | al. 2009a
Morsczeck et al. 2005, Morsczeck 2006, Kemoun et
Cementoblastos | al. 2007, Wu J. et al. 2008b
Neuroblastos | Vollner et al. 2009, Morsczeck et al. 2009b
SCAPs Odontoblastos | Kikuchi et al. 2004, Sonoyama et al. 2006
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Osteoblastos Ikeda et al. 2006, Tete et al. 2008, Park et al. 2009

Tabela 9. O potencial de diferenciacdo de diferentes células estaminais mesenquimais de origem dentaria
(Adaptada de: Ulmer, Winkel, Kohorst & Stiesch, 2010).

Segundo Huang et al. (2009), desde que foi realizado o isolamento e a
caraterizacdo das células estaminais DPSC, SHED e SCAP, 0 seu uso para a
regeneracdo dos tecidos pulpares e dentinarios foi investigada. A implantacéo de celulas
estaminais/scaffolds nos canais radiculares, que tém somente fornecimento sanguineo a
partir da extremidade apical, pode comprometer a vascularizacdo de suporte da
vitalidade das células implantadas nos scaffolds, sendo assim, foi sugerida a insercéao
progressiva da polpa fabricada por meio de engenharia tecidular, de maneira a conseguir
a regeneracao do tecido pretendido.

Huang et al. (2009) pensam que as células mesenquimais indiferenciadas
residentes em tecidos periapicais ou, ainda, células estaminais mesenquimais derivadas
da medula 6ssea (BMMSCs) no 0sso alveolar dos maxilares possam ser introduzidas no
espaco do canal através da formacgdo de coagulos de sangue, para permitir que sejam
formados novos odontoblastos e, para que ocorra regeneracdo de tecido que se
assemelhe a polpa dentaria. Estes autores consideram que, segundo as caracteristicas
das células PDLSC, DPSC e SCAP seja improvavel formacgdo de odontoblastos a partir
de ligamento periodontal ou 0sso periapical e, que ndo existe evidéncia alguma que
demonstre que BMMSCs possam originar odontoblastos funcionais e, por conseguinte

gerar dentina.

De acordo com Murray et al. (2007) sdo ja utilizadas técnicas com aplicagdes
regenerativas medicas pelas multiplas vantagens associadas a utilizacdo de células
estaminais, nomeadamente, as pos-natal. As celulas estaminais autologas s&o
relativamente acessiveis de obtencdo e de colocagdo por meio de seringa e tém o
potencial de induzir nova regeneracdo pulpar. Como desvantagens, as células poderdo
ter taxas de sobrevivéncia reduzidas e poderdo migrar para diferentes locais causando
padrdes de mineralizacdo. Para solucionar esta questdo, as células, poderéo ser aplicadas

conjuntamente com um coagulo de fibrina ou material de scaffold.
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2.3.2- Isolamento de células estaminais dentarias

Para reconhecimento, caraterizacdo e isolamento de células estaminais séo

utilizados marcadores celulares (Ulmer et al., 2010).

As células estaminais adultas possuem proteinas ou fatores de transcrigcdo
especificos, normalmente presentes na superficie celular, que séo utilizados como
marcadores citologicos em processos de identificacdo e isolamento destas (Correia &
Braganga, 2010).

De entre a populacdo de células semelhantes a MSCs, encontram-se as células
estaminais de origem dentéaria, sendo assim, os marcadores utilizados para identificacédo

de MSCs poderéo ser utilizados para identificacdo destas células (Huang, 2011).

Segundo Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International
Society for Cellular Therapy as células estaminais mesenquimais (MSCs) devem
expressar CD105, CD73 e CD90 e ndo ter expressdo de CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e moléculas de superficie HLA-DR (Dominici et al., 2006).

As células estaminais de origem dentaria sdo de dificil caraterizacdo por meio de
marcadores proteicos de superficie (Tab. 10), no entanto alguns destes, tais como Stro-1
e CD73 sdo expressos por todas as células estaminais ou precursores celulares. Um
conhecimento mais aprofundado destes marcadores e da sua relagdo no que diz respeito
a diferenciacdo e plasticidade celular sera Util para a aplicacdo de células estaminais de

forma terapéutica (Morsczeck et al., 2008).
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CD29
CD106 DPSC/SCAP CDY%
CD105 CD146
CD73 CD73, Stro-1, CD24
Stro-1 CD146, CD29 CD29
CD146 CD73
CDh4#4 Stro-1
DPSC DPSC/DFPC SCAP
CD73, Stro-1, /
CD105
DPSC/ CD73, Stro-1,
PDLSC CD10s, CD73, Stro-1 DFPC/SCAP
- CD106, CD146
! CD73, Stro-1,
| CD146
I
PDLSC ! PDLSC/SCAP | DFPC
S AR e R I
Stro-1 Notch-1
CD146 CD13
o » . CD44
CD166 (:D73::Slro-l. CD73
€D106 onn CD105
CD105 - Stro-1
PDLSC/DFPC

Tabela 10. Marcadores de células estaminais dentarias (Fonte: Morsczeck et al., 2008).

A identificacdo e isolamento de células estaminais podem ser realizados
essencialmente a partir de quatro métodos sendo eles: coloracdo celular com marcadores
especificos e posterior uso de citometro de fluxo num processo designado de separacdo
de células ativadas por fluorescéncia (FACS); selecdo imunomagnética; coloracdo
imunohistoquimica e critérios fisioldgicos e histolégicos que incluem o fendtipo,

quimiotaxia, proliferacdo, diferenciacdo e mineralizacdo (Murray et al., 2007).

