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RESUMO

Células-tronco sdo células dotadas da capacidade de replicagcdo e
diferenciacdo em diversos tipos celulares, exercendo funcdes especificas de
acordo com o tecido em que ira se especializar. As células-tronco de dentes
deciduos esfoliados humanos (SHED’s) s@o consideradas uma das fontes mais
promissoras de células-tronco para engenharia de tecidos e terapias com
células-tronco devido ao seu potencial de diferenciacdo em multilinhagens. O
conhecimento e manipulacdo dessas células sdo fundamentais para o
desenvolvimento de terapias odontolégicas restauradoras do complexo
dentino-pulpar. Este estudo teve como objetivo analisar o potencial de
regeneracdo dentino-pulpar das SHED’s, em ensaios clinicos realizados
recentemente; divulgar o uso de novos biomateriais na endodontia
regenerativa; e oferecer embasamento cientifico para a utilizacdo das células-
tronco pelos profissionais de Odontologia. Para isso, foi realizada uma
pesquisa exploratoria qualitativa, nas bases de dados Scielo, Lilacs e Pubmed
na literatura, usando descritores relacionados ao tema. A estratégia de busca
produziu 569 artigos, dos quais foram selecionados 5 estudos para revisao.
Mediante resultado dos artigos selecionados concluiu-se que as SHED'’s
possuem significativa eficacia regenerativa. Sugere-se novas pesquisas in vivo
para aquisicdo de dados mais detalhados sobre seu funcionamento em

organismaos Vivos.

Palavras-chave: Polpa dentaria. Endodontia Regenerativa. Transplante de

Células-Tronco Mesenquimais.



ABSTRACT

Stem cells are cells endowed with the capacity to replicate and differentiate into
different cell types, performing specific functions according to the tissue in
which they will specialize. Human exfoliated primary tooth stem cells (SHED's)
are considered one of the most promising sources of stem cells for tissue
engineering and stem cell therapies due to their potential to differentiate into
multilineages. The knowledge and manipulation of these cells are fundamental
for the development of dental therapies that restore the pulp-dentin complex.
This study aimed to analyze the dentin-pulpal regeneration potential of SHED's,
in clinical trials carried out recently; disclose the use of new biomaterials in
regenerative endodontics; and provide a scientific basis for the use of stem cells
by dental professionals. For this, a qualitative exploratory research was carried
out in the Scielo, Lilacs and Pubmed databases in the literature, using
descriptors related to the theme. The search strategy produced 569 articles,
from which 5 studies were selected for review. Based on the results of the
selected articles, it was concluded that SHED's have significant regenerative
efficacy. Further in vivo research is suggested to acquire more detailed data

about its functioning in living organisms.

Keywords: Dental pulp. Regenerative Endodontics. Mesenchymal Stem Cell

Transplantation.
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1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios da Odontologia Contemporanea € a
restauracdo do tecido dental perdido, sem comprometer a vitalidade do dente,
visando melhorar ou substituir funcdes bioldgicas e teciduais. A Endodontia
Regenerativa € um campo da Engenharia Tecidual que propde substituir
fisiologicamente estruturas dentais danificadas, bem como o complexo dentina-
pulpar, utilizando o préprio tecido vital do hospedeiro (IPTC, 2018).

Historicamente, o hidroxido de calcio (Ca (OH)?) foi o material de
escolha para estes procedimentos por suas caracteristicas bioestimuladoras e
de biocompatibilidade (ABDELAZ et al., 2019). Outro material aplicado na
endodontia regenerativa é o agregado de trioxido mineral (MTA). Tanto o Ca
(OH)? guanto o MTA s&do materiais que apresentam capacidade de induzir
mineralizagdo, formar barreira de tecido mineralizado e inibir crescimento
bacteriano por sua alcalinidade (RESENDE, 2016). Por outro lado, tanto o Ca
(OH)?2 como o MTA apresentam desvantagens. O Ca (OH)? induz a formagéo
de barreira de tecido mineralizada de pouca qualidade, com descontinuidade e
longo tempo de formacado, além de exibir baixa resisténcia biomecanica, alta
solubilidade em agua e baixa capacidade adesiva podendo ocasionar
microinfiltacdes. O MTA apresenta como desvantagem longo tempo de presa,
alta solubilidade, dificuldade de manipulagéo e alto custo (DE CASTRO, 2019).

Nesse contexto, as pesquisas tem sido voltadas para o uso das células-
tronco, como alternativa de tratamento na formacéo de barreira mineralizada,
revascularizacdo, inervacao, reparacdo e fortalecimento do tecido duro. O
emprego das células troncos visa substituir o uso de materiais inertes,
empregados nesses procedimentos supracitados (ROSA et al, 2019). O
sucesso desse procedimento regenerador do complexo dentino-pulpar
depende da proliferacdo, diferenciacdo e migracdo de células-tronco da polpa
dentaria, sendo que os odontoblastos primarios foram perdidos e devem ser
substituidos por células odontoblasto-simile (SANZ et al, 2020).

As células-tronco da polpa dental humana adulta (DPSCs) e dos dentes
deciduos esfoliados humanos (SHEDs) sao células autorrenovaveis que
residem no nicho perivascular da polpa dental. Que se originam da crista
neural craniana e expressam marcadores precoces para células-tronco

mesenquimais e neuroectodérmicas. Os dentes deciduos e os impactados,
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naturalmente s&o eliminados e podem ser reutilizados na Engenharia Tecidual
sem efeitos adversos a saude (UEDA et al, 2020).

Semelhante as Células-Tronco Mesenquimais (MSCs) essas células sao
capazes de se diferenciar em osteoblastos, condrécitos, adipécitos, células
endoteliais e neurbnios funcionalmente ativos, in vitro, sob condi¢des definidas
(UEDA et al, 2020). Além disso, as células-tronco da polpa dentaria
demonstraram capacidade de autorrenovacao e diferenciagdo multilinhagem
em células semelhantes a odontoblastos e produzem uma matriz mineralizada
em condigdes in vivo e in vitro (ABDELAZ et al., 2019).

Apesar disso, ainda existe pouca divulgacdo e embasamento cientifico
no meio académico. Cerca de 83,9% dos cirurgides-dentistas ndo possuem
conhecimento cientifico ou treinamento em procedimentos regenerativos como
a terapia com células-tronco. Contudo, 96,8% dos dentistas estdo dispostos a
receber treinamento para fornecer procedimentos endododnticos regenerativos
para seus pacientes (ROSA et al, 2019).

O emprego das células-tronco de dentes deciduos é pouco conhecido
pela populacédo, apesar de existir uma lei (Lei 9.434/97 - Lei de Transplantes)
gue regulamenta a remocao de 0rgaos, tecidos e partes do corpo humano para
fins de transplante e tratamento. Portanto, o dente deciduo sendo um érgéo,
pode ser doado através do consentimento por escrito do doador ou
responsavel (SILVA et al., 2019).
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2. OBJETIVO GERAL E ESPECIFICO
2.10bjetivo Geral

Investigar a eficacia do transplante de células-tronco de dentes deciduos
esfoliados humanos na regeneragéo do complexo dentino-pulpar.

2.20bjetivos Especificos

v Elaborar um delineamento para estudos clinicos e laboratoriais;

v' Comparar o efeito regenerativo na endodontia do transplante de células

tronco de dentes deciduos com biomateriais;

v Incentivar a populacdo sobre a doagéo de 6rgaos, conscientizando-os de
gue os dentes deciduos séo orgaos vitais que possuem células tronco e

podem contribuir para o avanco da ciéncia.
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3. MATERIAS E METODOS

Foi realizada uma pesquisa exploratdria qualitativa em bases de dados
de saude, a fim de elaborar uma revisdo integrativa relacionada ao tema

proposto. Foram seguidas as seguintes etapas para elaboragéo da revisao:
3.1 Estratégia de busca:

A pesquisa teve inicio com a identificacdo dos descritores no DeCs e
MeSH Database. Os descritores selecionados foram: Polpa dentéria,
Endodontia Regenerativa e Transplante de Células-Tronco Mesenquimais e a
estratégia de busca adotado esta listada na tabela 1. Para a busca foram
utilizadas as seguintes bases de dados: PUBMED, SCIELO, LILACS,
selecionando artigos publicados no periodo de 2015 a 2020. Os artigos pagos
tiveram acesso liberado no PORTAL CAPES.

