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RESUMO

A polpa dental € um tecido conjuntivo altamente especializado, bem organizado e
com restrita capacidade de reparo. Injurias a este tecido podem causar a perda
parcial ou total desta capacidade. Quando ha perda total da capacidade de reparo, o
tratamento indicado é radical e consiste na remogéo total da polpa, seguida da
desinfeccdo do canal radicular e seu preenchimento com material inerte, isso
proporciona a perda de uma significante quantidade de dentina deixando como
sequela um dente nao vital e enfraquecido. Todavia, a endodontia regenerativa € um
campo de evolugédo da engenharia tecidual, que demonstrou resultados promissores
utilizando células-tronco associadas a “scaffolds” e fatores de crescimento. A vista
disso, o presente artigo revisa os novos avangos obtidos na regeneragao do tecido
pulpar através da engenharia tecidual e fornece informagdes sobre os diferentes
aspectos envolvidos neste tipo de abordagem. Através de busca eletrbnica nas
bases Medline / PubMed, Cochrane e Bireme de 2012 a 17 de setembro 2017,
utilizando os unitermos “Endodontic”, “Stem Cells”, “Tissue Engeneering” e “Pulp
regeneration” foram obtidos os artigos. O levantamento dos dados nesta revisao
demonstraram que € possivel regenerar o tecido do complexo dentino/pulpar atravées
da terapia regenerativa com células tronco. Porém, para se tornar um procedimento
valido, protocolos bem delimitados e padronizados devem ser definidos através de

ensaios pré-clinicos juntamente com ensaios clinicos controlados.

Descritores: Células-Tronco, Regeneracado Tecidual Guiada, Endodontia, Polpa

Dentaria e Dentina.



ABSTRACT

The dental pulp is a highly specialized connective tissue, well organized and with
limited capacity for rapair. Injury to this tissue can cause partial or total loss of this
ability. When rapair capacity it's not possible, the ideal procedure is radical
treatment, witch consist in total removal of the pulp, followed by canal root
disinfection and its filled with inert material, this results in a significant loss of dentin,
leaving as a sequela a non-vital and weakened tooth. However, regenerative
endodontics is an evolutionary field of tissue engineering, which has shown
promising results using stem cells associated with scaffolds and growth factors.
Therefore, this article reviews new advances in the regeneration of pulp tissue
through tissue engineering and provides information on the different aspects involved
in this approach. The studies were obtained through an electronic search on the
Medline / PubMed, Cochrane and Bireme databases from 2012 to September 17,
2017 using the "Endodontic", "Stem Cells", "Tissue Engeneering" and "Pulp
regeneration" terms. The data collection in this review showed that it is possible to
regenerate the tissue of the dentin—pulp complexes through regenerative stem cell
therapy. However, to become a valid procedure, well-delimited and standardized
protocols should be defined through previously preclinical testing and controlled

clinical trials.

Keyword: Stem Cells, Guided Tissue Regeneration, Endodontics, Dental Pulp and
Dentin.
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1. INTRODUGCAO

A polpa dental é rica em células tronco que tem como principal fungéo
promover a manutencao e a vitalidade do dente, desta forma, quando a polpa sofre
um estimulo agressivo intenso, ela fica impossibilitada de realizar esta manutencgao.
Logo, o tratamento atualmente indicado para este tipo de situagdo € a substituicao
do tecido agredido por um material sintético inerte, isolando esta area de suprimento
sanguineo e qualquer possibilidade de regeneragédo tecidual (DIAS et al., 2013).
Wang et al. (2013), enfatiza que o resultado deste tratamento é vinculado a possivel

fragilidade dental, por falta do suprimento sanguineo.

No panorama atual, onde a regeneracgao tecidual com uso de células tronco é
real e cada vez mais estudada, adentrou-se no universo de terapia endodéntica,
com a possibilidade de induzir a regeneragdao do complexo dente/polpa com uso de
células tronco de origem dental, na expectativa de gerar o retorno da vitalidade
pulpar e sua capacidade de reparo (DHILLON et al., 2016; CHREPA et al., 2015;
FERRONI et al., 2015; GARZON et al., 2013; NA et al., 2013; WANG et al., 2013;
LUI et al., 2015; NORSRAL et al., 2014; SONG et al., 2017; SRISUWAN et al., 2012;
TRAM e DOAN, 2015).

A partir destas consideragdes, pesquisas vém sendo realizadas para
identificar o protocolo ideal de regeneragao tecidual do complexo dentino/pulpar e
ensaios pré-clinicos demonstram a viabilidade desta terapia, alguns requisitos
basicos sao encontrados, o principal € o composto da triade de elementos, a célula
tronco, o “scaffold” e os fatores de indugao de crescimento (DHILLON et al., 2016;
CHREPA et al., FERRONI et al., 2015; GARZON et al., 2013; NA et al., 2013; WANG
et al., 2013 LUI et al., 2015; NORSRAL et al., 2014; SONG el al., 2017; SRISUWAN
et al., 2012; TRAM e DOAN, 2015).

As células tronco sdo compreendidas por dois tipos, células tronco
embrionarias e células tronco adultas, a primeira, originadas da massa blastocistica
embrionaria, sao totipotente, podem se diferenciar em mais de 200 tipos de célula do
corpo humano, mas devido a sua plasticidade, ha possibilidade de formagao de
teratomas (MACHADO et al., 2015; GOLDBERG et al., 2013), por isso, ha restricoes
éticas e legais para seu uso em pesquisas e terapias regulamentadas pelo Decreto
n°® 5.591/05 e pela Portaria n° 2.526/05 (ANVISA, 2005). Ja as células tronco
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adultas, também conhecidas como somaticas, que podem ser multipotente,
oligopotente ou unipotente, tém sua plasticidade limitada, desta forma, com menor
risco de formagao de teratomas, e podem ser encontradas em diversos locais do
corpo humano (ARAGAO et al., 2012; DO CARMO et al. 2012).