Os marcadores celulares especificos quando conjugados com moléculas
fluorescentes ou fluorocromos permitem a identificacdo e isolamento de células
estaminais por meio de duas técnicas: FACS e microscopia de fluorescéncia. Em FACS
sdo adicionadas moléculas fluorescentes reconhecedoras de marcadores estaminais a
uma suspensdo de células. Essas moléculas passam sob pressdo através de um orificio
estreito, permitindo este, a passagem de células individualmente (Fig. 9). A saida, estas
células atravessam uma fonte de luz e, posteriormente, um campo elétrico
correspondendo as células estaminais desejadas a células fluorescentes as quais ird ser
atribuida uma carga elétrica. As células ndo fluorescentes ndo irdo sofrer carregamento

sendo separadas por carga (Correia & Braganca, 2010).
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Célula
estaminal
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Molécula
fluorescente

Marcador de Membrana
superficie celular

Figura 9. Reconhecimento de marcadores estaminais por meio de ligacdo de moléculas fluorescentes a

molécula sinalizadora (Fonte: Correia & Braganga, 2010).

2.4- Técnica cell-based estaminal para regeneracdo da polpa/dentina ou

Implantacéo pulpar

No processo de implantacdo pulpar é transplantada polpa, obtida a partir de uma
linha celular estaminal purificada livre de infecdo ou de patogénios ou, ainda, de células
cultivadas em laboratério para os sistemas de canais com a conformacdo e desinfecdo
adequadas. Este tecido desenvolve-se in vitro sob forma de folhas em nanofibras
poliméricas biodegradaveis ou em folhas de proteinas de ECM tais como fibronectina

ou colagénio | (Murray et al., 2007).

No processo considerado sdo transplantadas células previamente removidas do
hospedeiro (autélogas) ou de outros individuos (alogénicas). Estas células sofreram, em
cultura, crescimento para expansao numérica ou entdo, um processamento minimo

como separacao destas dos tecidos (Huang et al., 2013).

A estratégia de regeneracdo por transplantacdo celular, que implica recolha de
tecidos por meio de biopsia, expansdo de populacdes celulares e subsequente
implantacdo destas, por meio de biomateriais, no espaco pulpar desinfetado encontra-se

representada na figura seguinte (Fig. 10) (Sun et al., 2011).

61



Reparacdo e Regeneracdo em Endodontia. Mito ou realidade?

~_ Celllsolation Cell Expansion

Cell
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Biomaterials
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Diseased Root Canal Cell Delivery to
Dental Pulp Therapy Plup Space

Figura 10. Processo cell-based para regeneragéo pulpar (Fonte: Sun, Jin, Yu & Chen, 2011).

Esta técnica utiliza células estaminais da polpa dentaria e de varias outras
origens, sendo que, estas participam no processo regenerativo ndo sé por
providenciarem células como também fatores de crescimento para aumentar a atividade

celular de origem enddgena e de células transplantadas (Fig. 11a) (Kim et al., 2013).

A técnica cell-based revela-se eficiente no processo de reparagdo de defeitos de
tamanho amplo promovendo bons resultados devido ao seu potencial, mediante sinais

microambientais, de divisdo e diferenciacdo (Huang, 2011).

S&0 necessarias construgdes de tecidos ou ainda de 6rgaos in vitro para posterior
transplante. A maioria das culturas de células in vitro desenvolve-se como uma
monocamada ligada a base de frascos de cultura, porém, algumas células estaminais s
sobrevivem se forem colocadas em cultura sobre uma camada de celulas que permitam
a sua alimentac&o; as celulas estaminais sdo cultivadas em duas dimensdes, no entanto e
teoricamente, seria possivel tornar a sua cultura tridimensional se estas fossem
cultivadas em filtros de membrana biodegradaveis, com multiplos filtros enrolados e

posterior implantacéo no sistema de canais radiculares desinfetados (Huang, 2009).
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Neste sistema, as células sdo relativamente faceis de cultivar em filtros em
ambiente de laboratdrio. As folhas cultivadas com agregados celulares sdo mais estaveis
aquando da injecdo no sistema de canais do que células dissociadas, porém, como
potencial problema poderdo ser necessarios procedimentos especificos para garantir que

as células adiram corretamente as paredes do canal radicular (Murray et al., 2007).

Esta técnica possui para além de vantagens, desvantagens a ela associada. De
entre estas, incluem-se: a implantagdo das folhas com células revela-se morosa pois séo
muito débeis, finas e sem vascularizagdo, logo teriam de ser implantadas na porcgao
apical do dente por meio de um scaffold capaz de suportar proliferacdo celular e, as
ceélulas encontram-se em risco de anoxia e necrose se estas se encontrarem localizadas a
aproximadamente 200 um a partir da distdncia maxima de difusdo de oxigénio de um
suprimento capilar sanguineo (Murray et al., 2007).

Segundo Huang et al. (2013), uma preocupacdo fundamental subjacente ao
processo regenerativo do tecido pulpar seria a restricdo de suprimento sanguineo do
fordmen apical. Esta restricdo poderia complicar o fendmeno de angiogénese, no
entanto e mais recentemente, comprovou-se exatamente o oposto indicando que se o
canal se encontrar preenchido com células estaminais tais como SCAP ou DPSC podera
ocorrer regeneracdo pulpar e vascularizagdo com éxito podendo ainda, no canal, existir

deposicdo de uma estrutura similar a dentina.

2.5- Técnica cell-free

De acordo com a técnica cell-free deverd ocorrer migracdo de células distantes
ou adjacentes para ocupagdo do espaco de canal, e neste, sofrerem um processo de
diferenciacéo em celulas pulpares e linhagens odontoblasticas (Huang & Garcia-Godoy,
2014).