Tabela 1: Combinacdo dos termos utilizados na estratégia de busca dos

artigos nas bases de dados.

Banco de Estratégia de busca
dados

Pubmed Endodontia Regenerativa and Polpa dentéria; Transplante de
células tronco mesenquimais and Polpa dentaria.

Lilacs Endodontia Regenerativa and Polpa dentéria; Transplante de
células tronco mesenquimais and Polpa dentaria.

Scielo Endodontia Regenerativa and Polpa dentéria; Transplante de
células tronco mesenquimais and Polpa dentaria.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

3.2 Universo
3.2.1 Selecéo dos artigos

Inicialmente os artigos foram pré-selecionados com base no titulo e no

resumo. Aqueles que nao abordavam o enfoque dessa revisdo, foram
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excluidos. Os artigos que enquadravam nos critérios de inclusdo foram

selecionados e tiveram seus textos lidos na integra (figura 1).

Figura 1: Fluxograma de sele¢&o dos artigos.

Registros identificados a partir da estratégia de
busca nos Bancos de Dados (n = 569).

Pubmed Scielo

(n=321) (n=199)

Lilacs

(n=49)

\L/

(n=5)

Registros apds duplicatas removidas

A

Registros selecionados apds
leitura do resumo
(n=145)

l

Artigos do texto completo
avaliados para elegibilidade
(n=27)

Artigos excluidos por
titulo (n =419 ndo
relacionados ao tema)

Registros excluidos
(n=118 ndo
relacionados aos critérios
de inclusdo)

l

Estudos incluidos para
leitura na integra

(n=5)

[ Incluidos } [ Eleitos } {Selecionados} [Identificados}

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

v

Artigos do texto
completo excluidos,
(n=22ndo
relacionados ao titulo
da pesquisa)
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3.3. Critérios de inclusdo e excluséao
3.3.1 Critérios de inclusao

Os critérios de inclusdo incluiam artigos publicados em inglés ou portugués;
publicados nos ultimos 5 anos; ensaios clinicos randomizados e estudos em in

Vitro ou in vivo.

3.3.2 Critérios de exclusao:
Foram excluidos artigos como as revisdes de literatura; Artigos com mais de
5 anos publicados, artigos que ndo apresentavam metodologias de qualidade,

amostra ou resultados inconclusivos e resumo publicados em anais.

3.4. Extracao e Sintese dos dados:

Apos selecédo dos artigos foi realizada uma nova leitura detalhada para
coleta dos dados e analise das evidéncias. Uma ficha padronizada contendo os
critérios de inclusédo e exclusao foi usada para catalogar e organizar os dados,
extraindo Informacdes como: titulo, ano/pais/base, tipo de estudo/amostra,
metodologia, resultados e referéncias. Por fim, foi realizada a redacdo dos

resultados e consideracdes finais.
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1 Reacao do complexo dentino-pulpar

Dentina e polpa séo duas fases de um mesmo tecido, respectivamente o
conjuntivo mineralizado e o conjuntivo frouxo (figura 2). S&o semelhantes do
ponto de vista embrioldgico, histoldgico e funcional. Considera-se, portanto,
uma Unica entidade funcional denominada complexo dentino-pulpar, que possui
reacdes de defesa especificas as agressdes externas (LOPES et al., 2015).
Assim qualquer estimulo que afete a dentina dara origem a uma reacdo de
defesa no 6rgao dentino-pulpar (SABETI et al., 2021).

Figura 2: Componentes Dentérios.

Esmalte

‘ _ Y b

Esmalte

Dentéria Dentina

Tec. Conjuntivo —
Tecido Duro
Odontoblastos

Cemento

Polpa Dental
Fonte: Google imagens.

A polpa conttm uma variedade de células. Dentre elas, estdo
fibroblastos, nervos, vasos, células perivasculares, inflamatorias e do sistema
imune. Este tecido fica localizado no interior da dentina e do esmalte, e contém
uma populacdo de células tronco mesenquimais que podem recuperar a
dentina e a polpa quando danificadas com a formac&o de dentina reparadora
(SIQUEIRA et al., 2015).

A polpa dentaria € proveniente de componentes ectodérmicos e
mesenquimais (LEDESMA-MARTINEZ et al., 2016), sendo dividida em quatro
camadas (figura 3): a primeira, a mais externa, é composta por odontoblastos
gue produzem dentina; a segunda € pobre em células, porém é rica em matriz
extracelular; a terceira € onde ha presenca de células progenitoras ou células-

tronco com plasticidade e pluripoténcia e a quarta € a camada mais interna da
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polpa dentéria, onde esta localizada a area vascular e 0 plexo nervoso.
(TAUMATURGO et al., 2016).

Figura 3: Localizacdo das células-tronco na polpa dentaria. (DC: Dentina Coronaria, P:
Predentina, PD: Polpa Dentaria, CO: Camada de Odontoblastos, ZP: Zona Pobre em células,

ZR: Zona Rica em Células-tronco Indiferenciadas, FVN: Feixe vasculo nervoso).

Fonte: LAGES et al., 2011.

De acordo com Cohenca et al, (2013) o sucesso da dentinogénese
reparativa ocorre com a restauracdo da integridade morfofuncional do
complexo dentina-polpa apdés uma agresséo, com a rapida formacéo de tecido
dentinario preservando a vitalidade do elemento Para isso, a protecdo do
complexo dentina-polpa é realizada pela aplicacdo de uma ou mais camadas
de material especifico entre o material restaurador e o tecido dentario para
proteger a polpa do contato com 0s materiais restauradores e penetracao de
bactérias (DE ARAUJO et al., 2020).

4.2 Endodontia Regenerativa

A Endodontia regenerativa é definida como procedimentos de base
biolégica projetados para substituir fisiologicamente estruturas dentais
danificadas, incluindo estruturas radiculares, bem como o complexo dentino-
pulpar por um tecido vital, funcional e capacitado para formagdo de uma nova
dentina (DIOGENES et al., 2017).
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A diferenca entre a terapia endodontica regenerativa e a endodontia
tradicional é que na endodontia regenerativa o tecido danificado € substituido
por tecido vital, mantendo a vitalidade e funcionalidade da polpa, hidratacéo e
elasticidade do dente. Na endodontia tradicional, a polpa €& substituida por
materiais inertes biotoleraveis deixando como sequela um dente nao vital e
enfraquecido (DIOGENES et al., 2017). O tecido regenerado na endodontia
regenerativa deve ser vascularizado, inervado e possuir a capacidade de gerar
novos odontoblastos que podem produzir nova dentina (SMITH et al., 2016).

A fonte de tecido pulpar na endodontia regenerativa pode ser da
revascularizacdo do canal radicular, terapia com células-tronco e implantagéo
pulpar (HARGREAVES et al., 2017).

A endodontia regenerativa, também é considerado um ramo da
engenharia tecidual, que demonstrou resultados promissores utilizando células-
tronco associadas a arcabouco e fatores de crescimento que oferecam um
ambiente favoravel para seu crescimento e diferenciagdo. Os biomateriais
utilizados nessa técnica utiliza tecidos vitais que apresentam maior éxito na
pratica clinica para a reconstrucdo de dentes lesados, além de devolver a
funcao e vitalidade da polpa (DUCRET et al., 2017).

Dessa forma, para que a regeneracao tecidual ocorra € necessario a
presenca da triade de engenharia de tecidos, como a presenca de células-
tronco, fatores de crescimento e uma matriz de crescimento (FOUAD et al.,
2014) (figura 4). A criacdo deste microambiente favoravel a proliferacdo e
diferenciacdo das células tronco inicia-se com a limpeza e desinfeccdo dos
canais radiculares (MARQUES et al., 2018).

Figura 4: Triade de engenharia de tecidos.

células-tronco fatores de crescimento
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Fonte: BARBOSA et al., 2019.