As células-tronco adultas localizam-se em diversos tecidos como a medula
O0ssea, sangue de cordao umbilical, tecido adiposo, cérebro, vasos sanguineos,
musculo esquelético, osso, tecido epitelial, figado, tecido adiposo, ligamento
periodontal e na polpa dental dos dentes permanentes e deciduos (SEGUNDO et al.,
2012; MACHADO et al., 2015; CORDEIRO et al., 2015). As células tronco residentes
na polpa dental funcionam para apoiar a reparagcao de agressdes ao complexo.
Essas células sdo: células-tronco da polpa dentaria (DPSCs), células-tronco de
dentes deciduos esfoliados humanos (SHEDs) e células-tronco da papila apical
(SCAPs), que sao derivadas do tecido da polpa ou do precursor do tecido pulpar e
demostraram ser capazes de regenerar o complexo dentina-polpa (HUANG et al.,
2014; KAUSHIK et al., 2016; GONG et al., 2016).
Com base no exposto, o objetivo deste trabalho é realizar uma revisado
sistematica da literatura acerca do uso de células tronco adultas mesenquimais de

origem dental na regeneragao do complexo dentino/pulpar.



2. METODOLOGIA

Esta revisdo sistematica segue critérios estabelecidos pelo guia PRISMA. E
foi elaborado resposta para o quesito PICO. Além de seguir a padronizagdo das

revisdes publicadas da atualidade.

2.1 Critérios de elegibilidade

O indice PICO foi utilizado como critério de selecado para analise dos estudos:

1. Populagdo: Dentes que precisam de tratamento endodéntico.

2. Intervencdo: Regeneragcdo do complexo dentino-pulpar através das células
tronco adultas de origem dental.

3. Comparacao: Tratamento pulpar com o uso de células tronco adultas com
diferentes tipos de arcaboucgos(“scaffolds”).

4. Desfecho (Outcome): Efetividade da regeneragdo do complexo dentino-pulpar

através de células tronco adultas de origem dental.

Os critérios de inclus&o foram determinados da seguinte forma:
1. Estudos publicados em lingua Inglesa.
2. Estudos publicados nos ultimos 5 anos.
3. Estudos clinicos, pré-clinico: in vitro, ex vivo e in vivo, estudos observacionais,

estudos prospectivos, estudos laboratoriais, e estudo de revisao.

2.2 Fontes de informag&o

Foi realizado a busca nas bases de dados através dos descritores indexados
pelo Mesh (MEDLINE/PubMed), BIREME e Cochrane Central Register of Controlled

Trials. Na busca foi utilizado os unitermos “Endodontic”, “Stem Cells”, “Tissue



Engeneering” e “Pulp regeneration”. A busca foi realizada para publicagdes entre
2012 e 17 de setembro 2017. Todos os estudos identificados pelos critérios de

inclusdo foram analisados.

2.3 Busca

De acordo com os indices indexados MeSH, foram utilizado com os
operadores booleanos o0s seguintes unitermos: "endodontics"[MeSH Terms] OR
"endodontics"[All Fields]) AND ("stem cells"[MeSH Terms] OR ("stem"[All Fields]
AND "cells"[All Fields]) OR "stem cells"[All Fields])) AND (("dental pulp"[MeSH
Terms] OR ("dental"[All Fields] AND "pulp"[All Fields]) OR "dental pulp"[All Fields]
OR "pulp"[All Fields]) AND ("regeneration"[MeSH Terms] OR "regeneration"[All
Fields]))) AND ("tissue engineering"[MeSH Terms] OR ("tissue"[All Fields] AND
"engineering"[All Fields]) OR "tissue engineering"[All Fields]).

Os autores nao realizaram busca manual.

2.4 Processo de coleta de dados

O estudo foi realizado independente por dois revisores (VKRS e EFP) para
avaliacdo da busca da base de dados, e as resolucdes de discordancias, quando
houve, foram resolvidas apds a decisao do terceiro avaliador. (APVS).

Ap6s o rastreamento e identificacdo de todos os titulos e resumos de
trabalhos apreciados como elegiveis foram selecionados e analisados na integra. Os
detalhes da pesquisa encontram-se no fluxograma de busca e seleg¢do dos artigos

na figura 1.
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Figura 1. Fluxograma dos estudos selecionados e excluidos para revisao sisteméatica.




3. RESULTADOS

As pesquisas nas bases de dados revelaram 266 trabalhos, na base de dado
Medline/PubMed foram 63 trabalhos, a Cochrane 195 trabalhos, e a Bireme 8. Dos
266 trabalhos, 14 foram duplicados (Medline/PubMed foram 10 trabalhos, Cochrane
1 trabalhos, e a Bireme 3), restaram 252. Uma revisao detalhada dos resumos e
titulos permitiu a selegcéo de 57 artigos. De acordo com o critério de elegibilidade 42

estudos foram excluidos. A amostra final consistiu de 15 trabalhos.

