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RESUMO

A partir do desenvolvimento de pesquisas na Bioengenharia, a Odontologia
vem ganhando destaque desde o momento da descoberta de células tronco
extraidas da polpa dentéaria (CTPD). As CTPD sdo consideradas hoje uma
excelente fonte pelo fato de serem facilmente obtidas e de maneira
minimamente invasiva, além da sua capacidade de diferenciacdo em diversos
tecidos. O objetivo do estudo foi realizar uma revisdo atualizada sobre os
estudos relacionados ao uso das células-tronco originarias da polpa dentaria,
considerando 0 uso na regeneracdo de tecido ésseo e periodontal, assim
como, técnicas de coleta, isolamento e armazenamento. Para isso, foi
executada uma pesquisa personalizada realizada nos seguintes bancos de
dados; PubMed (PublicMedline), Scientific Eletronic Library Online (SCIELO),
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), com
enfoque nos estudos que utilizavam células-tronco da polpa dentaria para
regeneracdo dos tecidos 0sseos. A estratégia de busca produziu 410 artigos,
dos quais 44 foram elegiveis de acordo com os critérios de inclusédo e exclusao
predeterminados, apenas artigos completos e publicados em inglés foram
incluidos. As CTPD tém como caracteristicas marcantes a capacidade de
proliferagdo, clonogénica, autorrenovacao e diferenciacdo em diversos tipos
celulares como osteoblastos, condrécitos, adipoécitos, odontoblastos, células
neurais; tornando-se uma alternativa promissora no tratamento de diversos
disturbios e doencas. Podem ser criopreservadas por longos periodos, porém,
a coleta e armazenamento devem ser feitos seguindo protocolos confiaveis a
fim de preservar suas propriedades. Entretanto, mesmo com a utilizacdo de
diversos materiais que estdo sendo estudados e analisados, ainda nao existe
um manejo ideal para seu uso. Pode-se concluir que o uso das CTPD usadas
para reparo 0ssea é considerado um procedimento bem sucedido, embora
essas células sejam uma fonte promissora para medicina regenerativa, ela
ainda ndo é capaz de garantir manejo clinico adequado, necessitando de
maiores estudos, para o desenvolvimento de protocolos terapéuticos clinicos

seguros e de eficacia previsivel.

Palavras-chave: Células-tronco. Engenharia tecidual. Polpa dentaria.

Regeneragdo 6ssea.



ABSTRACT

Since the development of research in Bioengineering, Dentistry has been
gaining prominence since the discovery of stem cells extracted from the dental
pulp (TCDD). TCDC is now considered an excellent source because it is easily
obtained in a minimally invasive way, besides its capacity of differentiation in
several tissues. The objective of this study was to perform an updated review of
the studies related to the use of stem cells originating from the dental pulp,
considering the use in the regeneration of bone and periodontal tissue, as well
as collection, isolation and storage techniques. To do this, a customized search
was performed on the following databases; PubMed (PublicMedline), Scientific
Electronic Library Online (SCIELO), Latin American and Caribbean Literature in
Health Sciences (LILACS), focusing on studies using stem cells from the dental
pulp for regeneration of bone tissues. The search strategy produced 410
articles, of which 44 were eligible according to the predetermined inclusion and
exclusion criteria, only full articles and published in English were included. The
TCDC has as outstanding characteristics the proliferation, clonogenic, self-
renewal and differentiation capacity in several cell types such as osteoblasts,
chondrocytes, adipocytes, odontoblasts, neural cells; making it a promising
alternative in the treatment of various disorders and diseases. They may be
cryopreserved for long periods, however, collection and storage should be done
following reliable protocols in order to preserve their properties. However, even
with the use of several materials that are being studied and analyzed, there is
still no ideal management for its use. It can be concluded that the use of TCDS
used for bone repair is considered a successful procedure, although these cells
are a promising source for regenerative medicine, it is still not able to guarantee
adequate clinical management, requiring further studies for the development

safe and predictable efficacy clinical protocols.

Keywords: Stem cells. Tissue engineering. Dental pulp. Bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

A terapia com células-tronco (CT) tem sido um dos assuntos mais
discutidos nas ultimas décadas pela comunidade cientifica devido a capacidade
destas células indiferenciadas se diferenciarem em células de diversos tecidos.
A partir da evolugcdo das pesquisas da Bioengenharia, a Odontologia tem
contribuido em um papel bastante importante, na medida em que utilizam
polpas dentérias, em especial as de dentes deciduos de humanos, como meio
de crescimentos de células-tronco mesenquimais (TAUMATURGO et al.,
2016).

As células-tronco originarias da polpa dentaria (CTPD) podem ser
encontradas em dentes permanentes ou deciduos (FERREIRA, 2018; GOTZ,
2018). A identificacé@o e isolamento de células-tronco da polpa dental adulta foi
relatada pela primeira vez por Gronthos et al. (2000).

Inimeros métodos foram relatados para o isolamento, expansédo e
preservacdo/armazenamento de CTPDs. No entanto, as técnicas ndo seguem
regras especificas ou parametros. Com isso, podem afetar as propriedades das
células-tronco, adicionando mais variagdo aos resultados experimentais
(RODAS-JUNCO et al., 2017).

As CTPD podem ser obtidas em quantidades razoaveis devido a sua
grande capacidade de proliferacdo, diferenciacdo e autorrenovacgéo
(FERREIRA et al., 2018; GOTZ, 2018). Elas séo capazes de se diferenciar em
osteoblastos, condrécitos, adipdcitos, odontoblastos, células neurais, entre
outras (ANITUA et al., 2018).