A matriz é essencial na endodontia regeneraiva, pois fornece o arcabougo
para o transporte de nutrientes, oxigénio e residuos metabdlicos. Devendo ser
biocompativel, ndo irritante e resistente. Essa pode ser composta por materiais
sintéticos ou naturais. Seus componentes ativam a morfogénese das células
implantadas, enquanto é gradualmente degradada e substituida pelo tecido
regenerado. Para isso, pode ser usado um sistema de matriz (figura 5) com a
configuracgéo tri-dimensional, como o colageno tipo |, o coagulo sanguineo ou o
PRP (Plasma Rico em Plaquetas) para o cultivo de células-tronco in vitru,

visando sua diferenciacdo em odontoblastos (CUPPINI et al., 2015).

Figura 5: Matriz substituida por tecido regenerado.

Scaffold + Cells Scaffold Scaffold

Residual
pulp

Cell transplantation Cell homing
Fonte: WIDBLER et al., 2020.

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) tem sido muito estudado na
Odontologia. O PRP é uma concentracdo autéloga de plaquetas em um
pequeno volume de plaquetas, além de proteinas osteocondutoras, que
também servem de matriz para regeneracao tecidual. As plaquetas liberam FC
gue estimulam a angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e sintese de
colageno. Os FC liberados pelas plaquetas sao fortes indutores mitogénicos in
vitro. E uma fonte segura, livre de transmissdo de doencas, ou reacdes
antigénicas para expansao de células-tronco in vitro de plasma, com presenca
de fatores de crescimentos (FC) liberados por essas (SUCHANEK et al., 2018).

Os fatores de crescimento sdo proteinas secretadas extracelularmente

gue regulam a morfogénese das células. Dentre os fatores de crescimento
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existentes, as proteinas morfogenéticas 6sseas que regulam a formacédo de
dentina terciaria. Estas células Osseas chamadas BMPs sdo também
encontradas no epitélio estrelado do 6rgdo do esmalte durante a fase de capuz
e estdo associadas com a diferenciacdo dos ameloblastos e odontoblastos
(TAUMATURGO et al., 2016).

As proteinas morfogénicas do osso (BMP’s) pertencem a familia do fator
de crescimento transformante beta (TGFB) que regulam o desenvolvimento de
0ssos e cartilagens. Recentemente, foi identificado o papel das BMPs na
regeneracdo de dentes e dentina. Eles estdo envolvidos na regulacdo dos
marcadores moleculares (ALP, DSPP, proteina da matriz dentinaria 1 e
Nestina) em odontoblastos e na polpa dentaria humana, estimulando a
iniciacdo e diferenciacdo dos odontoblastos e induzindo a formacdo do
complexo dentina-polpa pela formagcéo de dentina reparativa tubular (ORTI et
al., 2018).

Futuras endodontias regenerativas podem envolver a limpeza,
desinfeccdo e modelagem dos canais radiculares, seguida pela implantacao de
estruturas vitais de tecido pulpar dental cultivadas em laboratério. O sucesso
da terapia endodontica regenerativa depende da capacidade dos cientistas de
criar um tecido pulpar funcional em sistemas de canais radiculares limpos e em
forma (GUGLIELMI et al., 2019).

4.4 Células tronco

As células-tronco sao células indiferenciadas capazes de se diferenciar
em diversos tipos celular e se multiplicar de acordo com a necessidade do
organismo. Em um ambiente favoravel, essas células podem ser utilizadas
como fonte na terapia celular, que € usada para substituir as células
danificadas, restaurando assim as funcées do organismo (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2017).

As células tronco possuem grande plasticidade, ou seja, se transferidas
para outros locais, podem se diferenciar em células do novo 6rgdo, néo
comprometendo a diferenciacdo propria do 6rgdo onde estdo localizadas.
Pode-se admitir, portanto, que o seu fendtipo é condicionado pelo ambiente
onde ela se encontra (BOGLIOLO et al., 2016).
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Os estudos sobre células-tronco sao importantes para a compreensao
do funcionamento do organismo como um todo. Em geral, o tratamento
consiste na substituicdo de células doentes por células-tronco que irdo se
multiplicar e diferenciar em células especificas daquele tecido renovando-o
(IPCT, 2018). Uma célula-tronco pode se diferenciar em um neurénio, uma

hemaécia ou até mesmo uma célula muscular (figura 6).

Figura 6: Potencial das Células-tronco.
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Fonte: NASCIMENTO et al, 2019.

As células-tronco séo divididas em dois grandes grupos de acordo com
0s cientistas: as células-tronco embrionarias e as células-tronco adultas. As
células-tronco embrionarias sdo aquelas encontradas no embrido cinco dias
apo6s a fecundacao, no estagio de blastocisto (figura 7 e 8). Essas células néao
se diferenciaram ainda, portanto sdo pluripotentes que tém a capacidade de

diferenciar em qualquer tipo de célula adulta (IPTC,2018).

Figura 7: Células tronco embrionarias extraidas do blastocisto.




Fonte: IPTC,2018.

Figura 8: Potencial Pruripotente das células-troco embrionarias.
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Fonte: IPTC, 2018.

Ja as ceélulas-tronco adultas (figura 9) sdo denominadas
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de

multipotentes, pois, diferentemente das células-tronco embrionarias, elas séo

capazes de se diferenciar apenas nas células do seu tecido de origem

(Mesoderme, Ectoderme, Endoderme) e de se autorrenovarem. E na medula

0ssea, no sangue do corddo umbilical e na polpa do dente que elas estdo mais

presentes (CCB, 2021).

Figura 9: Origem das células tronco adultas.
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Fonte: IPTC,2018.

Dentre as células-tronco adultas, existem as Hematopoiéticas (figura 10)
qgue sdo progenitoras da linhagem mieloide e linféide do organismo, estdo
presentes no sangue proveniente do corddo umbilical e na medula 6ssea. As
células tronco Mesenquimais sdo células multipotentes e tém capacidade de
diferenciacdo em tecidos mesenquimais: ostedcitos, condroblastos, adipdcito,
neural e muscular, séo originadas na derme, figado e polpa dental (DE LARA
JANZ, 2018).

Figura 10: Linhagem Hematopoiética das células-tronco adultas.
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Fonte: Google imagens.

Atualmente, as Células-Tronco Hematopoiéticas sdo utilizadas para
recuperar o sistema hematopoiético (células sangiiineas como as hemacias, 0s
granulécitos, os linfécitos, os mondécitos e 0s megacariocitos que dao origem as
plaquetas) de pacientes submetidos a quimioterapia e/ou a radioterapia e
doencas. Nessas situacles, a infusdo das Células-Tronco é vital, uma vez que
a quimioterapia e/ou a radioterapia também danificam as Células-Tronco do
paciente. Além de serem utilizadas para tratamento de anemias, talassemias,
linfomas (CCB, 2021).

Segundo Dominici et al, (2006) as células-tronco mesenquimais (MSC)

possuem a capacidade de gerar diferentes tecidos: ossos, tendao, cartilagem,
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tecido adiposo e muscular, suporte medular e células neurais. Apresentam
como fatores positivos o fato de serem autogénicas, serem pouco
imunogénicas, ser de facil acesso ndo envolvendo as questdes éticas,
respondendo aos fatores de crescimento inerentes ao hospedeiro, possuir
capacidade de proliferacdo e diferenciacdo e aderir aos tecidos de hospedeiro.
Como fatores negativos, sdo encontradas em menor quantidade nos tecidos
necessitando de isolamento e cultivo in vitro (RIBEIRO et al., 2020).

Quanto a sua origem, as células tronco geralmente sdo categorizadas
em: Células tronco autélogas - sao obtidas do mesmo individuo em quem seréo
implantadas. Células tronco alogénicas - originarias de um doador da mesma
espécie. Células xenogénicas - sao aquelas isoladas de individuos de outra
espécie (REDOME, 2021).

No Brasil, as pesquisas sobre células-tronco tiveram inicio em 2001 pelo
Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Varios orgaos brasileiros como o Instituto
Nacional do Cancer, de Traumatologia e outros colaboram para o que chamam
de medicina regenerativa. Em 2005, na (Lei de Biosseguranca 11.105/05), foi
autorizada o uso de embrides humanos para pesquisas. Em 2008 o Supremo
Tribunal Federal restringiu as pesquisas para 0 uso somente de embribes
congelados ha trés anos e que sejam inviaveis, apés consentimento dos
genitores, sendo vedada a comercializacdo desse material o que constitui
crime e a utilizacdo em pesquisas deveram ser submetidas a comités de ética.
(NASCIMENTO et al., 2019).