3.1 Iltens de dados

Os dados extraidos de cada estudo foram agrupados da seguinte forma: 1)
Ano da publicagéo; 2) Autor; 3) Tipo de estudo; 4) Tipo célula tronco utilizada; 5)
Tipo de scaffold utilizado; 6) Fator de crescimento; 7) Tipo de analise realizada e 8)
Tempo de acompanhamento. Os principais resultados adquiridos estdo resumidos
na tabela 1.
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3.2 Delineamento experimental

Em uma analise dos 15 estudos selecionados, 1 foi ensaio pré-clinico ex vivo
(HUANG et al., 2014), 6 ensaios pré-clinico in vivo (GARZON et al., 2017; QU et al.,
2015; FERRONI et al., 2015; TRAM; DOAN, 2015; NA et al. 2013; SRISUWAN et al.,
2012), 2 ensaios pré-clinico in vitro (SONG et al., 2017; CHREPA ET AL., 2015)e 6
estudos de revisdo de literatura (GONG et al.,, 2016; DHILLHON et al., 2016;
KAUSHIK et al., 2016; DIAS et al., 2015; NOSRAT et al., 2014; HUANG et al., 204).
Os estudos selecionados ndo apontaram claramente se foram realizados em apenas

um unico centro.

3.3 Selegéo de paciente para coleta de células tronco

Os estudos analisados incluiram critérios de selecado de pacientes relacionado
a coleta de células tronco, quando coletadas. Os principais critérios de inclusdo para
estes, foram: pacientes que apresentavam boa saude e nenhuma contra-indicagao
médica. Ferroni et al. (2015) selecionaram pacientes entre 18 e 35 anos, com
indicagao de extracao de terceiros molares para tratamento ortodéntico, que foram
acompanhados por profissional da higiene bucal por uma semana antes da remogéo
dos elementos dentérios. Ja Song et al. (2017) selecionaram pacientes entre 17 e 25
anos com a mesma indicagcao ortodontica. Os critérios de exclusao de Ferroni et al.
(2015) e Song et al. (2017) compreenderam: pacientes que apresentavam sitios
agudos de infecgcdo; dentes careados; dentes com restauragdes; pacientes com
doenca periodontal ou infec¢ao oral.

Chrepa et al. (2015) selecionaram pacientes <18 anos de idade, com dentes
indicados para tratamento endodéntico, e sistemicamente classificados pela
American Society of Anesthesiologists - ASA como ASA | e ASA Il, e o critério de
exclusdo para eles foram os pacientes que estivessem com a situacdo do ASA Il e
IV, além de pacientes que por algum motivo ndo quisessem participar do estudo.

Garzén et al. (2017), Qu et al., (2015) e Tram; Doan (2015) n&o realizaram
selecao de paciente para obtencao de células tronco, porque obtiveram suas células
tronco através de doagdes cedidas por universidades de referéncia. Baylor College
of Dentistry, Texas A&M Health Science Center forneceram para Garzén et al.

(2017), School of Dentisttry, The University of Southerern California gentilmente



cederam a Qu et al. (2015) e a Faculdade Maxilofacial (University of Science,
Vietnam) doou as células para Tram; Doan (2015).

Na et al. (2013) n&do forneceram as informagdes de onde coletaram as células
tronco. Ja o Srisuwan et al. (2012) ndo utilizaram células tronco de humanos, e sim
polpa dental de ratos. E Wang et al. (2013) utilizaram os terceiros molares
impactados de um paciente jovem de 18 anos e 1° molares de cées beagles e nao

relataram seus critérios de elegibilidade para esta selegéo.

3.4 Etapa Isolamento da Célula tronco

Os artigos que explicitaram o isolamento da célula tronco, utilizaram
protocolos diferentes para a realizagdo da extracdo da célula tronco da polpa dental.
Ferroni et al. (2015) selecionaram uma populagdo enriquecida de células tronco
isoladas de 3° molares de humanos saudaveis coletadas através de cureta Gracey
ou escavador, pela delicada remocgao da polpa dental apds a fratura mecanica do
elemento dental. Song et al. (2017) realizaram o processo de congelamento a 80°C
dos 3° molares em uma solugdo salina balanceada (HBSS) da Hank’'s até o
momento de seu descongelamento em temperatura ambiente, logo foi submergido
em Cloramina da Sigma-Aldrich por 2 horas a 4°C e depois os tecidos do ligamento
periodontal e células do cemento foram removidas com o bisturi, e os dentes foram
cortados em discos de 1,5mm. Os exemplos coletados foram resfriados com o
HBSS, e as células tronco da apical da polpa foram usados para este experimento.

Garzon et al. (2017), Qu et al. (2015), Tram e Doan (2015) e Na et al. (2013)
nao detalharam a coleta da célula tronco. J& Chrepa et al. (2015) coletaram as
amostras apos terem isolado os dentes selecionados com lencol de borracha e a
amostra foi aspirada através de seringa 1-cc de uma paciente do sexo feminino de
35 anos de idade.

Wang et al. (2013) cortaram o dente na jungdo cemento/esmalte com broca e
expuseram a polpa dental de molares e delicadamente separaram a coroa da raiz, e
foram levadas a uma solugdo de 3mg/mL de colagenase tipo | da Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA, e 4mg/mL de dipase da Sigma-Aldrich por uma hora a 37°C.

Srisuwan et al. (2012), utilizaram a subpopulagao de células-tronco originadas

das células extraidas de polpa dental de ratos. O tecido foi cortado em fatias entre 1-
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2mm e encubada na solugdo contendo 3mg ml™' de colagenase tipo | e 4mg ml™” de
dipase Il (Roche, Mannheim, Alemanha) em uma agita¢ao de 37°C por 45 minutos.