A regeneracdo tecidular podera ser efetuada por homing de células endogenas
como substituicdo de transplante de células exdgenas, no entanto, o fendmeno de auto-
regeneracdo ou regeneracdo de homing celular, em situagdes de perda de um 6rgédo na
sua totalidade, ndo € esperado uma vez que assim o tamanho do defeito é amplamente

ultrapassado (Huang et al., 2013).
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Homing celular, em engenharia tecidular, é definido como sendo o processo de
recruta ativa, migracdo e mobilizacdo de células enddgenas direcionadas para o
compartimento anatomico onde é requerida regeneracdo, ou seja, para locais onde
existam defeitos anatomicos, por meio de uso de um scaffold que permite colonizacéo
celular e equilibrio de fatores de crescimento/moléculas sinalizadoras (Fig. 11b) (Kim et
al., 2013).

Pode ser considerado um tipo de homing celular, o protocolo atual de
revascularizacdo, sendo que o coagulo criado neste atua como scaffold no espaco de
canal. Por sua vez, os fatores de crescimento presentes no coagulo sanguineo podem
auxiliar na recruta de células estaminais, no entanto, a extensdo desta é pouco clara
(Huang et al., 2013).

Quando o defeito tecidular em questdo ndo é muito extenso torna-se preferivel
utilizar uma técnica cell-free, uma vez que, a utilizacdo de células como um meio
terapéutico, especialmente as expandidas ex vivo, € um processo muito complexo. Em
situacbes em que apenas pequenas porcles de dentina foram perdidas, os fatores de
crescimento, permitem a atracdo de células estaminais na polpa remanescente para
permitir a regeneracdo da porcdo perdida. A técnica cell-free apresenta-se, por estes
motivos, como sendo uma abordagem de preferéncia, no entanto, ndo existe evidéncia

de regeneracdo mais extensiva (Huang, 2011).

Segundo aprovacdo da FDA, ja se encontram no mercado produtos
comercializaveis de homing celular sendo, assim, esperada a aprovacdo de outras
moléculas de sinalizagdo de forma relativamente mais acessivel comparativamente com

produtos de carater celular estaminal (Kim et al., 2013).

Segundo Schmalz e Smith (2014), uma importante questdo acerca da traducao
clinica de regeneragéo pulpar prende-se com o desenvolvimento de técnicas cell-free e
cell-based. A técnica cell-based implica a necessidade de producdo de preparacoes
celulares de elevada qualidade pela utilizagdo de instalagdes adequadas, com controlos
reguladores a elas associados e uso de células autdlogas, pois, pelo uso de demais
células podera estar associado risco de rejeicdo imunitaria. Ainda sobre esta técnica,
Schmalz e Smith, questionam como a atual pratica clinica poderd ser alterada para

facilitar a introducdo de procedimentos como transplante de células.
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Como forma de diminuir os desafios associados com o desenvolvimento de
procedimentos clinicos terapéuticos, Schmalz e Smith (2014), consideram poderem ser
utilizadas técnicas cell-free. Estas técnicas permitem, por meio de homing celular,
explorar o processo de recruta de MSCs, em direcéo a polpa, através da vascularizagdo
no decorrer da reparacao natural na polpa ou pela estimulacao deste processo. Para além
disso, as técnicas, permitem a focalizagdo em alvos de origem molecular que favorecem

a atracdo de células pulpares.

Cell transplantation Cell-free approach
approach

Cell-seeded scaffolds Growth factors
ok
b

Figura 11. Tecnicas cell-free e cell-based. (a) Técnica de transplantacéo celular ou cell-based- as células
estaminais sdo depositadas nos canais radiculares sob a forma de scaffolds. Ocorre regeneragdo nao so
pelo fornecimento de células mas também por fatores de crescimento sob forma de fatores tréficos. (b)

Técnica cell-free- os scaffolds encontram-se repletos com fatores de crescimento sendo entéo injetados no
espaco do canal de forma a induzir migracéo, proliferacdo e posterior diferenciacao de células endégenas

estaminais residentes no apice radicular (Fonte: Kim et al., 2013).

2.6- Scaffold

Com o intuito de se obter regeneracdo de estruturas dentarias ou inclusive do
dente na sua totalidade, a engenharia tecidular faz uso da combinagdo de células
estaminais, fatores de crescimento e scaffold. Estes ultimos s&o um importante
contributo para facilitar a distribuicdo destas células e/ou fatores de crescimento
localmente. Atualmente, o0s estudos encontram-se direcionados de uma forma
preferencial, para a adaptacdo de caracteristicas conformacionais dos biomateriais de
forma a incentivar interacbes guiadas, coordenadas, oportunas e espacialmente
adequadas entre células estaminais e as matrizes de scaffold (Fig. 12) (Sharma,

Srivastava, Grover & Sharma, 2014).
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Os scaffolds, por definicdo “providenciam um micro ambiente tridimensional
fisico-quimico e bioldgico para crescimento e diferenciacdo celular promovendo adesao

e migragdo celular” (Deepak et al., 2011).

Um scaffold apropriado pode assim, seletivamente localizar e ligar células,
conter fatores de crescimento e sofrer biodegradacdo ao longo do tempo (Hargreaves et
al., 2011).
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Figura 12. Combinacéo de (a) células estaminais, (b), fatores de crescimento e (c) matriz de scaffold
numa construcdo tridimensional dentaria ou injecdo no local pretendido para regeneracdo do dente ou

elementos deste (Sharma, Srivastava, Grover & Sharma, 2014).

Estes materiais podem ser fabricados sob a forma de géis, folhas ou mesmo
ainda de estruturas de elevada complexidade com poros e canais devendo sofrer
degradacdo gradual ap6s implantacdo, para que possam ser substituidos por novo tecido.
Os scaffolds devem igualmente ser porosos, biocompativeis, ndo tdéxicos, com
capacidade de suporte de crescimento celular, apresentarem recetividade a esterilizacao,
demonstrarem eficacia no transporte de nutrientes, fazerem uso de oxigénio e residuos
e, ainda, deve ser possivel a sua utilizacdo como veiculos de distribuicdo de proteinas e

controladores genicos (Malhotra e Mala, 2012).