Assim, devido a sua natureza indiferenciada, elas podem ser
estimuladas ou programadas para desempenhar funcdes bioldgicas
especificas. Dessa maneira, sdo importantes indicacées no tratamento de
muitas doencas ou em processos regenerativos, (FERREIRA et al., 2018;
GOTZ, 2018) inclusive também tem sido relatadas na regeneracdo Ossea
(KUNIMATSU et al., 2018).

Tendo em vista a relevancia do tema, o objetivo do presente estudo foi
realizar uma revisado sobre os estudos relacionados ao uso das células-tronco

origindrias da polpa dentaria, considerando assim a sua utlizacdo na
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regeneracdo de tecido 0sseo e periodontal, assim como, técnicas de coleta,

isolamento e armazenamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Células-tronco do dente humano

O estudo de Gronthos et al. (2000) tem bastante relevancia sobre o
tema, pois foi o primeiro estudo de CTPD no qual definiu as células-tronco (CT)
como células progenitoras capazes de se diferenciar em células de tecidos
adultos especializados. Ja as outras células do organismo, apresentam como
caracteristicas serem indiferenciadas e nao-especializadas, podendo
multiplicar-se e manter indiferenciadas por longo periodo (tanto in vivo quanto
in vitro), de forma que poucas sé@o capazes de originar muitas populagcdes
semelhantes e, diante de estimulos especificos, possuem a capacidade de se
diferenciar em células maduras e funcionais de um tecido particular (ZHANG et
al, 2008).

Atualmente, sabe-se que, além da polpa dentéria de dentes deciduos e
permanentes, as células tronco podem ser extraidas do ligamento dental,
papila apical (BAKHTIAR et al., 2018; KANEKO et al., 2018), células
progenitoras de foliculo dentario (KANEKO et al., 2018) em regido oral e
derivadas da medula Ossea alveolar, tecido adiposo e cordao umbilical
(BAKHTIAR et al., 2018) e células-tronco mesenquimais derivadas de gengiva
(RODAS-JUNCO et al., 2017). As diferentes populacdes celulares diferem em
aspectos da sua taxa de crescimento em cultura, perfis de expressao de genes
e proteinas e capacidades de diferenciacdo celular, embora o grau em que
estas diferencas possam ser atribuidas a tecidos de origem, funcdo ou
condicdes de cultura permaneca incerto (HAN et al., 2014).

O tecido pulpar humano é uma fonte enriquecida de células estaminais
gque podem ser localizadas tanto em dentes permanentes como deciduos
esfoliados humanos (GONMANEE et al., 2018).

Os estudos de SHI et al. (2000), avaliaram se a polpa dental adulta
possuia, assim como a medula 0ssea, uma populacdo de células-tronco.
Isolaram células da polpa de dente humano (terceiro molar) que, comparadas

com as celulas-tronco de medula Ossea, apresentaram heterogeneidade,
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multipotencialidade, capacidade de proliferacdo e de formacdo de coldnias in
vitro.

Trés anos apoés a descoberta das CTPD em dentes permanentes, Miura
et al. (2003) isolaram uma populacdo de células tronco a partir do tecido pulpar
de dentes deciduos humanos esfoliados (dentes incisivos de criancas entre 7 e
8 anos), usando o protocolo proposto por Gronthos et al. (2000). Concluiram
gue as células tronco de dentes deciduos exfoliados obtiveram um aumento
significativo da potencialidade de proliferagcdo e clonogenicidade quando
comparadas as células tronco de dentes permanentes e medula Ossea. E
ainda, um potencial de diferenciacédo adipogénica, heurogénica e osteogénica.

Foi percebido que as células tronco de dentes deciduos esfoliados além
de serem altamente proliferativas, capazes de autorrenovacgéo e diferenciacéo
de linhagem, crescem mais rapidamente em comparagcdo com as da polpa
dentaria adulta (AGHAJANI et al., 2018).

2.2 Métodos de isolamento de CTPD

Para garantir a viabilidade e as caracteristicas das células-tronco, os
processos de coleta e isolamento sdo criticos e ndo podem ser realizados de
modo simples e rapido em uma clinica odontolégica comum (HUYNH et al.,
2017), pois é necessério o uso de reagentes e solugdes disponiveis (meio de
cultura de tecido) para o armazenamento adequado do material (EUBANKS et
al., 2014).

As CTPDs podem ser isoladas por digestdo enzimatica do tecido pulpar
(CTPD-DE) ou pelo método do explante (CTPD-E) (figura 1), mantendo o
meio de cultura constante em todos os experimentos e em ambos os métodos
de isolamento (HILKENS et al., 2013).

A digestdo enzimatica permite o isolamento de suspensoes
unicelulares dos tecidos primarios por digestdo com enzimas como as
colagenases tipo | e I, dispase, tripsina e accutase. Por outro lado, o método
de explante € mais simples e rapido e consiste em colocar fragmentos de
polpa (1-2 mm ° pedacos) diretamente na placa de cultura, para que as

células superem os explantes de tecido pulpar (RODAS-JUNCO et al., 2017) .
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Figura 1. Métodos de isolamento de CTPDs.

3

4
= = i =

Fonte:Hilkens et al, 2013.

Varios protocolos de digestdo podem ser relatados para a dissociacao
da polpa dentaria, mas a combinacdo de 3 mg / ml de colagenase tipo | e 4
mg / ml de dispase tem sido usada com mais frequéncia (RODAS-JUNCO et
al., 2017).

Hilkens et al. (2013), em seu estudo, compararam CTPD isolados por
meio de digestdo enzimatica e através do método do explante em relacdo as
suas propriedades (taxa de proliferacao, formacéo de coldnias e imunofenétipo)
e concluiram que ambas se diferenciaram com éxito em tipos de células
adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas, embora a diferenciacdo
adipogénica de ambas populacdes de CT tenham sido incompletas.