3.5 Tipo de célula tronco, Tipo de Scaffold e periodo de acompanhamento.

Os estudos se assemelham pelos tipos de procedimentos realizados, Song et
al. (2017) coletaram as células tronco de dentes provenientes da UTHSCSA School
of Dentistry recebidas em uma solugdo salina balanceada da Hank’s (HBSS) e
congeladas a 80°C, onde foram descongeladas em temperatura ambiente para sua
utilizagdo. Foram submergidas em Cloramina da (Sigma-Aldrich) por duas horas a
4°C, depois lavadas em agua fria. Os tecidos do ligamento periodontal e células do
cemento foram removidas com bisturi e os dentes cortados em discos de 1,5 mm. As
amostras das células tronco coletadas foram resfriadas em HBSS. Os discos foram
submetidos ao processo de descelularizagdo para servirem como arcabougos na
pesquisa, como dentina/polpa de humano descelularizada (dHDP). As células tronco
de linhagem apical da polpa foram utilizadas, as de 32 a 92 passagem para a re-
populagdo experimental em solugdo basal composta pelo meio a-MEM da Sigma
Aldrich contendo 10% de soro fetal bovino (IBS, Gilco, Life Technologies) e 1% da
solugao de L-glutamina/penicilina e estreptomicina (Gemine Bio-products) a 37°C em
5% CO.. A repopulagao celular foi realizada pelas células tronco da regido apical da
polpa (SCAPs), na densidade de 1 x 170 células/ml em colageno | (Corning) foram
pipetados diretamente em cada “scaffold” (100ul) (arcabougos de dentina humana).
Apos uma hora, 1 ml do meio de cultura basal foi aplicado ao experimento e este
meio trocado a cada trés dias. Células foram cultivadas em 37°C em 5% de CO, por
2/2 semanas e 5/5 semanas.

Garzoén et al. (2017) coletaram as células tronco extraidas de 3° molares sem
patologias associadas, cedidos por Baylor College od Dentistry, Texas. O meio de
cultura utilizado foi o DMEM (Dulbecco's modified Eagle medium) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e 1% de antibidtico e
solugao anti-micética (Sigma-Aldrich) e o meio de cultura trocado a cada 3 dias. Foi
realizado a subcultura e a subconfluencia com 0.5g/I de tripsina e 0.2 g/l de solu¢ao
de acido etileno-diamina tetracético (Sigma — Aldrich) a 37°C durante 4 minutos. Os
autores utilizaram células tronco da polpa dental com moldes injetaveis lisos e

fibrosos, 5x10° células foram colocadas em meio de cultura combinando 0,3 mg de
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microesferas injetaveis de superficie fibrosa (1x10° esferas) e 3.0 mg de
microesferas de superficie lisa (1x10° esferas). Entdo cinco dessas células tronco
foram cultivadas em cada microesfera (na quantidade 5:1) nos dois tipos. Para este
objetivo a suspensdo das células foram misturadas com as microesferas lisas e
fibrosas durante 3 horas em um sistema de agitagao para favorecer o agregado das
microesferas na superficie dos dois tipos de moldes. As células ja anexadas a
superficie do molde as Microsferas injetaveis bioativas (BIM), lisas (S-BIM) e fibrosas
(F-BIM), foram obtidos e adicionados a mistura em placa de petri (10cm x 2 cm) e
observados em meio de cultura por 1, 3, 7 e 14 dias com suplemento de DMEM
(Dulbecco's modified Eagle medium) e 10% soro fetal bovino (Sigma-Aldrich) e 1%
de antibiotico e anti-micético da marca Sigma-Aldrich. O experimento in vivo
procedeu na implantagdo de 8 segundo pré-molares superior de apenas um canal,
dentes preparados em discos e lavados com hipoclorito de sédio (NaOCI) a 5,25% e
instrumentados pela ProTaper Universal Rotatory (dentsply Maillefer, Ballaigues,
Switzerland), enxaguado por 5 minutos por EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acético) a 17%, logo 20ul de microesferas foram implantadas dentro do canal e
selados com MTA (Mineral Trioxide Aggregate, Tulsa Dental Products). A estrutura
foi anexada em ratos imuno-suprimidos e acompanhados por 7, 14, e 28 dias.

Chrepa et al. (2015) coletaram as células através da aspiragdo pulpar de
dente isolado com lencgol de borracha, e os glébulos vermelhos removidos com o
tratamento de aménio clorido (StemCell Technologie) segundo orientagdes do
fabricante. Logo apds as células foram centrifugadas 2,500 rpm por 5 minutos, re-
suspendida e levado ao meio de cultura basal a 37°C e 5%CO, composta por a-
minimum essencial meio de cultura da Gibco, Grande Islanda e suplementada com
10% de soro fetal bovino e L-glutamina da Gemine, e 100Um/mL de penicilina e
estreotomicina (Gemini), e anfotericina B da Sigma. As col6nias de células tronco da
polpa foram transferidas para discos de 10 cm, mantidos e cultivados até 80% de
confluéncia. As células de 3% passagem foram utilizadas para citometria e
diferenciacao dos experimentos. Nao houve o uso de arcabougo neste experimento
e nao esta claro o tempo de acompanhamento do experimento.

Qu et al. (2015) utilizaram as células tronco de polpa dental (DPSCs) cedidas
por Dr. Songtao Shi, da Escola de odontologia da Universidade do Sul da Califérnia.

As células foram descongeladas na segunda passagem e colocadas em meio de
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cultura livre de acido ascorbico do meio a-MEM (essential meio da Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA), suplementadas com 10 % de soro fetal bovino (FBS — Invitrogen) e
1% de penicilina e estreptomicina (Invitrogen) e encubadas com 5% de CO; a 37°C.
O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. As células tronco utilizadas foram as da
32 a 5% passagem. Os “scaffolds” foram embebidos de alcool 70% por 30 minutos e
foram levemente aspiradas para remoc¢ao de possiveis bolhas de ar. Os “scaffolds”
3D gelatinoso foram lavados trés vezes com solugdo de PBS (solugdo salina
tamponada com fosfato estéril) para remover residuo do alcool. Apds a lavagem o
arcabouco foi lavado duas vezes com o a-MEM e suplementado com 10% FBS e
célula tronco da polpa dental (5 x 105) foi levado ao meio de cultura. Nos arcabougos
para diferenciacdo odontogénica foi utilizado outro tipo de meio, contendo acido
ascorbico, e foram utilizados trés tipos de “scaffolds”, pouco rigido, médio e muito
rigido. Estes meios foram observados por 24 horas e transferidos para placa de
petri. os arcabougos foram encubados com 5% CO, O composto célula-arcabouco
foi implantado no dorso de ratos e avaliados apds 4 semanas.