A degradacdo destes materiais € uma etapa essencial devendo o scaffold, que
atua como modelo para regeneracédo, ser reabsorvido assim que o novo material tenha
sido gerado. Esta degradacdo deve ocorrer a uma taxa compativel com a formacgéo
destes novos tecidos devendo os produtos oriundos deste processo ndo ser tdxicos e
serem de relativa facilidade de remocdo ou degradacdo para que haja minimizagdo da

resposta inflamatoria (Rosa et al., 2012).
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Um scaffold pode também conter nutrientes e possivelmente antibidticos sendo
0S nutrientes importantes para promover a sobrevivéncia e crescimento celular e, os
antibioticos, como forma de prevencdo contra crescimento bacteriano no interior do

sistema de canais (Murray et al., 2007).

As caracteristicas fisico-mecanicas dos scaffolds tais como interconetividade,
forma e tamanho de poros e taxa de porosidade sdo determinantes criticos do
comportamento celular e consequentemente da formacdo de tecidos (Demarco et al.,
2011).

Tanto a quantidade como a extensdo dos poros alteram a permeabilidade e as
propriedades mecanicas do scaffold influenciando a sedimentagéo celular, crescimento
de tecidos e difusdo de nutrientes. Assim, poros em maior quantidade e extensao,
permitem que a celularidade seja aperfeicoada e a resisténcia do scaffold seja reduzida.
As propriedades mecéanicas ttm um impacto direto na formacéo de tecidos, ao afetar a
diferenciacdo celular no tipo de fenotipo pretendido, através de mecanotransdugdo. O
scaffold deve, assim, ser mecanicamente compativel com os tecidos circundantes (Rosa
etal., 2012).

Idealmente, o scaffold deve permitir a funcionalidade de mdultiplos tipos de
celulas incluindo odontoblastos, cementoblastos, fibroblastos pulpares, células
vasculares e/ou terminagfes nervosas e ainda potencialmente ameloblastos (Yildirim et
al., 2011).

Scaffolds podem ser classificados como sendo naturais ou sintéticos e, ainda,
como sendo rigidos e ndo rigidos. Os biomateriais naturais permitem o suporte de
células contribuindo para a sua sobrevivéncia e funcdo e, como tal, melhoram o
desempenho e biocompatibilidade celular. Porem, apresentam ainda multiplas
desvantagens tais como fonte variavel, imunogenicidade se ndo forem puros, variedade
limitada de propriedades mecanicas e, ainda, falta de controlo sobre o tamanho de poros
(Sharmaet al., 2014).

Os materiais naturais apresentam biocompatibilidade superior comparativamente
com 0s materiais sinteticos, porém, estes Ultimos permitem um controlo aperfeicoado
sobre caracteristicas fisico-quimicas do meio sendo relativamente livres de contracao e

conduzindo mais ao crescimento de novos tecidos (Chandki et al., 2012).
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Os biomateriais sintéticos podem ser fabricados, sob condigdes controladas, em
quantidade ilimitada, s&o menos dispendiosos e podem ser adaptados de maneira a obter
a forma pretendida sendo que as suas propriedades fazem com que sejam adequados
para a aplicacdo desejada. De entre essas propriedades encontram-se diferenciacao
celular e propriedades mecanicas e quimicas, especialmente a forca, caracteristicas dos
poros e taxa de degradagdo. Estes materiais apresentam como desvantagem, nao
possuirem locais de adesdo celular requerendo assim modificagdes quimicas para

aumentar este processo (Sharma et al., 2014).

Os scaffolds naturais sdo compostos por materiais hidrofilicos e nativos que
permitem interacdes celulares prevenindo assim uma resposta inflamatéria (Rosenbaum
et al., 2008).

Os polimeros sintéticos sdo usualmente degradados por hidrélise enquanto os

naturais séo geralmente degradados por meio de enzimas (Bansal & Bansal, 2011).

A tabela seguinte descreve as propriedades, vantagens e desvantagens associadas
aos seguintes materiais naturais: Quitosana, Fibrina, fibroina de Seda, Gelatina,
Colagénio, acido Hialuronico e Alginato (Tab. 11) (Tarun, Ajay, Bhawna, Sunil &
Ravi, 2011):

Scaffold Propriedades Vantagens Desvantagens
Quitosana, a forma Biologicamente Provoca rapida
desacetilada total/parcial renovavel, regeneragdo 0ssea
de quitina. A sua ampla biodegradavel, ndo- em estagios iniciais.

Quitosana variedade de aplicagdo vai  antigénico, ndo Formacéo Gssea
desde pele, cartilagem, toxico, apos implantacéao
0sso0 e enxertos vasculares  biofuncional, destas matrizes
a substratos de cultura de materiais ocorre ap6s um
células de mamiferos bioadesivos longo periodo
Fibrina é uma rede Induz interagéo Rapida degradacéo
complexa formada por celular in vivo. Dificil de

Fibrina polimerizagéo de aperfeicoada, manter a
fibrinogénio na presenca da elevada integridade
enzima trombina biocompatibilidade estrutural
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Fibroina é uma proteina

fibrosa que constitui o

Biocompatibilidade,

degradacéo lenta,

Fibroina de cerne daseda, enquantoa  excelentes Pouca producéo de
Seda sericina é uma proteina propriedades seda por aranhas
tipo cola que circunda a mecénicas
fibroina
Biodegradacao e
Deriva do colagénio, biocompatibilidade  Fracas propriedades
Gelatina  insoltvel em &gua em ambiente mecanicas,
fisiologico, baixa quebradigo
antigenicidade
Biocompativel,
Colagénio  Componente da matriz bom Fracas propriedades
extracelular natural (ECM)  reconhecimento mecanicas
celular
Biocompativel,
Acido Componente da ECM facilmente
Hialurénico natural, papel na funcionalizado, Fracas propriedades
cicatrizacdo natural de bom mecanicas
lesbes reconhecimento
celular
Origina-se a partir de algas  Biocompativel, Fracas propriedades
Alginato  marinhas, estruturalmente  métodos simples de  mecanicas

similar ao

glicosaminoglicano natural

gelificacdo

Tabela 11. Representacéo das propriedades, vantagens e desvantagens de biomateriais naturais utilizados

como scaffolds (Adaptada de: Tarun, Ajay, Bhawna, Sunil & Ravi, 2011).