Sabe-se que as células embrionarias sdo as Unicas que tém o potencial
de gerar todos os tecidos do corpo humano, no entanto existe empasses éticos
e religiosos na sua utilizacdo, pois alega-se que apds a concepcao ja existe
vida, e esse tipo de pesquisa destruiria 0 embrido, tornando a utilizacdo de
células-tronco embrionéarias inaceitavel pela religido. No entanto, algumas
alternativas podem ser utilizadas para evitar esse dilema ético, como o uso de
células-tronco adultas multipotentes que podem ser obtidas sem causar
prejuizos ao organismo, sendo encontradas no sangue, na medula éssea,
tecido adiposo, na polpa dental (SAIS et al., 2018).

De acordo com D’ Aquino et al, (2008) as células-tronco adultas
oferecem a grande vantagem de serem autdgenas, nao incorrendo em

limitacbes morais e éticas, além de serem responsivas aos fatores de
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crescimento inerentes ao hospedeiro, facil local de coleta e interatividade com
biomateriais (DE ARAUJO et al., 2020).

4.4.1 Células tronco da polpa dentaria

Pesquisas na area Odontolégica revelaram a presenca de células-tronco
em polpas dentérias. Essas células sdo do tipo mesenquimal, mas, quando
comparadas com as células da medula 6ssea, tém a vantagem de serem mais
jovens e possuir maior potencial proliferativo e de diferenciacdo, além de facil
coleta. Elas podem se transformar em células dos musculos, do tecido nervoso,
do tecido adiposo, dos 0ssos, da pele, do tecido cardiaco e da cartilagem. Além
disso, elastém as propriedades de estimular a regeneracdo dos tecidos e
regular a resposta do sistema imune (BARBOSA, 2019; SILVA et al., 2019; DE
ARAUJO et al., 2020).

De acordo com Cordeiro et al, (2008), as células-tronco da polpa dental
sdo células multipotentes que apresentam duas propriedades funcionais
principais: a autorrenovacdo e a capacidade de diferenciacdo mantendo a
celularidade do tecido. Segundo Shith et al, (2007) estas células tém
capacidade de diferenciacdo em células odontoblasto-simile que
consequentemente promovem o reparo do tecido dental, quando necessario
(UEDA et al, 2020).

Os tipos de células-tronco de origem odontogénica dividem-se em:
células-tronco da polpa dental (DPSCs — Dental Pulp Stem Cells), células-
tronco do germe dos terceiros molares (TGPCs — Tooth Germ Progenitor
Cells), células-tronco da polpa dental de dentes deciduos exfoliados (SHED —
Stem Cells From Human Exfoliated Deciduos Teeth), células-tronco do
ligamento periodontal (PDLSCs — Periodontal Ligament Stem Cells), células-
tronco do foliculo dentario (DFSCs — Dental Follicle Stem Cells) e células-
tronco da papila apical (SCAPs — Stem Cells from Apical Papilla), conforme
demonstrado na figura 11 (CUPPINI, 2015).

Figura 11: Classificagéo das células-tronco de origem odontogénica.



30

Fonte: CUPPINI, 2015.

Segundo Franca et al, 2011, dentre as aplicacdes das células-tronco
dentais podemos citar: Restauracdo da perda parcial de tecido dental ou de
suporte, na repopulacdo da polpa, aumento da espessura da tdbua oOssea
alveolar, no tratamento de doencas periodontais entre outros; Reconstrucéo
total do dente em laboratorio para que este seja posteriormente transplantado
na boca do paciente; Formacdo de tecidos ndo dentais, a exemplo na
regeneracao de neurdnios e células cardiacas (NASCIMENTO, 2019).

Gronthos e colaboradores (2000) realizaram as primeiras pesquisas
descrevendo a existéncia de células-tronco na estrutura dental humana.
Através de um estudo, extrairam ceélulas-tronco de terceiros molares retidos,
notaram que essas células apresentavam maior potencial de proliferacdo e
replicacdo quando comparadas com as células encontradas na medula déssea,
e verificaram seu potencial de diferenciacdo osteogénica, neurogénica
adipogénica e condrogénica. Ademais, foi constatado que as células-tronco da
polpa dentaria expressam marcadores de precursores neurais e células gliais.
(DE ARAUJO et al., 2020).

Em 2003, Miura e colaboradores descobriram que a polpa de dentes
deciduos humanos esfoliados, (coletadas de criancas de 7 e 8 anos) sdao uma
rica fonte de CTM semelhantes as encontradas no corddo umbilical. Através do
isolamento dessas células foi possivel verificar seu maior potencial de
proliferacdo e replicagcdo quando comparadas as células-tronco presentes em

dentes permanentes e na medula 0ssea, podendo reparar estruturas dentarias
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danificadas e induzir regeneracao 0ssea. Portanto, é evidente a importancia de
a Odontologia poder contribuir com a cultura de células-tronco (UEDA et al,
2020).

SHI e colaboradores em 2005 isolaram células-tronco da polpa de dente
humano (terceiro molar) e compararam com as células-tronco de medula
Ossea. As células-tronco de origem dentaria apresentaram heterogeneidade,
multipotencialidade, capacidade de proliferacdo e de formacao de colbnias in
vitro (BARBOSA, 2019).

Segundo Murray et al, 2007 e Tamaoki et al, 2010, as células tronco da
polpa dentaria (DPSCs) sao capazes de se diferenciar em células
odontoblasticas quando induzidas por moléculas sinalizadoras. Desta forma,
esse tipo celular assume um importante papel na endodontia regenerativa.
Essas células podem ser obtidas a partir de terceiros molares (DPSCs) ou por
meio de dentes deciduos esfoliados (SHED). Pesquisas recentes indicam que
a formacédo de um novo tecido pulpar com o uso destas células-tronco € viavel
(GANCHEVA et al., 2019).

BAKSH et al, (2004) isolou células da polpa de dente humano (terceiro
molar) em meio de cultura e foi observada a capacidade dessas células
formarem depdsitos calcicos in  vitro. ApOs transplante em ratos
imunocomprometidos, as células-tronco pulpares exibiram habilidade de formar
uma estrutura semelhante ao complexo dentino-polpa, composto de uma matriz
de colageno tipo | altamente organizada, perpendicular a camada tipo
odontoblastica, e tecido fibroso contendo vasos sanguineos, semelhante a
polpa encontrada em dentes humanos (TAUMATURGO et al., 2016).

Segundo D Aquino et al, (2008) o uso das células-tronco de origem
dental na engenharia tecidual € uma técnica promissora para reconstrucao de
tecidos, por ser um tecido naturalmente descartado, ser de facil coleta quando
comparado com fontes como a medula 6ssea, ndo serem 0Orgaos vitais. Além
de possuir ampla capacidade de diferenciacdo e interatividade com
biomateriais (GANCHEVA et al., 2019).

4.3.1 Células tronco da polpa de dentes deciduos

A denticdo decidua & composta pelos dentes incisivos, caninos e

molares. Além das funcbes de mastigacdo, fonagdo e estética, os deciduos
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também tém funcado de guia para erup¢éo dos permanentes e sdo mantenedores
de espaco para os dentes permanentes. Quanto a morfologia possuem
diferencas dos dentes permanentes, pois esses sdo menos mineralizados,
possuem dureza inferior aos permanentes, suas raizes sdo maiores que a
coroa, a camada de dentina e esmalte € mais fina e a camara pulpar e polpa
mais volumosas e cornos pulpares acentuados (ABOPED, 2020).

Os dentes deciduos de um ser humano surgem no segundo trimestre de
vida intrauterina e leva em torno de trés anos para estar completa, portanto,
sdo células jovens. Esses dentes sé estao disponiveis em boca no periodo de 6
meses a 12 anos da crianca (BALIC, 2018). Portanto, € indicado aos
responsaveis pela crianca que seja feita a coleta do tecido pulpar no periodo da
esfoliacdo correspondente até aproximadamente um terco de raiz
remanescente para evitar a perda precoce mas também preservar a estrutura
dental. Devendo ser cultivadas e criopreservadas em nitrogénio liquido
(AGUIAR, 2018).