Um desafio para a terapia celular com CTPD ¢é a degradacdo potencial
do tecido pulpar entre 0 momento da extragdo dentaria e o isolamento e/ou
criopreservacdo das células, demonstrando que elas podem permanecer
viaveis por até 5 dias apés a extracdo. A viabilidade para estoque e expanséo
dessas células seria melhorada se houvesse uma solucdo de estocagem
prontamente disponivel na qual pudessem colocar os dentes até que o
isolamento das células-tronco pudesse ocorrer (EUBANKS et al., 2014). Para
tanto, de uma forma simples e pratica, foi a recomendacéo do uso de leite
pasteurizado fresco para o transporte de dentes devido as suas propriedades
antimicrobianas (FERRO et al., 2014).

2.3 Armazenamento das CTPD


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/tooth-extraction
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A capacidade das CTPD sobreviverem ao armazenamento em longo
prazo e manterem seu fendtipo apos o descongelamento € essencial para
serem utilizadas para futuros fins terapéuticos. A resposta das células-tronco a
criopreservagdo pode incluir uma redugdo na viabilidade celular devido ao
choque frio, sendo assim um protocolo tradicional de congelamento graduado
(4°C,1h; -20° C, 2 h; -80°C, durante a noite; =136 ° C, 14 dias) pode ser
adotado ao longo dos estudos (DAVIES et al., 2014).

Apesar disso, a cultura dessas células em longo prazo pode resultar em
manifestacbes indesejadas, como instabilidade fenotipica, morte celular,
senescéncia, contaminacdo. Portanto, ha uma necessidade de protocolo de
criopreservacdo adequado para o uso bem-sucedido. O dimetilsulféxido € um
reagente comumente usado para a criopreservacdo de células, no entanto,
deve-se ter controle sobre sua concentragdo para n&o ocorrer danos.
O resfriamento deve ser lento de um gradiente de temperatura de 0 ° C para
nitrogénio liquido e embarcacbes a base de etanol sdo outros métodos
otimizados para armazenar diferentes tipos de células por varios laboratorios,
mas seu custo é bastante elevado (KUMAR et al., 2015).

As CTPDs adultas podem ser isoladas e expandidas em meios sem soro
animal ou fatores de crescimento exdgenos e, ainda assim, manter potentes
propriedades angiogénicas (PIVA et al., 2017; EUBANKS et al., 2014).

As células-tronco primarias isoladas dos tecidos geralmente necessitam
de expansdo in vitro em quantidade suficiente antes de usa-las para
regeneracdo de tecidos ou em outras aplicagdes clinicas. Sabe-se que estas
diminuem seu potencial de diferenciacdo durante a cultura e proliferagéo in
vitro. Com isso, pode-se afirmar que a capacidade de diferenciacdo das CTPD
€ reduzida com o tempo quando cultivadas in vitro (FLANAGAN et al., 2017).

Dessa forma, € notério que as células-tronco tém condi¢cbes particulares
de cultura que acabam por muitas vezes inviabilizando a facilidade de sua
coleta e do seu estudo. Em contrapartida é imensuravel a sua capacidade de
se diferenciar em células das trés camadas germinativas endoderme,
mesoderme e ectoderma, que facilitaria 0os processos de tratamentos em
doencas (NUNEZ-TOLDRA et al., 2017).
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2.4 Uso das CTPD

Um dos fatores mais criticos na engenharia de tecidos é a escolha da
populacdo de células-tronco ideal a ser empregada para cada uso terapéutico
(TAUMATURGO et al., 2016; HAN et al., 2014). Isto depende de diversos
fatores como a sua capacidade de proliferacdo e estabilidade citogenética,
suas caracteristicas fenotipicas e seu potencial de diferenciacdo
(TAUMATURGO et al., 2016).

Sabe-se que, as CTPD séao uma fonte promissora na diferenciagéo de
diversos tipos de células, como por exemplo, e osteoblastos, condrocitos,
adipécitos, odontoblastos, células neurais, entre outras (KUNIMATSU et al.,
2018). Quando utilizadas para regeneracdo, precisam ser cultivadas para
atingir uma quantidade necesséria para exercer suas funcdes (ASATRIAN et
al., 2015).

Além da regeneracao 0ssea por meio dos osteoblastos, as CTPD estéo
sendo base de pesquisas e/ou utilizadasem doencas de imunodeficiéncia e
neurolégicas (SEONWOO et al.,, 2018), transplante em partes do coracdo
(CHONG et al., 2014). Dessa forma, a utilizacdo de CTPD pode auxiliar no
tratamento de distarbios neurodegenerativos, como doenca de Parkinson,
doenca de Alzheimer, acidente vascular cerebral, lesdo da medula cervical e
lesdo no nervo periférico (YOUNG et al., 2013).

Ullah et al. (2017), avaliaram o potencial de regeneracéo nervosa
periférica in vivo de CTPDs e células neuronais diferenciadas, de CTPDs e
observaram que ambas tem alto potencial para o uso terapéutico desses tipos
de lesbes.

Martinez-Sarra et al.(2017), afirmaram que as CTPD representam uma
Otima estratégia para melhorar o processo de cicatrizacéo de feridas e retardar
a degeneracdo dos musculos distroficos. Observaram que essas células
secretaram varios fatores de crescimento envolvidos na angiogénese e
deposicédo de matriz extracelular e melhorou a vascularizagdo em todos os trés
modelos murinos utilizados, estimulou a reepitelizacdo e melhorou a deposicao
e organizacdo do colageno na cicatrizacdo de feridas. Em camundongos

distréficos, foi enxertado CTPD no musculo esquelético que resultou na


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mart%C3%ADnez-Sarr%C3%A0%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28750661
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integracdo das fibras e vasos musculares. Além disso, o tratamento reduziu a
fibrose e o conteudo de colageno.