Os polimeros sintéticos sdo divididos em duas categorias: biodegradaveis ou ndo
biodegradaveis. As propriedades destes materiais, tal como as suas vantagens e

desvantagens sé&o descritas na tabela a seguir representada (Tab. 12) (Tarun et al., 2011):
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Scaffold Propriedades Vantagens Desvantagens
Polimeros de Produzem condigéo
grande volume tais Propriedades local acidica pela
como (&cido mecanicas e de Excelente degradacéo de

polilatico, acido
poliglicélico, acido
poli latico-
glicolico,
polipropileno

fumarato)

Polietilenoglicol

Polimeros de
superficie
erodiveis

(poliortoesteres,
polianidridos,
polifosfazeno)

degradacéo podem
ser ajustadas por
segmentos
poliméricos

variaveis

Utilizado como um
scaffold injetavel,
propriedades
mecanicas e de
degradacao podem
ser ajustadas por
segmentos
poliméricos
variaveis
Comumente
utilizados em
colocacéo de
farmacos avangada
devido as suas
propriedades
erosivas de

superficie

biocompatibilidade,
bom reabsorvivel,
excelente taxa de

degradacéo

Biocompativel,

hidrofilico

Excelente
biocompatibilidade,
possivel retencéo de
integridade

mecanica

produtos, possivel
resposta
inflamatéria, fraca
adesao celular,
fraca resisténcia a

compressao

Fraca adesao celular

Né&o podem ser
completamente
substituidos por

tecido 6sseo

Tabela 12. Representacdo das propriedades, vantagens e desvantagens de biomateriais sintéticos

utilizados como scaffolds (Adaptada de: Tarun, Ajay, Bhawna, Sunil & Ravi, 2011).

Comparativamente, de acordo com a rigidez, os biomateriais ducteis
providenciam encapsulamento de células e os rigidos, por sua vez, substituicdo

estrutural. Para regeneracdo pulpar, a matriz devera ser preferencialmente ductil e ainda
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injetavel para que a distribui¢do no espaco do complexo pulpar seja facilitada, permitir a
fixacdo das células & matriz e as paredes da cavidade pulpar circundantes, apresentar
contragdo reduzida e, ainda, sustentar a vasculariza¢do (Sharma et al., 2014).

Em termos de aplicacdo pratica clinica, o Plasma rico em plaquetas (PRP)
satisfaz varios critérios de selecdo de um scaffold sendo este autdlogo, de facil preparo,
rico em fatores de crescimento e de degradacdo gradual formando uma matriz

tridimensional de fibrina (Hargreaves et al., 2011).

Os procedimentos que utilizam como base PRP séo elementares, uma vez que
este material pode ser adquirido a partir do proprio paciente de forma simples e célere,
com menor hipétese de resposta imunoldgica ou de transmissdo de doencas. Na
realidade, tanto o PRP como as suas formulacdes associadas ainda ndo demonstraram
potencial de regeneracdo pulpar, porém, avancos da terapéutica baseada em PRP
noutros campos sugerem que existe possibilidade de transformacdo de novas
preparacfes de plaquetas como veiculos de células/farmacos que possam ser
manipulados, estudados e aplicados com relativa facilidade por clinicos e, assim, vir a

ter aplicabilidade em Endodontia Regenerativa (Sun et al., 2011).

Bansal e Bansal (2011) compilaram na tabela (Tab. 13) a seguir representada
varios scaffolds estudados por varios investigadores e os respetivos resultados de cada

estudo:

Investigadores Scaffold estudado Resultados do estudo

Colagénio providencia elevada resisténcia
a tracdo nos tecidos. Permite uma féacil
Feng tal. Colagénio (natural) colocacdo de células e fatores de
crescimento e a substituicdo com tecidos
naturais apos sofrer degradacéo.
Scaffold natural providencia boa
biocompatibilidade e biodisponibilidade,
Sharmaetal. Colagénio (natural), scaffolds sintéticos oferecem maior
PLA, PGA (sintético) controlo sobre a taxa de degradacéo e
propriedades mecanicas.

Todos os trés tipos suportaram ligacao,
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Zhang et al.

Huang et al.

Gebhardt et
al.

Mooney et al.

Bohl et al.

Buurma et al.

Chen et al.

Colagénio esponjoso,
cerdmica porosa, rede

fibrosa de titanio

Colagénio e PLG

Polimero, colagénio,
scaffold bioceramico de

fosfato de calcio

PGA

Polimero de PGA

PGA

Dextrano metacrilato
glicidil (Dex-GMA)
hidrogel hibrido de
gelatina

crescimento e diferenciacdo de DPSCs in
vitro e, as células organizaram-se num
tecido bem vascularizado que expressa
DSPP, um marcador de dentina in vivo.
Os scaffolds poliméricos (PLG) sdo
resistentes a contracdo quando
comparados ao colagénio.

A taxa de sobrevivéncia de DPSCs e
PDLSCs foi 6tima em colagénio e em
scaffold polimérico quando comparada
com scaffold de fosfato de célcio.

PGA atuam como adequadas matrizes
para sedimentacéo de fibroblastos
pulpares dentarios, permitem a
proliferacdo e desenvolvimento de um
tecido com celularidade semelhante a
polpa normal.