O melhor momento para se obter células-tronco da polpa dentaria é na
infancia, periodo da denticdo decidua (dentes de leite), que sdo esfoliados e
descartados naturalmente. Além disso, nessa época as células se mostram
mais fortes, saudaveis e proliferativas (SILVA et al., 2019). Os dentes deciduos
sdo consideravelmente diferentes dos dentes permanentes quanto aos seus
processos de desenvolvimento, morfologia e funcédo. Logo, as células-tronco da
polpa dos dentes deciduos sao diferentes das células-tronco da polpa dos
dentes permanentes com relacdo a taxa de proliferacdo, aumento da
duplicacdo celular, habilidade para osteoinducdo in vivo, entre outras
caracteristicas (AGUIAR, 2018).

Segundo Nakamura et al, (2009) Quando comparadas as células-tronco
isoladas da polpa dos dentes permanentes, as SHEDs (Células-tronco da polpa
dental dentes deciduos esfoliados) exibiram uma maior taxa de proliferacéo e
um maior numero de divisdes celulares, o que poderia facilitar sua expansao in
vitro, bem como maior formacao de colbnias, capacidade osteoindutiva in vivo
e formacéo de diferentes tecidos do complexo dentina-pulpar. Além disso, de
acordo com Lessa et al, (2013) apresentam uma expressao significativamente
maior de fatores de crescimento quando comparada as células-tronco dos
dentes permanentes (UEDA et al, 2020).
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Conforme Miura et al. (2003) as SHEDs, expressam marcadores de
células-tronco mesenquimais e neuroectodérmicas. Como as células tronco
mesenquimais da medula 6ssea (BMSCs), as SHEDs podem se diferenciar em
véarias células (figura 12), como condrdcitos, adipocitos, células endoteliais e
neurdnios funcional e estruturalmente ativos in vitro (UEDA et al, 2020)

Figura 12: Potencial proliferativo da céulas-tronco de dentes deciduos em odontoblastros
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Fonte: NASCIMENTO et al., 2019.

Essas células séo altamente proliferativas, possuem alta plasticidade, ou
seja, sdo capazes de se diferenciar em uma grande variedade de tipos
celulares (células neurais, adipdcitos e odontoblastos) (CUPPINI et al., 2015).
No estudo de Govindasamy et al, (2010), foi relatado que as SHEDs mostraram
maior expressao de marcadores pluripotentes, como Oct-4, Nanog e Sox-2 do
gue DPSCs, indicando que SHEDs apresentam maior taxa de proliferacdo e
estado mais imaturo que DPSCs. Além disso, estudos anteriores comprovaram
seu potencial de diferenciacdo osteogénica e odontogénica e formar complexos
dentina-polpa in vitro e in vivo (YOSHIDA et al., 2020). Concomitante a isso,
SHED mostrou poténcia em aderir as paredes de dentina e proliferar dentro
dos canais radiculares de comprimento total (SOUDI et al., 2021).

SHEDs mostraram efeitos imunomoduladores quando transplantadas,
inibindo a proliferacdo e diferenciacdo de células imunes e regulando a

expressédo de fatores pro e antiinflamatérios por meio de contato célula-célula.
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Portanto, a imunogenicidade n&o significativa, permite seu uso em transplantes
alogénicos sem a necessidade de imunossupressores, conferem importante
utilidade clinica, incluindo a criacdo de bancos de células (GAO et al., 2018).

De acordo com Bansal et al, (2011) os melhores candidatos as SHED
s&o caninos e incisivos moderadamente reabsorvidos com a presenga de polpa
saudavel, jA os molares deciduos ndo sdo tdo indicados devido sua rapida
obliteracdo da camara pulpar. Outras fontes de células-tronco facilmente
acessiveis sdo dentes supranumerarios, mesiodents, dentes deciduos com
retencdo excessiva associados a dentes permanentes ausentes
congenitamente e molares deciduos removidos profilaticamente para
indicacBes ortoddnticas. As SHEDs também mostram maior capacidade de
proliferacdo, suprimento abundante de células e coleta de células-tronco
indolores com invasdo minima; portanto, podem ser uma opcao desejavel
como fonte de células para endodontia regenerativa (SHI et al., 2020).

Souza et al, (2008) comparou o perfil morfolégico e proliferativo de
células-tronco pulpares de dentes permanentes e deciduos. Os tecidos
pulpares foram removidos e cultivados, utilizando os métodos de isolamento
por digestdo enzimatica com solucado de 3mg/ml de colagenase tipo | e 4mg/mi
de dipase e cultura direta do tecido pulpar. Os resultados obtidos indicaram
maior potencial proliferativo in vitro de células-tronco pulpares de dentes
deciduos. (LI et al.,, 2020) também comprovaram maior capacidade de
diferenciacdo odontogénica das SHEDs em relacdo as DPSCs. Além disso, as
SHEDs apresentam capacidade de diferenciacdo neuronal mais forte do que as
DPSCs e células-tronco da medula 6ssea (BMSCs) (ZENG et al., 2020).

Nesse sentido, a obtencdo dessas células é um processo simples e
indolor com pouco ou nenhum trauma. A esfoliacdo dos dentes deciduos € um
processo natural que ndo provoca nenhum dano a criancga, portanto essa € a
uma Otima oportunidade para recuperar e armazenar células-tronco que
poderdo ser utilizadas futuramente para tratamento de doenca e lesdes.
Portanto existem poucas implicacdes éticas com relacdo ao seu uso clinico.
Além disso, 0 seu uso autdgeno reduz o risco de reacdes imunoldgicas ou
rejeicdo de transplantes e também elimina a possibilidade de contrair doengas
de outro doador (SILVA et al., 2019).



35

Outra grande vantagem no uso dessas células é a sua forte
sobrevivéncia celular e seu potencial de diferenciacdo especifica. No estudo de
Sakai et al, (2011), SHEDs enxertados apresentaram atividades
neuroregenerativas notaveis, e nao mostraram transformacao maligna em oito
semanas ap0s o implante. Além disso, os SHEDs expressavam genes de
proliferacdo celular em sua superficie em niveis duas vezes maior as MSCs.
Esses dados indicam que as células-tronco derivadas de dentes pertencem a
uma populacao de células-tronco ectomesenquimatosas altamente proliferativa
gue se comunica ativamente com as células vizinhas (GARCIA et al., 2017).

Conforme Hau et al., 2006, o uso dessas células tem sido estudado no
tratamento de muitas doencas, como anomalias congénitas, diabetes, mal de
Parkinson, Alzheimer entre outras doencas degenerativas, como também para
problemas odontolégicos como exposi¢cdes pulpares, defeitos periodontais e
perda do orgao dentario (XIAO et al, 2021). Uma outra vantagem das células-
tronco de dentes deciduos é que essas podem se multiplicar utilizando o
método de multiplicacéo in vitro, ou seja, em tubos de ensaio diferentemente
das células-tronco do corddo umbilical. Em relacdo a aplicabilidade clinica, as
células-tronco de dentes deciduos possuem uma ampla aplicabilidade,
enquanto as do cordado umbilical tem uma aplicabilidade restrita. Por altimo,
guanto a versatilidade, as células de dentes deciduos transformam-se em
varios tipos de células, enquanto as do corddo umbilical se transformam

apenas em células da mesma linguagem sanguinea (IPCT, 2018).

4.3.3 Coleta e Armazenamento

Muitos pais por algum motivo perderam a oportunidade de coletar as
células-tronco do corddo umbilical durante o nascimento dos seus filhos, porém
podem ainda ter uma chance de coletar células-tronco da polpa de um de seus
véarios dentes deciduos (CCB, 2021). E possivel que a coleta dessas células
seja feita de forma nao invasiva, uma vez que se trata de um material bioldgico
descartavel e ndo vital, e seu armazenamento pode ser realizado através de
técnicas de criogenia (GARCIA et al., 2017).