Fernandes et al. (2018) investigaram e obtiveram sucesso com a terapia
com CTPD em lesdo condral. Esta € uma patologia com alta prevaléncia,
chegando a 63% da populacdo geral e 36% entre os atletas, causando
importantes repercussodes clinicas e diminuicdo da qualidade de vida.

A investigacdo de fontes alternativas para hepatdcitos, como por
exemplo, através da terapia baseada em células-tronco € de uso promissor em
lesbes hepéticas crénicas, como hepatite B e C, que ocorre apos infecgéo viral,
causada por inflamacéo e fibrose persistentes e subsequente desenvolvimento
de cirrose hepatica e hepatoma (CHEN et al., 2018).

As CTPDs tém o potencial de regenerar a dentina e o tecido pulpar
dental devido a sua capacidade de diferenciacé@o e propriedades angiogénicas,
ou seja, consegue diferenciar em células endoteliais para participarem na
formacdo de uma vasculatura funcional e na sua formacdo de tecido
predeterminado ao longo do tempo. Contudo, acredita-se que outros
estudos pré-clinicos devam ser realizados utilizando condi¢des clinicamente
aceitaveis para otimizar protocolos na preparacdo de ensaios clinicos que
avaliam a regeneracao da polpa mediada por CTPD (PIVA et al., 2017).

Para a endodontia regenerativa tem o objetivo de substituir a polpa
necrética por uma nova polpa e dentina dentro dos sistemas de canais
radiculares. Atualmente essa nova alternativa de tratamento ja tem sido feita
com o uso de CTPD (CAO et al., 2015).

2.5 Uso das CTPD nareconstrucao 6ssea

No contexto das terapias regenerativas, as células-tronco dentarias
sdouma grande promessa para abordagens de terapia celular em
odontologia; estudos ja mostraram resultados encorajadores em sua
capacidade de regenerar tecidos 0sseos e periodontais (EUBANKS et al.,
2014).

Ao diferenciar-se em osteoblastos podem promover o reparo e/ou

regeneracao de defeitos 0sseos alveolares, quando injetados, por exemplo, em
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regides defeituosas de mandibula ou maxila, como também em outras areas
(NGOC TRAN et al., 2017).

Apés a perda de dente o préprio organismo desencadeia 0 processo
irreversivel de reabsorcdo Ossea, que prossegue mais intensamente nos
primeiros seis meses apds a extracdo e continua ao longo dos anos. Ambos
déficits horizontais e verticais no 0sso trazem prejuizo para o0 paciente, 0
exemplo da dificuldade aumentada na escolha do tamanho ideal do implante.
Esses fatores mostram o potencial regenerativo do uso das CTPD para
restaurar os 0ssos maxilares e mandibulares, que ora serve para preparacéo
laboratorial adicional, incluindo formulacdo de o0sso ou outros materiais
implantados; ora podem ser usadas na preparacdo de material fresco no
arcabouco, que seré aplicado diretamente ao osso (BROZEK et al., 2018)

Além disso, foi avaliado a diferenciagdo condrogénica das CTPD de
dentes deciduos cariados que resultou em uma fonte confiavel para reparar
defeitos articulares (WERLE et al., 2015) Nuti et al. (2016), afirmaram que a
regeneracdao tecidual da cartilagem através dessas células poderia amplificar o
tratamento de osteoartrites graves.

Ja ha relatos que as CTPD tém sido usadas para regeneracao do
periodonto, osso alveolar, complexo dentino-pulpar, osso craniofacial, tecido da
mucosa, musculo da lingua e retorno da funcdo das glandulas salivares (GAO
et al., 2016).

Para a regeneracdo completa e previsivel dos tecidos periodontais
perdidos devido a trauma ou doenca € necessario mais estudos, embora possa
haver um grande nimero de evidéncias para apoiar o uso de células tronco
mesenquimais na regeneracao periodontal (HAN et al., 2014).

As CTPD humana apresentam menos preocupacdes éticas do que
células-tronco embrionarias, pois o procedimento de isolamento delas sé&o
menos invasivos, (GONMANEE et al., 2018) podendo ser coletadas nos
primeiros estagios de vida e armazenadas para uso futuro (TRAN et al., 2015).

Contudo, a viabilidade do transplante de células tronco para os locais de
tratamento e o alto custo sdo algumas limitacdes para o uso clinico (BAKHTIAR
et al., 2018).
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3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizacao do estudo

Esse estudo foi realizado por meio de um levantamento bibliogréfico, de
carater descritivo e exploratério nas seguintes bases de dados: PubMed
(PublicMedline), Scientific Eletronic Library Online (SCIELO), Literatura Latino-
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), com enfoque nos
estudos que utilizavam células-tronco da polpa dentaria para regeneragcédo dos

tecidos O0sseos.

3.2 Coleta de dados

Para realizacdo desse estudo, foram utilizados a combinacdo dos
seguintes descritores células tronco, engenharia de tecidual, odontologia, polpa
dentaria, regeneracdo 6ssea, sendo feito essas buscas na lingua inglesa. O
processo de busca dos artigos durou de dezembro de 2018 até marco de 2019.

3.3 Universo
No universo desse estudo foi compreendido todos os artigos publicados
nas bases de dados PubMed, SciELO, Lilacs, que se enquadre na tematica
abordada.
3.4 Amostra
Inicialmente os artigos foram pré-selecionados com base no seu titulo e
resumo, e aqueles que nao foram considerados apropriados para o enfoque
dessa revisdo, foram excluidos, e aqueles com potencial de elegibilidade para
esse estudo tiveram seus textos lidos por completo.