Tram e Doan (2015) isolaram as células tronco de 3° molares originados da
Faculdade Maxilofacial (University of Science, Vietnam). Foram armazenadas em
DMEM da Sigma suplementadas com penicilina 300U/ml e estreptomicina 300mg/ml
também da Sigma. Particulas da polpa dental foram introduzidas em discos de 35
mm na solu¢do DMEM/F12 adicionada de 10% de soro fetal bovino (FBS, Sigma),
mantidos em 5% CO, a 37°C. As células da quarta passagem foram utilizadas neste
estudo. As células tronco de polpa dental (DPSCs) foram desagregadas e
identificadas pela citometria. Apds a transferéncia das células marcadas, foram
fixadas durante 15 minutos em 4% de paraformaldeido. Eles foram encubados em
3% de soro bovino. As células foram lavadas e secas para serem adicionadas
anticorpos por 45 minutos em temperatura ambiente. Finalmente foram lavadas e re-
avalidadas. Este estudo aplicou arcabougo s diferentes, o MTA (Mineral Trioxide
Aggregate, Tulsa Dental Products) como controle, e o hTD (dentina de humano
tratada) agregado com células tronco de polpa dental (DPSCs), todos foram levados
em meio de cultura basal de um dia para o outro a 37°C. Entdo as células tronco
foram adicionadas ao arcabouco em uma densidade de 3 x 10* células/molde, e
encubadas por trés dias em 5% CO, em 37°C. Ratos foram utilizados para este

experimento, onde foi implantado no dorso do rato este composto. Apds 4,6 e 8
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semanas os ratos foram sacrificados sob anestesia geral e as estruturas removidas
para analise.

Ferroni et al. (2015) isolaram as células tronco de terceiros molares lavados
com 0,3% clorexidina gel e extraidos e mantiveram em meio basal. Entdo foram
imergidas em uma solu¢gdo contendo 3mg/ml de colagenase tipo | da Clostridium
histolyticum (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA) e 4 mg/mL
Dispase |l da Bacillus polymyxa (Roche Applied Science, Basel, Switzerland).
Depois, a solugéo foi filtrada por 70-um filtros Falcon (BD Biosciences, Mississauga,
ON, Canada). As células foram colocadas em meio de cultura basal comercial a
DMEM (Lonza S.r.l., Milano, ltaly) suplementado com 10% soro bovino fetal (FBS)
(Bidachem S.p.A., Milano, Italy) e 1% penicilina/estreptomicina (EuroClone, Milan,
Italy). Um dia apds as células tronco de polpa dental foram se diferenciando em
diversas colbnias. Trés dias apds as células apresentaram forma cuboide e
fusiforme. As células tronco foram implantadas dentro do arcaboucgo de acido
hialurbnico previamente embebido fatores de crescimento neural e glial e entdo
cultivado em osteo-endotelial meio por 21 dias.

Wang et al. (2013) realizaram com solugdo de as células tronco tanto
humanas como as de caes, em 3mg/ml colagenase tipo | e 4mg/ml de dipase a
filtragem por 70-um filtros Falcon (BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada) e
foram levados a meio de cultura contendo a-MEM meio de cultura da Gibco,
suplementada com 15% de soro fetal bovino e 100U/ml de penicilina e 100mg/ml de
estreptomicina e encubados a 37°C em 5% CO,. Apds 7 dias de cultura foi fixado em
formalina e corada com 0,1% azul de toluidina para visualizar a proliferacdo entra as
diferentes células-tronco. O experimento utilizou caes para implantar dentro do canal
de dentes despolpados previamente, em estagio de Nolla anterior 7-8, o arcabougo
de gel de esponja absorvivel e o composto de células tronco de caes (cDPSCs) e
fatores de crescimento. Todos os dentes envolvidos nas experiéncias, um coagulo
de sangue foi produzido ao nivel da jungcdo cemento-esmalte para fornecer um
ambiente nutritivo para o crescimento do tecido novo, seguido por selamento de
agregado de trioxido mineral na area cervical e um agregado resina (Z250; 3M
ESPE, St Paul, MN) e a restauracdo coronal acima dela. Todos foram

acompanhados por 24 semanas.
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Na et al. (2013) isolaram as células tronco da apical do dente (SCAPs) e
adicionadas em uma solugdo de 3mg/ml de colagenase tipo | e 4mg/ml de dipase
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, EUA) por uma hora a 37°C. Depois esta mistura foi
filtrada por filtro 70-um para obter as suspensdes. As células foram cultivadas dentro
de pratos com alfa-minimum essencial meio da a-MEM (Gibco BRL, Gaithersburg,
MD, EUA), suplementada por 10% soro fetal bovino, penicilina-G 100U/ml,
estreptomicina 100mg/ml e acido ascérbico 100mg/ml, mantidos em 5% CO, a 37°C.
As colbnias de SCAPs foram usadas em cultura com fatores de crescimento e
trocado a cada dois dias. Depois foram encubadas por sete dias e observadas
através de estereomicroscopio. utilizaram a matriz de dentina humana tratada
(hTDMF) coletada de um pré-molar. Foram acompanhados por 6 semanas.