A cultura de células estaminais pulpares
em PGA in vitro resultou num tecido de
elevada densidade celular semelhante a
polpa nativa.

Scaffolds poliméricos sdo 0s mais
promissores para criagao de tecido de
substituicdo.

Polpa dentaria humana e fibroblastos
gengivais aderem a scaffolds de PGA néo
tecido, proliferam e produzem matriz

extracelular in vitro.

Aumenta a ligacdo, proliferacao e
diferenciacdo de PDLSCs.

Quando DPSCs foram enxertadas em
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Acido poli (latico-co-

El-Backly et glicélico)

al. Scaffold poroso
polimérico

Xu et al. Scaffold de seda

Etienneetal.  Scaffold de seda

Guo et al. Matriz de dentina tratada
(TDM)

Inuyamaetal. Esponja de acido
Hialuronico (HA)

Lyngstadaas  Derivado de matriz de

et al. esmalte (Emdogain)

scaffolds polimericos de acido poli
(latico-co-glicolico) e implantados num
coelho ocorreu formacéo de matriz de
osteodentina com estrutura tubular.

Este é o primeiro estudo a caraterizar
tecido bioconstruido gerado a partir de
células do gérmen dentario depositadas
num scaffold de seda.

Estes scaffolds foram capazes de criar um
aumento de tecido flexivel tridimensional
de longa duracdo e a analise histoldgica
revelou revascularizacéo da area através
do biomaterial.

TDM providenciou adequado scaffold e
microambiente indutor para crescimento
de células do foliculo dentério (DFCs)

A esponja de HA possui uma apropriada
estrutura, biocompatibilidade e
biodegradacdo para uso como scaffold.
As amelogeninas no Emdogain
automontam-se em nanoesferas que
constituem uma matriz extracelular. Esta
matriz é lentamente digerida por enzimas
proteoliticas extracelulares para libertacéo

de péptidos bioativos.

Tabela 13. Scaffolds estudados por varios investigadores (Adaptada de: Bansal & Bansal, 2011).

2.6.1- Scaffold injetavel

Uma combinagdo de células estaminais, fatores de crescimento e scaffolds deve
ser colocada de uma maneira espacialmente apropriada no espaco de sistema de canais

radiculares enquanto é mantida uma adequada difusdo de oxigénio e nutrientes. Como
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tal, pode ser injetada uma mistura de células/scaffold/fator de crescimento no 1mm
apical do sistema de canais radiculares seguido de preenchimento com uma combinagéo

de scaffold /fator de crescimento (Hargreaves et al., 2011).

Os polimeros de hidrogel sdo scaffolds injetaveis que podem ser administrados
por meio de seringa nos sistemas dos canais radiculares sendo que, teoricamente, estes
podem promover regeneracdo pulpar ao providenciar um substrato para proliferacdo e
diferenciacédo celular numa estrutura de tecidos organizada (Murray et al., 2007).

Os hidrogeis apresentam elevado teor de agua, consisténcia suave e flexivel e

uma baixa tensdo de interface com agua ou fluidos bioldgicos (Bansal e Bansal, 2011).

O grau de crosslinking das cadeias poliméricas no interior do hidrogel pode ser
aumentado, podendo assim, as propriedades mecanicas serem melhoradas (Hacking &
Khademhosseini, 2009).

Anteriormente, os hidrogéis apresentavam controlo limitado sobre formacao e
desenvolvimento tecidular, porém, com os avan¢os na formulacdo houve uma melhoria

na habilidade para suporte de sobrevivéncia celular (Murray et al, 2007).

2.6.2- Uso de um hidrogel peptidico de auto-montagem personalizado para

engenharia de tecidos pulpares

Galler, Hartgerink, Cavender, Schmalz e D’Souza (2012) utilizaram um hidrogel
peptidico de auto-adesdo e auto-clivavel que apresentava propriedades viscoelasticas
para que pudesse ser injetado no canal radicular por meio de seringa e, localmente,
voltar a demonstrar rigidez. Foi colocada como hipotese, a incorporacdo de células
estaminais derivadas da polpa conjuntamente com fatores bioativos num scaffold para
que pudesse ocorrer proliferacdo celular, diferenciacdo e angiogénese. O TGFB1 e o
FGF2 atuaram conjuntamente de forma sinérgica estimulando a proliferacéo,
citodiferenciacdo e mineralizacdo. A presenca de heparina (grupo experimental) quando
comparada com PBS (grupo de controlo), causou um adiamento da libertacdo dos
fatores de crescimento confirmando, assim, que a ligagdo de nanoestruturas ligadoras de

heparina com fatores de crescimento retardam a sua libertagéo.
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Segundo Galler et al. (2012) somente ocorre proliferacdo suficiente e formacéo
de tecido na presenca de fatores de crescimento/células estaminais/scaffolds, que
formam um tecido conetivo vascularizado que se assemelha a polpa dentéria e, as
células promovem a degradacdo do hidrogel peptidico e substituem-no por uma matriz
extracelular de colagénio. Foi concluido que a matriz utilizada demonstrava qualidades
superiores quando comparada a materiais convencionais ndo personalizaveis, que as
DPSCs aparentam apresentar maior aplicabilidade por apresentaram taxas de
proliferacdo aumentadas com o motivo RGD (motivo de adesdo celular arginina-glicina-
acido aspartico) em géis peptidicos e, que os fatores de crescimento foram por si sO

capazes de atrair células hospedeiras.

2.7- Impressao celular tridimensional

De forma a recriar a polpa dentéria, podera ser utilizada uma técnica de
impressdo tridimensional de células fazendo uso de um dispositivo de jato de tinta para

dispensa de camadas de células suspensas num hidrogel (Murray et al., 2007).

Esta técnica envolve o desenvolvimento de modelos e impressdo de 6rgaos e o
condicionamento e maturacdo acelerada destes (Horst, Chavez, Jheon, Desai & Klein,
2012).