3.5 Critérios de selecao da amostra

3.5.1 Critério de incluséao
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e Os artigos obtidos através da estratégia de busca, que tiveram
como tematica principal células tronco da polpa dentaria na
reconstrucédo 0ssea;

e Artigos escritos em inglés;

e Texto completo disponivel.

3.5.2 Critérios de exclusao

e Artigos duplicados;

e Artigos que ndo se enquadravam nos critérios de incluséo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A estratégia de busca pelos descritores células tronco, engenharia de
tecidual, odontologia, polpa dentaria, regeneracdo 0ssea rendeu 410 citagbes,
das quais 351 foram selecionadas por preencherem os requisitos dos critérios
de inclusdo. A triagem realizada pela leitura do titulo e resumos levou a
rejeicdo de 302 artigos. ApGs a leitura dos resumos completos das publicacdes
restantes foram revisados 88 para possivel inclusdo. Destes, 44 artigos foram
excluidos posteriormente a leitura do texto na integra. Obtendo-se, ao final um

total de 44 incluidos nesta revisao.

Figura 2: Diagrama de fluxo.

410

Artigos encontrados por
descritores

_l Titulos selecionados |
| |

_l Leitura de resumo | _l Texto completo |

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

As informagbes avaliadas dos estudos selecionados foram: fonte das
células-tronco, os métodos de isolamento, andaimes, tipo de estudo, o tempo

de recuperacdo, defeito O6sseo e os métodos de avaliacdo (Tabela 1).



TABELA 1. Lista de estudos
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Autores Ano Tipo de estudo Tipo de andaime Fonte de célula Modelo

1 Zhang et al 2018 In vitro Terceiros molares
2 Anitua et al 2018 Reviséo de

literatura
3 Tatsuhiro et al 2018 In vitro Terceiro molares
4 Ferrarotti et al 2018 Ensaio clinico Esponja de Dentes

randomizado colageno permanentes

5 Cristaldi et al 2018 Revisao de

literatura
6 Brozek et al 2018 Revisdo de

literatura
7 Aghajani et al 2018 In vitro Dentes deciduos
8 Flanagan et al 2018 In vitro Molares
9 Junior et al 2018 Revisao sistematica
10 Fang et al 2017 In vivo Colageno tipo | Dentes deciduos Ratos
11 Nufiez-Toldra et al 2017 In vitro Terceiro molares
12 Wongsupa et al 2017 In vivo Andaimes 3-D Terceiro molares Coelhos

mMSMD PCL-
BCP

13 Morsczeck et al 2017 Revisdo de

literatura
14 Hu et al 2017 Reviséo de

literatura
15 Paino et al 2017 In vivo Ratos
16 Feng et al 2016 In vivo Solucéo salina Terceiros molares Coelhos

tamponada com
fosfato
17 Hu et al 2016 In vivo Folhas CTPD Terceiro molares Suinos
18 Jahanbin et al 2016 In vivo Matriz de Molares de dentes Ratos
colageno deciduos

19 Asutay et al 2015 In vivo Pasta HA / TCP Terceiros molares Ratos
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N
o

Petridis et al 2015 In vivo Andaime de Terceiros molares Ratos
hidrogel a base de

I
|

N
N

Kuo et al 2015 In vivo B-TCP Mini porcos

N
i

Kwon et al 2015 In vivo Arcabouco sem Terceiros molares Ratos

solvente projetado
or computador

N
»

Xiao et al 2014 Revisdo de
literatura

28 Daltoé et al 2014 Revisao sistematica
29 Akaisietal 20183  Invwvo  Dentesdeciduos =~ Coelhos
30 Maraldi et al 2013 In vivo Andaime de Ratos
colageno

32 Annibali et al 2013 In vivo B-TCP, osso Dentes deciduos e Camundongos
bovino permanentes

34 Kawashima, N 2012 Revisao de
literatura

36 Feitosa et al 2010 In vivo Ovelhas

38 Zheng et al 2009 In vivo HA/TCP Dentes deciduos Mini porcos
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40 Seo et al 2008 In vivo HA/TCP Dentes deciduos Camundongos
41 De Mendoncga Costa 2008 In vivo Membrana de Dentes deciduos Ratos
etal colageno
42 Rosenbaum et al 2008 Revisdo de
literatura
43 Laino et al 2005 In vivo Tecido 6sseo Molares Ratos
permanentes
44 Miura et al 2003 In vivo Andaime de Incisivos deciduos Camundongos
ceramica HA /
TCP
Defeito Método de Método de avaliacéo Tempo Conclusao
isolamento
Digestdo enzimatica 4 semanas A capacidade de proliferacao das
células é importante para aplicagéo em
terapia celular e engenharia de tecidos.
Digestédo enzimatica 7 dias apoés CTPD podem ser usadas livres de
andaimes.
Periodontite crénica Método do explante Resultados clinicos e 6 e 12 meses A aplicacdo de CTPD potencializou os
radiograficos parametros de regeneracao periodontal.
As CTPD apoiados por uma estrutura
adequada é uma fonte valiosa para a
regeneracao 0ssea.
Digestéo enzimatica 3 semanas As CTPD tem potencial de diferenciacéo

1 a 2 semanas

auxiliando na formacédo 6ssea.
Possuem um forte potencial
osteogénico.
Os estudos relataram resultados
positivos quando utilizado CTPD para
engenharia de tecido 6sseo.
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Defeitos cranianos