Srisuwan et al. (2012) utilizaram como protocolo, a centrifugagcédo das células
isoladas a (1500 rpm) em temperatura ambiente por 5 minutos, lavado em solugao
PBS (solugao salina tamponada com fosfato estéril) por 5 minutos e re-suspendida
em Alpha MEM (Gibco, Grand Island, NY, USA) suplementada com 20% de FCS e
100 umol1™ de &cido ascérbico, 2 mM de glutamine, 100 unidade -1 de Penicilina e
Estreptomicina e 1% de piruvato de sddio da Sigma, St Louis, MO, EUA. Logo as
células foram incubadas em um composto em 37°C, 5% de CO; e este composto
trocado a cada 3-5 dias. Marcadores de células dental com subpopulacéo de células
tronco da polpa dental Tracker CM-Dil (Molecular Probles, Eugene, OR, EUA) foram
utilizados. Os meios de cultura foram monitorados regularmente utilizando
microscopio. As células da 3-4 passagem foram as células utilizadas no
experimento. A solugcido corante de estoque foi preparada com a concentragao de 1
ug ul™" utilizando o sulféxido de dimetilo (DMSO). As células foram desagregadas do
disco de cultura e contadas, e re-suspendidas em solugdo PBS (solugdo salina
tamponada com fosfato estéril). Entdo o corante foi adicionado nas células
finalizando com DMSO concentrado em <0,1% e encubado por 5 minutos a 37°C. E
este concentrado celular foi transferido para o gelo por mais 15 minutos e lavados
por mais trés vezes com a solugdao PBS e centrifugado por 1200 rpm por 5 minutos
cada. A uniformidade celular foi confirmada através de um pingo da suspensé&o
celular em lamina histologica e visualizado em microscopio de imunofluorescéncia.

Os “scaffolds” utilizados foram preparados com microesferas gelatinosas.
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3.6 Fator de crescimento e Analise da reconstituicdo pulpar

Song et al. (2017) observaram que SCAPs semeadas em arcabougos de
polpa dental (dHDP), sem fatores de crescimentos exdgenos, conseguiram formar
estruturas parecidas com fibroblastos em todo o molde, e mudando sua morfologia
perto das paredes da dentina, com células mais achatadas e projecées em tubulos
dentinarios. Os autores afirmam que fatores de crescimento ndo se faz necessario
para diferenciacdo das células-tronco, se o arcabougo for de origem de dentina
humana para a regeneracédo do complexo dentino/pulpar.

Garzén et al. (2017) realizaram experimentos in vitro e in vivo, utilizaram
microesferas PLLA com células tronco de polpa dental, a analise do in vitro
conseguiu-se avaliar que as esferas conseguem sintetizar colageno tipo | e
apresenta positivo para Nestin. J& o experimento in vivo apresenta células
agregadas a parede de dentina parecidas com odontoblastos, matriz extra-celular e
alongamento de tubulos dentinarios.

Chrepa et al. (2015) utilizaram o kit StemPro Osteogenesis da Life
Technologies, conforme instrugdes do fabricante, para induzir e avaliar os fatores de
crescimento, como Osteocalcin (ONC), Nestin (NGS) e Colageno tipo | (COLLIAI).
Observaram que as células-tronco isoladas da polpa dental conseguiram expressar
positivo para todos os marcadores e demonstraram diferenciagdo de mineralizagao.

Qu et al. (2015) conseguiram observar que o “scaffold” excretou perfeitamente
a matriz extra-celular quando trabalhada em um meio de cultura de diferenciagao
celular. O molde 3D mais rigido obteve melhores resultados, mostrando tecido
mineralizado perifericamente nos experimentos in vitro e in vivo. As expressdes
foram alta para Col | (Colageno), OCN (Osteocalcin), DMP1 (Odontoblasto), ALP
(Fosfatase alcalina) e DSPP (Odontoblasto). Pode-se visualizar excre¢gao de matriz
extra-célular nos experimentos e vasos sanguineos.

Tram; Doan (2015) visualizaram proliferagdo das células tronco a partir do
sétimo dia, e diferenciacdo em odontoblastos e adipdcitos a partir do 14° dia, e
células arranjadas em tubulos dentinarios podem ser visualizadas. A analise
histologica das células tronco implantadas no hTD “scaffold” mostraram que os
tecidos recém-formados eram positivos para matriz dentinaria (DMP-1 e DSPP),
sintetizando proteinas colagenas e que acreditam-se desempenhar o papel

regulador na mineralizagdo da dentina reparadora.
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Ferroni el al. (2015) conseguiram obter resultados indicativos para
regeneragao tecidual do complexo dentino/pulpar, quando seu coquetel cultivados
meio de cultura diferenciado, com fatores de osteocalcin, osteonectin, osteopontin,
fator de Vol Willebrand, endotelial, neural e glial foram estimulados em arcabougo
de acido hialurénico previamente embebidos de fatores de crescimento foram
expressados. Histologicamente as células foram bem distribuidas preenchendo o
espaco do molde entre as fibras. As células tronco da polpa dental, junto com o
“scaffold” de acido hialurénico e fatores de crescimento estimularam producgéo de
matriz extracelular e através da Imunofluorescéncia puderam confirmar que as
células tronco de polpa dental conseguem sintetizar componentes da matriz com as
fibras de acido hialurdnico.

Wang et al. (2013) utilizaram arcabougo Gelforam e células tronco de polpa
dental (DPSCs) e transplantaram para canais despolpados,(em seu experimento ex
vivo em dentes de cdes) que levaram a regeneragdo da polpa, resultando em
alongamento radicular e deposi¢cao dentinaria. Além disso, uma analise histoldgica
mostrou que essas células demonstraram uma excelente capacidade de formar
dentina e vasos sanguineos.