Visando n&o provocar traumas e ansiedade na crianga durante a
extragdo e coleta desse dente, deve-se seguir protocolos propostos pela

pisicologia infantii como: boa relagcdo profissional-paciente, técnicas de
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distragéo, refor¢o positivo, evitar situagoes de dor, a presenga e incentivo dos
pais também geram maior confianga, demonstar de forma didatica os
procedimentos que serao realizados (JUNIOR, 2002)

A troca de denticdo decidua para a denticdo permanente ocorre na faixa
etaria dos 6 aos 12 anos. E neste momento que os pais devem tomar a decisdo
de armazenar ou ndo as células-tronco contidas nessas polpas. Primeiro
coleta-se a polpa do dente quando este jA apresentar um certo grau de
reabsor¢cdo para que ndo haja prejuizo da denticdo permanente. O dente
deciduo deve ser extraido por um cirurgido-dentista cadastrado em bancos de
células, e com consetimento livre e esclarecido assinado pelos responsaveis
(CCB, 2021). A extracao profissional encurta o tempo em que o dente fica fora
das condicdes fisiologicas, provavelmente para preservar o tecido pulpar. Para
realizar o procedimento de coleta € necesséaria uma atencao rigorosa quanto a
assepsia extra e intrabucal em decorréncia da grande quantidade de
microorganismos neste meio (AGUIAR, 2018).

Os dentes selecionados devem estar em um estagio avancado de
reabsorcéo radicular apresentando até um terco de raiz remanescente, mas
com epitélio juncional intacto para evitar a contaminacdo prévia do tecido
pulpar (AGUIAR, 2018). Incisivos e caninos sem patologia com pelo menos um
terco da raiz podem ser usados para banco de SHED. Raizes de molares
primarios ndo sdo recomendadas, pois levam mais tempo para serem
reabsorvidas, o que pode resultar em uma camara pulpar obliterada que nao
contém polpa e, portanto, sem células-tronco. No entanto, em alguns casos em
gue molares deciduos sao removidos precocemente por motivos ortodonticos,
pode ser uma oportunidade de usar esses dentes para bancos de células-
tronco (BANSAL et al, 2015).

Além do acompanhamento pré-operatorio em que se lancara mao de
testes sorologicos, anamnese e historia médica do paciente, € necessario que
os dentes deciduos que serdo doados sejam acompanhados clinicamente e
radiograficamente durante seu desenvolvimento, devendo observar critérios
como auséncia de lesbes cariosas extensas nos dentes selecionados, controle
da cadeia asséptica durante todo o procedimento cirurgico, e evitar que a polpa

dos dentes tenha contato com os fluidos orais. Dessa forma, cabe ao cirurgido-
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dentista acompanhar e orientar sobre a manutencdo da saude bucal do futuro
doador (AGUIAR, 2018).

Conforme a Resolugdo n°® 9 de 2011 da ANVISA, é necessario que
sejam fornecidos o0s seguintes dados durante a coleta: nome do
doador/paciente, nome do responsavel pela coleta, data e hora da coleta,
temperatura de armazenamento durante o transporte, resultados de exames
sorologicos, termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo
responsavel (ANVISA, 2020).

Os responsaveis por armazenar as células-tronco sdo os Bancos de
células regulamentados pela RDC/Anvisa 23/2011. O Centro de Criogenia
Brasil (CCB) foi fundado em 2003, € uma empresa especializada em coleta e
armazenamento de células-tronco extraidas do sangue do corddo umbilical e
da polpa de dentes deciduos. A CCB juntamente com os centros de pesquisas
do Brasil investe macicamente nas pesquisas para se obter células-tronco
mesenquimais puras (CCB, 2021).

A coleta do material pode ser feita tanto por um banco publico ou
privado. Nos bancos publicos, as doacdes de material sdo voluntarias e os
procedimentos sio de responsabilidade do Sistema Unico de Salde (SUS). As
células doadas serdo utilizadas por qualquer paciente que apresentar as
mesmas caracteristicas sanguineas. Nos bancos privados, o material fica a
disposicéo do proprio paciente. No Brasil a coleta custa em média 3 mil reais e
0 paciente devera pagar uma anuidade que varia de 500 a 700 reais (IPCT,
2018).

Depois que um dente é extraido ou esfoliado, 0 armazenamento para
transporte tem o maior impacto na polpa viva e, portanto, na sobrevivéncia das
células-tronco. Uma série de estudos avaliaram diferentes meios para a
preservacdo bem-sucedida de dentes vivos. Os servicos de banco de dentes
descrevem como meio de transporte ideal a solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) por fornecer nutrientes ao dente. Esse deve ser selado e
armazenado em uma frasqueira térmica e colocado em um recipiente de metal
isolado onde seré& transportado. A frasqueira térmica e o recipiente de metal
mantem a amostra num estado hipotérmico durante o transporte. O tempo
entre coleta e chegada do material ao laboratério para armazenamento nao
deve exceder 40 horas (ZEITLIN, 2020).
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A extirpacao da polpa deve ser realizada com limas manuais, tendo em
vista que, as células-tronco das polpas dentarias extirpadas por instrumentacao
rotatéria demonstraram insucesso devido ao aumento na temperatura,
observando-se &reas de necrose por traumatismo ou temperatura, diferente do
processo realizado por instrumentacao manual (WEISS, 2016). Apds a coleta
a polpa sera processada para o isolamento de células tronco mesenquimais.
Essas células serdo conservadas por tempo indeterminado sem nenhum
prejuizo a sua qualidade. O armazenamento € feito pela técnica de
criopreservacdo em nitrogénio liquido a uma temperatura de - 196 graus, que
garante um armazenamento por mais de 50 anos (CCB, 2021).

(GINANI et al., 2016) realizaram um estudo no qual analisaram o efeito
da criopreservacdo a longo prazo de células-tronco de dentes deciduos
esfoliados humanos e de seus derivados odontoblasticos. Essa € uma
importante constatacdo para averiguar o potencial dessas células para o
armazenamento em longo prazo e para posterior utilizacdo em terapias
clinicas. Os autores observaram que as células mantiveram sua viabilidade e
proliferacdo quando congeladas e descongeladas em temperaturas gradativas.
Os autores entdo concluiram que essas células podem ser recuperadas com
seguranca apos a criopreservacao de longo prazo. Estas células rapidamente
recomecam a proliferar, mostrando altas taxas de multiplicacdo, forte

expressao dos antigenos de superficie e producdo adequada de tecido.

4.3.4 Biosseguranca

O dente deciduo humano é um 6érgdo, portanto sua doacdo esta
respaldada na Lei de Transplantes (Lei 9.434/97) e atualmente consolidada
pelo (Decreto 9.175/17) que dispbe sobre a remocdo de oOrgaos, tecidos e
partes do corpo humano para fins de transplante e terapéuticos, desde que
seja autorizado pelo doador ou responsavel por Termo Livre e Esclarecido, e
gue a remocdo desses 6Orgdos nao traga prejuizos para o doador, como é
transcrito nos Capitulos | e Il (BRASIL, 1997):

Art. 1° A disposicao gratuita de tecidos, 6rgdos e partes do corpo
humano, em vida ou post mortem, para fins de transplante e
tratamento, é permitida na forma desta Lei.

Art. 2° A realizacdo de transplante ou enxertos de tecidos, 6rgdos ou
partes do corpo humano sé podera ser realizada por estabelecimento
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de salde, publico ou privado, e por equipes médico-cirdrgicas de
remocdo e transplante previamente autorizados pelo 6rgdo de gestéo
nacional do Sistema Unico de Saude.

Art. 92 E permitida & pessoa juridicamente capaz dispor gratuitamente
de tecidos, 6rgdos e partes do proprio corpo vivo, para fins
terapéuticos ou para transplantes em cOnjuge ou parentes
consangiineos até o quarto grau, ou em qualquer outra pessoa,
mediante autorizacgéo judicial.

8§ 3° S6 é permitida a doacéo referida neste artigo quando se tratar de
orgaos duplos, de partes de orgaos, tecidos ou partes do corpo cuja
retirada ndo impeca o organismo do doador de continuar vivendo sem
risco para a sua integridade e ndo represente grave
comprometimento de suas aptiddes vitais e salde mental e nao
cause mutilacdo ou deformacdo inaceitavel, e corresponda a uma
necessidade terapéutica comprovadamente indispensavel a pessoa
receptora.