Defeitos de calvaria

Defeitos mandibulares

Defeito 6sseo tibial

Lesbes de periodontite
criadas
Defeito 6sseo alveolar
maxilar

Defeito na calvaria

Defeito na calvaria

Defeito 6sseo periodontal

Defeito 6sseo mandibular

Digestéo enzimética

Digestdo enzimatica

Método do explante

Digestdo enzimatica

Digestdo enzimatica

Digestéo enziméatica

Digestdo enzimatica

Digestdo enzimética
Método do explante

Método do explante

Células ativadas por
fluorescéncia

Analise imunocitoquimica

Histolégica e
histomorfométrica

Imunofluorescéncia e
histologia

Histologia e tomografia
computadorizada

Histoldgico, clinico e
radiogréafico
Histologia e

histomorfometria

Histologia,
histomorfometria e
tomografia
Histologia e
histomorfometria
Histologia,
histomorfometria,
avaliacéo radiolégica e
clinica
Histologia e
histomorfometria

8 semanas

2,4e8
semanas

Apos 30 dias
de transplante

8 semanas

12 semanas

1 e 2 meses

8 semanas

8 semanas

12 semanas

8 semanas

Arcabouco de colageno e as CTPD
promovem regeneracdo 0ssea alveolar,
e reconstrucéo cranio facial.

A CTPD mostrou alto potencial
osteogénico e de adesao, com
capacidade de diferenciagéo.

O uso da CTPD melhora a regeneracéo
O0ssea em defeitos de tamanho critico.
CTPD melhoram o aumento ésseo e a
cicatrizagéo da doenca periodontal.

CTPD exercem capacidade de
diferenciacédo em relacéo a
osteoangiogénese.
CTPD modificadas com Runx2
promove a neoformacgéo 0ssea.

A CTPD pode ser fonte de terapia para
regeneracao periodontal de 0ssos.
CTPD é um recurso para reparar
defeitos alveolares constituindo um
modelo promissor para a reconstrucao
em pacientes com fissura de labio e
palato.

CTPD pode ser facilmente diferenciada
em células 6sseas, auxiliando na
engenharia éssea.

CTPD promove a consolidacéo 6ssea
quando transplantada.

CTPD induz significativa regeneragao
Ossea periodontal.

CTPD a base de sulfato de céalcio pode
melhorar a regeneragéo 6ssea.
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23

24

25

26

27

28

29

30

31
32

33

34

35

Defeitos 6sseos
cranianos

Implantacdo Subcutanea  Digesté@o enzimatica

Defeito 6sseo mandibular

Defeito 6sseo mandibular  Digestéo enzimatica

Defeito craniano Células ativadas por

fluorescéncia

Defeito na calvaria

Defeito craniano Células ativadas por

fluorescéncia

Defeito ésseo alveolar Método do explante

Tomografia

computadorizada (TC) e

histologia
Histologia e imuno-
histoquimica

Histologia, avaliacao
clinica

Histologia, avaliacdo
radiologica e clinica
Histologia, raios-X,
imunohistoquimica e
histomorfometria

Histologia e
histomorfometria
Histologia, Raio-X e
imuno-histoquimica

Radiografias, histolégia e
analise histomorfométrica

Embora a CTPD seja promissora no
potencial de formacéo 6ssea, a
aplicacéo clinica exigira estudos

clinicos.

4,8e12 Uso de CTPD mostra evidéncias de
semanas neo-formagédo 6ssea no local do defeito.
8 semanas Uso de CTPD promove a formacéo de
tecido semelhante ao osso.
As CTPD pode ser aplicada em varios
campos da medicina regenerativa.
12 semanas Com o uso da CTPD, foi observado
formacao 6ssea na parte lingual e no
assoalho.
Uso CTPD é eficaz para aplicacbes em
reparacao e regeneragao 0ssea.
2,4e6 A CTPD pode ser uma escolha para a
semanas regeneracao 0ssea craniofacial.

4 e 8 semanas CTPD tem capacidade angiogénica,
indicando seu potencial regenerativo na
reconstrucdo éssea, proporcionando

vascularizacdo do implante.

1,2,4e8
semanas
4 semanas

Nova formacéo 6ssea na area total do
defeito.

Uso de CTPD é uma abordagem
promissora para a reconstrucéo de
grandes defeitos esqueléticos humanos
em cirurgia craniofacial.

As CTPD transplantadas para areas de
extracdo foi observada completa
regeneracao do 0sso.

As CTPD promove a capacidade
osteogénica, sendo uma fonte potencial
para a regenera(;éo Ossea periodontal.

12 semanas
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36

37

38

39

40

41

42

43

44

Osteonecrose da cabecga
femoral

Defeitos 6sseos

Defeitos 6sseos
orofaciais

Mineralizacéo em
implantes subcutaneos

Defeito 6sseo na calvaria

Defeitos cranianos

Implantacdo Subcutanea

Defeito craniano

Método do explante

Digestéo enzimatica

Digestéo enzimatica

Digestéo enzimatica

Digestéo enzimatica

Histologia

Histologica e
histomorfométrica

Imunohistoquimica e
tomografia
computadorizada
Microscopia eletrénica de
varredura e PCR

Imunohistoquimica

Histologia

Histologia

Imunohistoquimica
histoldgica, hibridizacéo in
situ e RT-PCR

4 semanas

16 semanas

6 meses

5e10
semanas

6 a 8 semanas

1,3,4e8
semanas

4 semanas

8 semanas

CTPD é capaz de proliferar dentro do
local da lesdo, proporcionando
recuperacao do tecido 6sseo.

Uso das CTPD para regeneracao 6ssea
em implantes dentarios € uma
alternativa, pois ndo estimulam a
rejeicdo de enxertos alogénicos pelo
organismo.

CTPDD sao capazes de regenerar
0SS0s para reparar defeitos
mandibulares de tamanho critico.
Os resultados indicaram que in vitro ha
crescimento celular e in vivo formacao
Ossea.

CTPDD foram capazes de reparar 0s
defeitos com formacgéo dssea.
CTPD induz nova formacao dssea na
calvaria em defeitos de tamanho critico.
As CTPD podem desempenhar um
papel fundamental na regeneracéo de
todos os tecidos.