Na et al. (2013) utilizaram a matriz de dentina humana tratada (hTDMF)
coletada de um pré-molar, o complexo de células tronco tratadas foram inseridas
dentro do espago do canal e o conteudo foi implantado subcutdneo em ratos.
Fatores de crescimento como odonto/osteogénico, neurogénico, adipogénico e
fatores complementares de indu¢do do complexo dentino/pulpar. Apds seis semanas
os fragmentos foram examinados e avaliados histoldgica e imuno-histoquimicamente
e visualizou que a camada de dentina regenerada foi mais espessa que a matriz que
a circundava, células odontoblasticas foram detectadas, os marcadores de dentina
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), sialoproteina dssea (BSP) e fosfatase alcalina
(ALP) e odontoblastos foram positivos em imuno-histoquimica.

Srisuwan et al. (2012) utilizaram as células tronco dental, com arcabougo de
microesfera de colageno foram adicionadas a fatores de crescimento fibroblasticos
(FGF-2), (VEGF) e (PDGF) em 100 ng mI™" cada conjugado da gelatina foi encubada
de um dia para o outro a 4°C. No dia da cirurgia, 700pl de purificada solugdo de
pepsina do colageno | foi misturado com 200ul colageno e as células suspensas em

colageno | de 2x10° células por 200ul de colageno. Os pesquisadores selecionaram
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dois tipos de experimentos, um foi a implantagédo alégena do composto com células
tronco, fatores de crescimento dentro de um canal radicular preparado
mecanicamente, implantado dentro de um fémur de um rato, e outro foi a auto re-
implantacdo do dente de um rato do composto para dentro do canal radicular e o
dente re-implantado no seu local de origem e suturado com fio 6-0 de nylon. Os dois
experimentos foram acompanhados por 8 semanas. Visualizaram revascularizagéo
se tratando da implantacdo alégena da polpa dental dentro do fémur, as fibras
estavam bem conectadas dentro da matriz, conseguiram detectar formagao de
tecido que ocupou mais de 60% do espaco durante 8 semanas. Foram detectados
odontoblastos, e tecido similar ao de dentina. Ao contrario do experimento de auto-
reimplantacdo, onde as células ndao conseguiram sobreviver, mesmo em meio

preparado com fatores de crescimento.
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4. DISCUSSAO

Atualmente, tem-se pesquisado bastante sobre células tronco encontradas
na polpa dental, por seu facil acesso e sua estabilidade (SILVA et al., 2016). Devido
a essa facilidade, varios estudos estdo sendo conduzidos com este grupo de células
tronco, na area de regeneracado do complexo dentino/pulpar (GONG et al., 2016; QU
et al.,2015; CHERPA et al., 2015; FERRONI et al., 2015).

Gong et al. (2016), Huang et al. (2015) e Dias et al. (2013) concordam que é
realmente dificil re-criar um microambiente parecido com a estrutura que ocorre
durante o desenvolvimento do complexo dentino/pulpar. Porém, é possivel e se faz
necessario o planejamento bem estruturado para ocorrer a revitalizagcdo deste
complexo.

Os autores Garzoén et al. (2017) e Nosrat et al. (2014) concordam com a
importancia da estrutura basica necessaria para a regeneragdao do complexo
dentino/pulpar, os elementos constituintes sao: célula-tronco adultas, arcaboucgo e
fatores de crescimento. Diferentemente de Song et al. (2017), que concordam que
apenas as células-tronco com arcabougo de dentina humana proporciona a
proliferagdo e diferenciagao celular devida para a regeneragéo do complexo dentino
pulpar.

Garzon et al. (2017), Qu et al., (2015), Tram; Doan (2015), Ferroni et al.
(2015), Na et al. (2013) e Srisuwan et al. (2012) utilizaram células tronco de polpa
dental para seus experimentos in vivo, por sua facilidade a coleta e/ou obtencéo
destas. Song et al. (2017) e Qu et al. (2015) também utilizaram as células tronco de
origem dental, no seu estudo in vitro.

Quanto aos “Scaffolds”, que sdo estruturas tridimensionais, que servem
como guia de auxilio para o desenvolvimento do tecido, por prover suporte mecanico
e regulacdo molecular (SONG et al., 2017; GARZON et al., 2017; GONG et al., QU
et al., 2015; TRAM; DOAN, 2015). Os diversos tipos de materiais utilizados para criar
os “scaffolds” que incluem polimeros sintéticos biodegradaveis, como por exemplo
acido polilaticos (PLA), acido poliglicéligo (PGA) e seus co-polimeros acido polilatico-
co-glicélico (PLGA), Acido Poli-L-Lactico (PLLA) e os naturais polimeros

biodegradaveis como hydrogel, colageno, fibrina, acido hialurénico e celulose, (DIAS
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et al., 2013; NOSRAT et al., 2014; GONG et al., 2016) e materiais inorganicos como
a hidroxiapatita (HA) e fosfato tricalcio (TCP) (DIAS et al., 2013).

Dias et al. (2013) acreditam que os polimeros naturais oferecem vantagens
por sua boa resisténcia estrutural, bioatividade e biodegradabilidade, concordando
com Ferroni et al. (2015). Porém Dias et al. (2013) diferentemente de Ferroni et al.
(2015) acreditam que esses polimeros sao dificeis de processar podendo causar
uma reacgao imune. Os polimeros sintéticos fornecem vantagens como a facilidade
de fabricacdo e excelentes propriedades mecanicas com caracteristicas fisico-
quimicas modificaveis, enquanto as desvantagens, incluem a falta de bioatividade e
resposta aguda do hospedeiro.