8 6° O individuo juridicamente incapaz, com compatibilidade
imunologica comprovada, podera fazer doacdo, desde que haja
consentimento de ambos 0s pais ou seus responsaveis legais e
autorizacdo judicial e o ato néo oferecer risco para a sua saude.

§ 8° O auto-transplante depende apenas do consentimento do préprio
individuo, registrado em seu prontuario médico ou, se ele for
juridicamente incapaz, de um de seus pais ou responsaveis legais
(BRASIL, 1997).

As medidas de Biosseguranca para o receptor de orgaos também foram

mencionadas na Lei 9.434/97, conforme é citado nos Capitulos | e 1V:

Paragrafo Unico. A realizacdo de transplantes ou enxertos de tecidos,
Orgdos e partes do corpo humano s6 poderd ser autorizada apés a
realizacdo, no doador, de todos os testes de triagem para diagnéstico
de infeccdo e infestacdo exigidos em normas regulamentares
expedidas pelo Ministério da Saude.

Art. 10. O transplante ou enxerto s6 se farA com o consentimento
expresso do receptor, assim inscrito em lista Unica de espera, apos
aconselhamento sobre a excepcionalidade e os riscos do
procedimento ou responsaveis legais.

12 Nos casos em que o receptor seja juridicamente incapaz ou cujas
condicbes de saude impecam ou comprometam a manifestacdo
valida da sua vontade, o consentimento de que trata este artigo sera
dado por um de seus pais ou responsaveis legais (BRASIL, 1997).

Portanto, de acordo com a Lei de transplantes é necessario um Termo
Livre e Esclarecido assinado pelos responsaveis para doacdo dos dentes
deciduos, como esses dentes serdo descartados e substituidos naturalmente
ndo irdo trazer maleficios ao doador, estando de acordo com a Lei. Além disso,
para seguranca do receptor, testes sorolégicos para diagndstico de infeccdes
devem ser realizados no doador antes do transplante (BRASIL, 1997).

A ANVISA também teve uma importante participagdo no processo de
regulamentacéo referente as pesquisas clinicas e terapias com células-tronco.

Em 2011 foi publicada a Resolu¢des da Diretoria Colegiada (RDC) n° 9, que
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dispde sobre o funcionamento dos Centros de Tecnologia Celular para fins de
pesquisa clinica e terapia, determinando regras para coleta, processamento,
acondicionamento, armazenamento, testes de controle de qualidade, descarte
e liberagdo para uso e transporte de células humanas e seus derivados
disponibilizados para pesquisa clinica e terapia com células-tronco (ANVISA,
2020).

De acordo com a Resolucédo n° 9 de 2011, a doacédo de células humanas
para uso em pesquisa clinica ou terapia deve respeitar os preceitos legais e
éticos, devendo conter o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
assinado e com todas as informacdes dos procedimentos realizados, devendo
realizar triagem clinica e laboratorial para a escolha do doador (BRASIL, 2011).

Sendo assim, afim de prevenir transmissdes de infecgbes deve-se
realizar uma avaliagdo pré-transplante que englobam uma série de
procedimentos que visam a seguranca do receptor. Infeccdes pregressas
devem ser investigadas através de testes laboratoriais, assim como a histéria
clinica do paciente e seu doador e seu estado imunologico (ANVISA, 2020).

A avaliacdo do doador se inicia com 0 acesso a histéria médica,
anamnese e exame fisico. Esses procedimentos visam coletar informacdes de
infeccbes prévias e atuais. As sorologias essenciais incluem infeccdo causada
pelo HIV, hepatite B, hepatte C e HLTV | e Il. 3,4,6,7. Sorologias
complementares incluem investigacdo para CMV (citomegalovirus), EBV
(Epstein Bar Virus), sifilis e toxoplasmose (ANVISA, 2020). Serdo excluidos
candidatos a doacdo de células-tronco para uso alogénico, individuos com
infeccbes confirmadas e com condi¢cdes neoplasicas malignas confirmadas
(ANVISA, 2020).

Doadores com sintomas de tuberculose ativa ndo devem doar até a
doenca estar controlada apés terapia medicamentosa apropriada. Em relacédo a
doenca de Chagas, considerando que o Brasil € uma area com ampla
distribuicdo desta doenca, o0s potenciais doadores devem ser submetidos a um
teste de sorolégico, tendo em vista, que a transmissdo sanguinea dessas
doencas é bem documentada (ANVISA, 2020).

A avaliacdo pré-transplante do receptor, também consiste na anamnese,
histéria médica, exames fisicos e laboratoriais. Adicionalmente ao doador, a

avaliacdo laboratorial do receptor pode também incluir sorologia para o
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virus herpes simplex e Varicela zoster (ANVISA ,2020). Para a realizagdo de
transplante autdlogo (do paciente para ele mesmo) ndo ha risco de rejeicéo,
pois as células utilizadas sdo do proprio paciente. Porém para transplante
alogénico (de outra pessoa para 0 paciente), € necessario que haja
compatibilidade entre doador e receptor. Tal compatibilidade é verificada em
exames histocompatibilidade (HJA) a partir de amostras de sangue periférico
do doador e do receptor (ANVISA, 2020). Para garantir a seguranca e
qgualidade das células-tronco pré-transplante deve-se realizar os seguintes
testes de qualidade: testes microbioldgicos, testes de deteccdo de doencas
infectocontagiosas no doador, viabilidade celular, teste funcional, controle
genético e de histocompatibilidade (ANVISA, 2020).
4.4 Protocolo Sugerido

O processamento de células e tecidos devem estar de acordo com as
Boas Praticas regulamentadas pela Resolugdo n° 9 da ANVISA, conforme
demonstrado na figura 13:

Figura 13: Fluxograma de utilizacdo das SHEDs.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Coleta- A coleta deve ser realizada por cirurgidao-dentista capacitado e
cadastrado em Banco de Células com TCLE em duas vias assinado
pelos responsaveis da crianca. Para a elegibilidade do doador é
necessario realizar anamnese, excluindo doadores com histérico familiar
de doencas contagiosas ou neoplasias malignas confirmadas, testes
sorolégicos devem ser realizados (HIV, HPV, anti-HCV, anti-HBc, VDRL,
PPD, HLTV I e Il. 3,4,6,7). O dente selecionado para doacdo deve estar
higido (livre de lesdes cariosas, polpa e periodonto saldaveis)
moderadamente reabsorvido (apresentando até 1/3 de raiz
remanescente), sao indicados preferencialmente caninos, incisivos ou
dentes removidos precocemente para fins ortodonticos. O procedimento
cirargico deve manter a cadeia asséptica extra e intraoral e esterilizacao
de todos os instrumentais, a assepsia extraoral € realizada com
clorexidina 2% e a profilaxia intraoral deve ser realizada com pasta
profilatica e bochecho com clorexidina 0,12% por 1 minuto em seguida,
e feita anestesia infiltrativa e gengival, sindesmotomia e retirada das
unidades com um férceps infantil, com um minimo de tempo e contato
com a saliva. Deve-se evitar que a polpa tenha contato com os fluidos
orais (SHI et al., 2020).

2- Transporte- O dente recém-extraido para doacdo deve ser transferido

para um recipiente de metal contendo solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) selado e colocado em uma frasqueira térmica para manter
a amostra num estado hipotérmico durante o transporte até o banco de
células, o tempo para transporte ndo deve exceder 40 horas. O
recipiente com o dente deve conter a identificacdo do doador, data e
hora de coleta, temperatura de armazenamento e responsavel pela
coleta (ZEITLIN, 2020).

Isolamento- A superficie do dente deve ser higienizada com PBS e a
polpa dental deve ser removida da camara pulpar com auxilio de limas
manuais ou cureta e picotada em fragmentos com uma lamina de bisturi
n°15. Imediatamente deve ser inserida em uma solug¢do enzimatica de 3
mg / ml de colagenase tipo | e 4 mg / ml de dispase durante 1 hora a 37
° C em estufa com 5% de CO2. Apos a digestdo enzimatica, as células

sdo lavadas com solucdo antibiotica 1% antibiotico penicilina e 0,1%
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antifingico anfotericina B, centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos e o
sobrenadante descartado (DE ARAUJO et al., 2020).