O tecido recém-formado pelas CTPD
constitui uma fonte ideal de
osteoblastos.

A CTPD induziu a formacgéo de novos
0ss0s ao formar um modelo
osteoindutivo para recrutar células.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.
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4.1 Fontes de células-tronco

Dos artigos selecionados, foram fundamentados em CTDP e CTPDD, as
amostras coletadas em estudos de dentes deciduos foram 9 no total sendo
esses [7, 10, 18, 27, 29, 38, 40, 41, 44]. Que para a formacéao de tecido 6sseo
foi observado entre 3 a 12 semanas apés o implante de células tronco de
dentes deciduos, independentemente do tipo de andaime. No total de 14
estudos [1, 3, 8, 11, 12, 16, 17, 19, 20, 21, 24, 25, 39, 43] destacaram a
eficacia da formacédo 6ssea, por meio do uso de células-tronco de dentes
permanentes, apresentando aproximadamente entre 7 dias a 12 semanas ap0os
cirurgia um desenvolvimento parcial ou completo de tecido 0sseo.

Dos estudos utilizando dentes permanentes, em sua grande maioria
foram utilizados terceiros molares (n=12) artigos no total. A prevaléncia do
aproveitamento desse dente se da devido a facilidade do acesso em obté-lo,
pois 0 numero de indicacBes para extracdes é alto, como também na facilidade
de aprovagdo desse dente para estudo por meio do comité de ética. Dois
estudos, [32, 37] constataram as propriedades da competéncia de
diferenciagdo osteogénica de CTPDD e CTDP. Apos analise, destacaram que
as células tronco de dentes deciduos apresentam potencial regenerativo,
demonstrado que sdo capazes de desenvolver diferentes tecidos, como 0sso.

Além disso, obtendo maior desempenho de crescimento celular, como
também sua capacidade de osteodiferenciacdo, € melhor quando comparada
com as células tronco de dentes permanentes. A principal vantagem do uso
das CTPDDs é que estes podem ser obtidos de forma nao invasiva a partir de
dentes deciduos que sédo rotineiramente extraidos em clinicas e geralmente
descartados como lixo hospitalar.

Apesar disso, mesmo com as diferencas significativas entre os dois tipos
de células, ambas devem ser igualmente consideradas uma boa fonte de

regeneracgao do tecido 0sseo.

4.2 Métodos de isolamento

Analisando os métodos de isolamento, na grande maioria dos estudos

foram utilizados a digestdo enzimatica para isolar células-tronco [1, 3, 7, 10, 11,
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15, 16, 17, 18, 19, 25, 29, 28, 40, 43, 44]. Trés outros estudos aplicaram o
isolamento de células ativadas por fluorescéncia (FACS) [22, 30, 33], seis
estudos utilizaram o método de explante [4, 12, 20, 21, 35, 37], nos demais 0
método ndo € descrito com precisdo. Entre estes métodos de isolamento, a
digestao enzimatica com colagenase tipo |, € o de maior prevaléncia.

Embora todos os métodos de isolamento parecam ter uma eficiéncia
semelhante, o0 método de digestdo enzimatica, € o mais usado para coletar
CTPD, parece ser a melhor opcao, pois permite obter um numero maior de
colénias de células homogéneas em menor tempo comparado aos outros

métodos.

4.3 Andaimes

Diferentes tipos de andaimes foram usados nesses estudos, para gerar
a neoformacédo O6ssea. De acordo com o tipo de andaime, apenas seis grupos
de pesquisa usaram andaimes naturais (membrana de colageno e esponja) [4,
10, 18, 27, 30, 41], enquanto os outros utilizaram biodegradaveis sintéticos
compostos principalmente granulos de hidroxiapatita / tri-célcio fosfato (HA /
TCP) ou HA / TCP ceramica [44, 39, 19, 21, 38, 40]. Aléem disso, um estudo
usou o andaime composto apenas por HA [20]. Dois utilizaram andaimes
compostos por fosfato de beta-tri-calcio (B-TCP) [32, 22]. E outros dois estudos
utilizaram osso bovino desproteinizado [32, 43]. Os outros tipos de andaimes
foram utilizados apenas uma vez.

Os biomateriais podem ser sélidos ou liquidos, naturais ou sintéticos. A
maioria dos estudos aqui revisados usou sélidos, apenas o [16] usou solucdo
salina tamponada com fosfato (PBS). A vantagem de escolher o andaime
sélido ou liquido depende do tipo de defeito e modelo animal usado. Para
defeitos 0sseos grandes, pode ser mais conveniente usar um suporte sélido
para que se consiga a unido das extremidades do defeito; dessa forma sendo
considerado de maior facilidade a utilizacdo de um andaime liquido em vez de
sélido em animais menores. Dessa forma, cada autor utilizou para sua
pesquisa o biomaterial de acordo com a necessidade do estudo.

Sendo assim, comparando estratégias experimentais empregando

andaimes naturais ou sintéticos, ndo parece haver qualquer diferenca
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consideravel no resultado, pois ao final do tempo decorrido em cada estudo

obteve-se a taxa de osteorregeneracao.

4.4 Tipo de estudo

Gréfico 1: Analise percentual por estudo.

Tipo de estudo

2%

M In Vivo
M In Vitro

Revisdo de literatura
M Ensaio Clinico

B Revisdo sistematica

Elaborado pelo autor, 2019.