Song et al. (2017) defendem que os scaffolds originados de dentina humana
tradada (hTD) sao ideias para a regeneracao do tecido do complexo dentino/pulpar,
e ressaltaram que 10 milhdes de 3° molares sdo extraidos por ano nos Estados
Unidos, mesmo sabendo que esses dentes serdo descartados, na expectativa de se
tornar possivel fonte para arcabougos de dentina humana tradada. Os autores
optaram em utilizar os arcabougos de dentina humana tradada, bem como Tram,;
Doan (2015) e suas respostas foram semelhantes, puderam observar tecido
dentinario na periferia, com projecées em tubulos dentinarios e marcagéo para
odontoblasto positiva.

Garzén et al. (2017) utilizaram arcabougos PLLA e em seus resultados,
puderam observar respostas semelhantes quanto a sintese de colageno tipo I, além
da estrutura dentina esta bem organizada em sua periferia e células semelhantes a
odontoblastos presentes. Wang et al. (2013) e Swisuwan et al. (2012) utilizaram
arcaboucgos gelatinosos, e todos obtiveram os mesmos resultados, quanto a fibras
conectadas de forma organizada dentro de matriz.

Multiplos fatores de crescimento tém implicacdo direta no processo de
regeneragao pulpar, como o fator de crescimento ésseo (BMP), Vascular (VEGF),
Neural (NGF) e Beta-Fibroblasto (bFGF) (NOSRAT et al.,2014). Dias et al. (2013)
também pontua a importancia dos fatores de crescimento de matriz de dentina
(Dentonin, DMP e DPP), fator de transformagdo de crescimento (TGF), fator de
crescimento 6sseo (BMP) e de fator de crescimento fibroblastico (FGF-2).

Os fatores de crescimento sao elementos indispensavel para Garzon et
al.,(2017), Kaushik et al. (2016), Dhillon et al. (2016), Chrepa et al. (2015) e Wang et
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al. (2013) que identificam a importancia dos fatores angiogénico (VEGF), Neural
(NGF), Fibroblasto (FGFs), Osteocalcin (ONC) e COL I. Em contrapartida, Song et
al. (2017) concluem que se uma estrutura for bioarquitetada e originada do
arcaboucgo de dentina tradada, o ambiente sera pré-programado para a estimulagéo
destes fatores, sem a necessaria indugao dos mesmos.

Terapia regenerativa com uso de células tronco adultas € um campo
dinamico e amplo (MACHADO et al. ,2015; CORDEIRO et al., 2015). Este tipo de
tratamento, no ambiente da endodontia, apresenta grande potencial para renovagao
do complexo dentino/pulpar que sofreram danos (SONG et al., 2017; SILVA et al.,
2016). No entanto, os protocolos randomizados atuais ainda n&o estao
padronizados, e ndo existem ensaios clinicos completos nesta linha de pesquisa
(GARZON et al., 2017, DIAS et al., 2015; HUANG et al., 2014). Os estudos em
terapia endodbéntica com uso de células-tronco, usam etapas correspondentes
quanto aos elementos de montagem, que sao eles, as células tronco adultas, os
moldes que podem ser absorviveis ou sintéticos, chamados de “scaffolds” e os
fatores de crescimento (SONG et al. 2017 e NOSRAT et al. 2014). Esta combinagéo
nos experimentos avaliados oferecem a regeneragdo tecidual do complexo
dentino/pulpar com respostas positivas, quando ha suprimento sanguineo suficiente
(GARZON et al. 2017; CHREPA et al., 2015 e SRISUWAN et al., 2012). O
tratamento ainda ndo pode ser considerado valido, outros estudos do tipo clinico,
precedidos de protocolo padrao in vitro e in vivo, devem ser realizados no intuito de
estabelecer um protocolo.

Os trabalhos demostram que células-tronco mesenquimais de origem
dental sdo capazes de serem guiadas a diferenciagao celular, quando induzidas,
através de fatores de crescimento, e conseguem nao apenas proliferar, mas também
se diferenciar, dando origem a estruturas semelhantes aos tecidos de o complexo
dentino/pulpar. Por isso, arcaboucos devem ser utilizados para auxiliar no processo
organizacional da estrutura, agindo como facilitador a cada evento da regeneracgéao
tecidual, proporcionando suporte a tais células. Apesar de ainda nao existir um
protocolo padronizado deste tratamento endoddntico com o uso das células tronco,
os resultados demonstram alta capacidade regenerativa na expectativa de ser

possivel sua aplicacao clinica.
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5. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que:

A célula tronco de origem dental &€ capaz de reconstruir estruturas
semelhantes as que compdem o complexo dentino/pulpar;

Os arcaboucos PLLA (Acido Poli-L-Lactico) sdo polimeros sintéticos,
biodegradaveis e promovem a estrutura ideal para a disposigcdo da
proliferagdo celular dentro da polpa dental na regeneracdo do complexo
dentino/pulpar;

Os fatores de crescimento de Fibroblasto (FGF), Beta-Fibroblasto (bFGF),
Osteogénico, Odontogénico, Matriz de dentina (Dentonin, DMP e DPP),
Neural (NGF), fatores de transformacédo de crescimento (TGF), fatores de
crescimento 6sseo (BMP) e principalmente fatores de crescimento vascular
(VEGF) sao indispensaveis para a regeneragao do complexo dentino/pulpar;
Até a presente data o protocolo que apresenta maior viabilidade a aplicacao,
consiste na preparacido do coquetel de células-tronco dental, implantada com
fatores de crescimento no arcabougo de PLLA inseridos no canal dental

previamente desbridado.
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