Por meio de impressédo tridimensional é possivel que sejam construidos, célula-
a-célula, scaffolds heterogéneos tridimensionais. Esta técnica abrange o posicionamento
de mdltiplos tipos celulares num scaffold flexivel, tal como uma estrutura de hidrogel,
de acordo com um projeto produzido com auxilio de um computador. A estrutura
tridimensional e, ainda, espessura do scaffold podem ser controlados por meio desta
tecnologia (Malhotra & Mala, 2012).

A impressdo celular tridimensional posiciona idealmente os odontoblastos na
periferia e os fibroblastos no centro pulpar. Os odontoblastos seriam um contributo para
a reparacdo e manutencgdo dentinaria e, por sua vez, os fibroblastos atuariam como um

apoio de uma rede vascular e de células nervosas (Murray et al., 2007).
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2.8- Terapia genética

As células humanas contém uma fita de 1 m de DNA que contém em si 3 bilides
de pares de base excetuando células anucleadas e células sanguineas vermelhas, por sua
vez, a molécula de DNA contém sequéncias genéticas, ou seja, genes que controlam a
atividade e funcdo celular. Compreendendo isto, na terapia genética, podem ser
aplicados genes para fatores de crescimento, morfogénios, fatores de transcricdo e
moléculas da matriz extracelular por meio de vetores nédo virais e virais (Murray et al.,
2007).

O gene pode estimular ou induzir um processo natural bioldgico ao expressar
moléculas envolvidas na resposta de carécter regenerador para o tecido pretendido.
Assim, para que esta terapia tenha sucesso, sera necessario um transporte e transferéncia
eficaz de genes em células de tecidos-alvo, rapida avaliacdo da expressdo génica em
situacOes especificas e a niveis apropriados e, ainda, toxicidade sistémica minima
(Nakashima & Akamine, 2005).

Podem ser utilizados vetores virais ou ndo virais para permitir a absorgéo celular
e a expressao génica. Os vetores virais podem replicar genes de interesse juntamente
com 0 seu genoma, pelo uso da maquinaria genética do hospedeiro celular, e séo
caracterizados por serem geneticamente alterados para que o seu potencial causador de

doencas seja eliminado (Bansal & Bansal, 2011).

De entre os vetores virais encontram-se 0s adenovirus, retrovirus e virus herpes
simplex e de entre 0s ndo virais os plasmideos, péptidos e lipossomas catiénicos. Tanto
0s vetores virais como 0s ndo virais poderdo ser utilizados para distribuicdo de genes

por meio da técnica in vivo ou pela técnica ex vivo (Malhotra e Mala, 2012).

Os vetores virais ttm como vantagem a relativa facilidade com que entram nas
células do recipiente, porém, também apresentam dificuldades tais como, controlo da
producdo viral, capacidade de transporte, dependéncia da proliferacdo celular, etc.
(Passarge, 2013).

Na tabela seguinte (Tab. 14), por Bansal e Bansal (2011), encontram-se descritos
maultiplos vetores virais estudados por diferentes investigadores e o0s resultados

subsequentes de cada estudo respetivamente:
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Investigadores Vetor viral estudado

Resultados do estudo

Naldini et al.

Rutherford et
al.
Sugiyama et
al.
Yang et al.

Zhang et al.

Shang et al.

Scheller et al.

Zhang et al.

Retrovirus

Virus recombinante
codificando BMP-7
Lentivirus
recombinante
codificando BMP-2
Adenovirus
codificando gene
BMP-2
Adenovirus
codificando BMP-7
Adenovirus
codificando PDGF-B

Retrovirus
codificando forma

ativa de catenina-p

Adenovirus
codificando BMP-7,
PDGF-B ou

combinacéo de ambas

Demonstracdo in vivo de colocacéo de genes
e transducdo estavel de células ndo
divisiveis.

Meétodo eficaz para induzir regeneracéo de
dentina no dente com pulpite reversivel.
Células de estroma da medula 6ssea
infetadas com este vetor demonstraram
estavel expressdao de BMP-2.

Demonstrou expressdo odontogénica

aperfeicoada.

Formacdo Ossea nestes scaffolds foi superior.

Modulacdo da atividade de proliferacdo de
PDLSCs; expressdo elevada de colagénio
tipo I.

Sobre-expresséo de catenina-p suprime a
diferenciacdo e mineralizacdo de DPSCs
(regula negativamente a diferenciacdo tipo
odontobléastica de DPSCs)

Todos os trés scaffolds demonstraram
aumento de formacdo Gssea (aumento

maximo em combinacao).

Tabela 14. Vetores virais estudados no ambito de terapia genética por multiplos autores (Adaptada de:
Bansal & Bansal, 2011).

As técnicas ndo-virais incluem eletroporacdo ou uso de ultrassons para

distribuicdo de genes. Esta distribuicdo tem éxito, por meio de método de ultrassons,

tanto in vivo como in vitro. O método de eletroporacdo apenas apresenta resultados in

vitro podendo este facto dever-se a falta de eritrécitos no coagulo plasmatico devido a

alteracdes térmicas durante o processo. In vivo, o gene sofre distribuicdo para a corrente
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sanguinea ou localmente para os tecidos-alvo, por inalacdo ou injecéo, sendo o potencial
de cura do tecido pulpar melhorado por genes indutores de dentina diretamente sobre a
polpa dentéria amputada exposta. Por sua vez, a abordagem ex vivo envolve a
manipulacdo genética de celulas in vitro, que sdo posteriormente transplantadas para o
local de regeneracdo para que seja estimulada formacdo de dentina reparadora mais

rapidamente e de forma otimizada (Bansal & Bansal, 2011).