Considerando os modelos usando CTPD e CTPDD para engenharia de
tecido 6sseo foram realizados in vivo, sendo um total de 25. Foram realizados
em (camundongos n = 4, ratos n = 11) [10, 15, 18, 19, 20, 24, 25, 30, 32, 33,
39, 40, 41, 43, 44], quatro em coelhos; [12, 16, 29, 35], quatro em suinos [17,
21, 22, 38], um em cées; [27], um em ovelhas [36]. Em outros seis estudos
foram utilizados modelos in vitro sendo eles [1, 3, 7, 8, 11, 37]. Dez em revisao
de literatura [2, 5, 6, 13, 14, 23, 26, 31, 34, 42], apenas um ensaio clinico
randomizado [4], e duas revisdes sistemética [9, 28].

E importante notar a alta prevaléncia de estudos em que o rato e o0
camundongo foram escolhidos como modelo experimental, podendo ser
justificado pelo fator de menor complexidade do pesquisado, por serem de
pequeno porte, em contraste com a baixa quantidade de estudos em que um

modelo animal com maior similaridade com o osso humano foi escolhido. Vale
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ressaltar também, a presenca de um Unico ensaio clinico, permitindo assim a
existéncia de uma lacuna na literatura abordada.

No entanto, o uso de células-tronco ainda € considerado restrito, pois
existem limitag6es em sua utilizac&do para fins clinicos e de pesquisa, e somado
a isso, as legislacdes restritas em atuacao sobre o uso de modelos animais,

como também em sobre a inscricdo de pacientes nesses estudos.

4.5 Tempo de recuperacao

Dentre os estudos analisados nesta revisdo, na maioria dos casos a
neoformacado Ossea foi avaliada as 4 semanas apds implante. No entanto, em
outros casos obteve variacdo de dias até periodos mais tarde como entre 8 a
12 semanas.

O tempo de recuperacao a longo prazo também é importante considerar,
pois nos estudos foram observado, que alguns autores obtiveram tecido 6sseo
apos 7 dias, outros porém ap6s 8 semanas. A explicacdo para os diferentes
periodos de tempo necessarios para concretizar a formacéo de tecido 6sseo
esta provavelmente no diferente tipo de modelo animal utilizado, como também
na sua localizagéo e no tamanho desse defeito. Somado a isso, 0 processo de
cura fisiolégica pode mudar de um animal para outro. No entanto, é importante
salientar que ao final os estudos mostraram regeneragdo do tecido 0sseo

esperada.

4.6 Defeito 6sseo

Em um total de 8 estudos, células-tronco dentarias foram transplantadas
para reconstrucdo de defeito 6sseo mandibular e maxilar [24, 21, 22, 15, 27,
18, 29, 35]. Outros em defeitos cranianos e de calvaria [10, 12, 19, 20, 24, 30,
32, 33, 40, 41, 44], e defeitos periodontais [4, 17, 21] como também em tibia e
fémur respectivamente [16, 36].

Na grande maioria dos estudos, os autores realizam o transplante das
células tronco em defeitos 0sseos induzidos
[23,24,29,40, 42,45 ,46, 48 ,56, 58]. Entretanto, independentemente das
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estratégias utilizadas, os resultados mostram a diferenciacdo osteoblastica e a

regeneracdo dssea.

4.7 Método de avaliacdo

Os métodos mais comuns utilizados para avaliar o potencial de
engenharia de tecido 6sseo de CTPD foram histologia, imuno-histoquimica e
histomorfometria, exames clinicos e de imagens. A histologia foi aplicada para
obter resultados em relagdo a regeneracdo 6ssea em 24 dos 44 artigos
analisados, [44, 18, 12, 15, 27, 16, 19, 21, 22,24, 25, 27, 29, 30, 32, 33, 35, 36,
37, 41, 40, 17, 42, 43], enquanto a imuno-histoquimica foi utilizada em 7
estudos, [44, 40, 38, 33, 30, 25,10], e histomorfometria foi aplicado em 11
artigos, [32, 30, 35, 37, 29, 18, 19, 22, 21, 20,12]. Outros métodos incluidos
imunofluorescéncia (1 estudo) [15], micro-tomografia computadorizada (5
estudos), [19, 24, 12, 27,16], reacdo em cadeia da polimerase (1 estudo),
[44] e exames radioldgicos (11 estudos), [4, 33, 29, 30, 35, 38, 21, 16, 17, 18,
24] e exames clinicos (6 estudos), [4, 29, 21, 12, 27, 17].

Todos os métodos de avaliacdo trds consigo suas vantagens e
desvantagens, e avalia um determinado padrdo de estudo, seja 0 0SSO
propriamente dito através de exames de imagens, ou mesmo a nivel celular em
histologia. Por esse motivo, grande parte dos autores realizaram diversos
métodos para analisar em resultados finais a comprovacado da formacéo 0ssea,

tentando assim a minima abrangéncia para um possivel viés.

Tabela 2: Métodos de avaliacao

Método Numero de artigos
Histologia 24
Imuno-histoquimica 7
Histomorfometria 11
Imunofluorescéncia 1
Tomografia computadorizada 5
Cadeia da polimerase 1
Exames radioldgicos 11
Exames clinicos 6

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A bioengenharia conseguiu alcancar grandes avancgos a respeito do
cultivo de células-tronco e a Odontologia contribuiu bastante para este fato. As
primeiras CT descobertas nos tecidos dentarios foram na polpa dentaria, pois
devido a coleta ser menos invasiva do que as demais e diferenciar-se em
varios tipos celulares, tornou-se uma importante fonte. Mesmo assim, a coleta,
iIsolamento e armazenamento requer cuidados importantes para preservar as
propriedades das CTPD.

Atualmente ja se tem conhecimento do papel promissor da aplicacdo das
CTPD na regeneracdo 0ssea de acordo com o resultado dos estudos, porém
ainda sdo necessérios ensaios clinicos para verificagdo dos efeitos

terapéuticos em seres humanos.
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