Sendo assim, ambas as técnicas, in vivo e ex vivo, podem ser utilizadas (Tab.
15). A escolha da técnica a utilizar serd sempre feita mediante as caracteristicas do
tecido alvo. De entre essas, encontram-se a morfologia e fisiologia do vetor utilizado, da
natureza da patologia e, ainda, do procedimento em si no que diz respeito a seguranca a

ele associada (Nakashima & Akamine, 2005).

Meétodos In Vivo Métodos Ex Vivo

Adicionar gene In Vivo para induzir nova  Cultivar células Ex Vivo, adicionar gene,
funcéo transplantar de volta para o hospedeiro
Exemplos: angiogénese Exemplos: crescimento de novo de

cartilagem e 0sso

Tabela 15. Terapia génica- método in vivo e ex vivo para confe¢do de células para aplicacdo em
terapia (Adaptada de: Nakashima & Akamine, 2005).

In vivo, parece ser uma técnica eficaz para regeneracdo de dentina/protecao
pulpar, apenas quando exista tecido ndo infetado pulpar apical que contenha células
estaminais progenitoras, em nimero suficiente, mesmo ap6s remocdo da polpa necrética
ou infetada. A técnica ex vivo € essencialmente viavel em situagGes em que as células
requeiram uma fonte de nutrientes e oxigénio, como em casos de inflamacdo severa,
para manter a sua viabilidade. O ambiente lesado teria, assim, de desenvolver um leito
vascular a partir de elementos existentes no foramen apical ou de elementos da polpa
(Edwards & Mason, 2006).

Ex vivo aparenta ser uma técnica proveitosa em casos de pulpite reversivel e/ou
poucas células estaminais no tecido pulpar. Esta técnica afasta a urgéncia de limpeza e

conformacdo dos canais e implantacdo de células estaminais nestes, porém, esta técnica
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ainda ndo apresenta indicaces de ser bem-sucedida como parte de terapias
regenerativas (Malhotra & Mala, 2012).

O uso desta técnica a nivel endoddntico seria para colocacdo de genes de
mineralizagcdo em tecidos pulpares para promover mineralizagdo tecidular. Contudo,
esta técnica ainda acarreta muitos riscos necessitando assim de maior desenvolvimento

para tratamento endodontico (Deepak et al., 2011).

Segundo Bansal e Bansal (2011) existem ainda alguns desafios associados a
empregabilidade da terapia genética sendo necessario estabelecer o isolamento,
identificacdo e protocolo de expansdo de células estaminais pulpares, os sistemas de
distribuicdo génica deverdo ser otimizados, serd necessario aprender a controlar esta
terapia de forma precisa para uso clinico seguro e ainda requisitos para demonstracéo do
custo-beneficio e, possibilidade de tratamento seguro e de longo prazo de condicbes que

de outra forma poderiam implicar necrose pulpar.
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111- CONCLUSAO

A reparacdo e regeneracdo, como foi concluido, sdo dois conceitos diferentes

muitas vezes confundidos e pobremente aplicados.

A reparacgdo procura essencialmente manter a vitalidade pulpar, nomeadamente,

guando estamos perante uma situacao reversivel.

Atualmente, pela remocdo da porcdo afetada e pelo uso de agentes protetores
que estimulam a formacdo de nova dentina reativa ou reacional é possivel, até certo
ponto, ter um resultado favoravel no que diz respeito a adiar ou até mesmo evitar um
procedimento endodontico. No entanto, estas técnicas ainda se revestem de muitas
questdes nomeadamente no que diz respeito ao deixar, ainda em boca, carie em métodos
de protecdo pulpar indireta. Futuramente € esperado poder incluir fatores de crescimento
nos inUmeros materiais, ainda em expansdo, de protecdo pulpar de forma a contribuir

para 0 avanco destas técnicas de vitalidade pulpar.

Os métodos de Endodontia Regenerativa surgem como uma possivel alternativa
de forma a poder contornar os métodos tradicionais, em que é colocado um material
biocompativel no espaco de canal, quando os dentes ultrapassam o limite de
reversibilidade ficando estes mais frageis e de facil fratura, e ainda, como ultima

instancia para manter dentes em boca que de outra forma teriam de ser extraidos.

Vaérios estudos atualmente direcionam os métodos de endodontia regenerativa
para dentes imaturos promovendo 0 seu desenvolvimento radicular continuado, no

entanto, pretende-se que a aplicabilidade seja estendida a dentes permanentes.

Pelas técnicas abordadas é possivel constatar o avango da Medicina
Regenerativa aplicada & Endodontia, até aos dias de hoje, principalmente pela utilizagdo
da triade scaffold/células estaminais/fatores de crescimento. Idealmente, a regeneracao
do complexo pulpo-dentinario passaria pelo uso de células estaminais do préprio
hospedeiro e, preferencialmente, o desenvolvimento pulpar deveria ocorrer diretamente
no espaco de canal de forma a evitar possiveis contaminagdes e demais problemas
associados a sua manipulacdo in vitro. As técnicas associadas a estes métodos deverao

ser facilmente aplicadas em meio clinico e com protocolos bem definidos.
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As técnicas regenerativas aplicadas a Endodontia, ainda com multiplas
vantagens e desvantagens, sdo ainda muitas delas hipotéticas ou sem reprodutibilidade
em humanos. E, no entanto, expectavel que estas continuem o seu desenvolvimento de
forma a serem exequiveis recorrentemente por endodontistas, de maneira a salvaguardar

a denticdo no arco dentario.

O futuro desta area passa pela otimizacdo dos componentes que dela fazem parte
e das suas multiplas técnicas para que ndo seja apenas mais uma alternativa mas sim
uma inevitabilidade. Os métodos tradicionais endoddnticos, eventualmente, tornar-se-&o
obsoletos ou de pouca empregabilidade e, esta area, apresentar-se-a cada vez menos

como um mito e mais como uma realidade.
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