Expanséo in vitro - Apos a coleta e isolamento das células podem ser
expandidas, em curto espaco de tempo, de acordo com a necessidade
terapéutica do paciente e para diversas aplicacdes. A proliferacdo das
SHEDs deve ser realizada em meio de cultura alfa-MEM com solugao
antibidtica (1 ml de 1% antibidtico penicilina/estreptomicina/ gentamicina
e 1% antifungico anfotericina B) e suplementado em meio alogénico
contendo 6 ml de PRP a 10% em estufa com atmosfera Umida com 5%
de CO2 a 37°C por até 14 dias podendo atingir de 6 a 7 milhdes de
células que poderédo ser usadas futuramente e doadas. Deve-se analisar
em microscopio a viabilidade e contagem celular. Por fim, sé&o
centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante descartado
(SUCHANEK et al., 2018).

5- Armazenamento- Armazenar a uma temperatura gradual de

congelamento de 4°C durante 2h, -20°C durante 18h, -80 °C em 180
dias e depois transferidas para nitrogénio liquido a -196°C em meio de
criopreservagdo  DMSO  (Dimetilsufoxido) que  garante  um
armazenamento por mais de 50 anos até ser solicitada pelo doador. O
tubo deve conter as identificacbes do doador e dente utilizado. Quando
seu uso for requisitado o descongelamento também deve ser gradativo
(GINANI et al., 2016).

Diferenciacdo Odontogénica- Apos descongelamento e centrifugacao
a 3000 rpm por 5 minutos e descartado o sobrenadante, para induzir a
diferenciacdo odontogénica das células-tronco deve-se utilizar o fator de
crescimento BMP-2 (Proteinas Morfogenéticas Osseas) associado ao
coagulo de PRP que induz a angiogénese, proliferacdo de fibroblastos e
sintese de colageno, a mistura deve ser depositada na matriz de dentina

no interior dos canais durante o transplante (MEZA et al., 2019).

7- Transplante- Apds a remocdo da polpa por completo, limpeza e

desinfeccdo dos canais e isolamento absoluto, a mistura obtida deve ser
transplantada no interior dos canais, e a cavidade selada toda com
material restaurador (GARCIA et al., 2017).
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8- Proservacéo- E indicado o uso de laser de Diodo de baixa intensidade
(poténcia de 30 mW, comprimento de onda de 660 nm e densidade de
energia de 1,0 J / cm?) para intensificar a proliferacdo celular apés
transplante de acordo com a necessidade clinica do receptor. A
avaliacdo clinica p0Os transplante deve ser realizada com testes de
percusséo, palpacéo, radiografias periapicais, tomografia
computadorizada e testes térmicos devem ser realizados afim de
comprovar a formacao de dentina reparadora e vitalidade pulpar. O teste
de proservacdo devem ser realizados em 6 meses, 12 meses e 24
meses (GINANI et al., 2018).
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Os resultados dos estudos incluidos sugerem que o transplante de células-tronco de polpa dentaria decidua pode ser usado

como uma alternativa de tratamento de base bioldgica eficaz na regeneracao da polpa dentaria em dentes permanentes. A tabela

1 traz um resumo dos principais dados avaliado em cada estudo, considerando os desfechos: isolamento e identificagdo das

células, potencial de diferenciacdo e regeneracdo das células. Os estudos empregaram metodologia de avaliagdo e amostras

diferentes. Dois estudos realizaram seus experimentos em pacientes e 0s outros trés realizaram as pesquisas em animais.

Tabela 1. Sumario dos estudos selecionados e seus principais desfechos para transplante de células-tronco de dentes

deciduos.
Estudo/ano/pais Amostra Intervencao e Desfecho
Método
Isolamento e Potencial de
identificacao Diferenciacédo GRUPOS - Potencial de Regeneracao
Odontogénica

Nakashima et 5 pacientes Transplante de cél. 2  Viabilidade celular de Cél. estrelados com Resposta positiva apds 4 semanas em quatro
al. 2017 com pulpite semanas apos a 83,0% processos curtos ou pacientes sugerindo reinervacgao funcional no
Japéo irreversivel pulpotomia Houve taxas em forma de fuso tecido pulpar regenerado e suprimento vascular.

positivas de CD29
(98,7%), CD44
(99,5%), CD105
(94,3%) e CD31
(94%)

Tomografia - formacédo de dentina apical e lateral
em trés casos, apis 28 semanas.

Xuan et al. 2018 40 pacientes com

China necrose pulpar em
dentes
permanentes

G1: 20 (transplante
com hDPSCQ)
G2: 10 (apicificagao

Formacéo de colbnias
fibroblastos unitarios
Expressaram
marcadores

G1 - (>) o comprimento G2 — ndo promoveu
daraiz e (<) a largura nenhuma alteracéo
do forame apical

- Formaram uma nova
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imaturos e
lesionados
(Amostra final=30)

tradicional)

neuronais sensoriais
Presenca de
odontoblastos, tecido
conjuntiivo e vasos
sanguineos
semelhantes a polpa
dentaria normal

dentina

Guo et al. 2020,
China

12 Porcos jovens
Incisivos

SHED - Implantados
depois da remocao
da polpa. Ap6s 3
meses, 0s dentes
foram extraidos e
avaliados

24 h - 80% de
confluéncia

10 dias - agregado

celular espesso

ApOs 3 meses de implantacao, a andlise
histoldgica mostrou todo o tecido pulpar dentario
regenerado. polpa apresentou estrutura de tecido
semelhante a polpa normal.

Expressoes positivas de CD31 e neurofilamento
(NF)

Expressées positivas de células CGRP e TRPV1
indicaram a regeneracao da polpa com presenca
de nervos sensoriais

Abdelaz, et al.

3 Cées sem raca

Capeamento pulpar

14 dias — 70% de

Diferenciaram em cel.

G1l: EDAX — Formacdo  G2: EDAX — dentina

(2019) (24 pré-molares direto com SHEDs confluéncia Morfologicamente de dentina normal com menos
Brasil com polpa vital versus CA(OH) 2 semelhantes a mista/amorfa/reparadora tubulos dentinario e
exposta) odontoblastos arranjo irregular.
Histol6gico — formacéo
de ponte de dentina Histologico — formagéo
obliterando a area de de ponte de dentina
exposicdo em 6 dentes  obliterando a area de
exposi¢cdo em 8 dentes
Huang, et al. 6 Cées G1: grupo Caracteristicas radiogréaficas
(2019) Com 60 dentes experimental (n=30) - G1 e G2: exibiram evidéncias de aumento da
China permanentes Transplante autélogo cicatrizacao periapical apds 3 e 6 meses.
necréticos, da polpa de dentes - - e Radioluscéncia reduzida
imaturos e deciduo apds e Diametro apical reduzida
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periodontite apical
induzida

desinfeccéo dos
canais e pulpotomia

G2: controle (n=30) -
Revascularizacdo
tradicional

e Largura do canal radicular aumentada
e Comprimento radicular aumentado

Caracteristicas histologicas

G1.: tecido semelhante a dentina ao longo das
paredes do canal, com mudancas aparentes na
orientacdo do tubulo dentinario. Presenca de céls.
Odontoblésticas

G2: tecido semelhante ao cemento

G1 e G2 - tecido conjuntivo recém-formado dentro
dos canais radiculares rico em vasos sanguineos e
tecido fibroso.
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6- DISCUSSAO

O transplante de células tronco deciduas tem se mostrado promissor na
endodontia regenerativa, tendo em vista que, o0s estudos analisados
demonstraram resultados significantes e eficazes na regeneracao do complexo
dentino-pulpar (Nakashima et al. 2017; Xuan et al. 2018; Guo et al. 2020;
Abdelaz, et al. 2019; Huang, et al. 2019). Além disso, o transplante da polpa
dentaria é acobertado pela (Lei 9.434/97) que permite a doacdo de 6rgaos e
partes do corpo humano para transplante, desde que autorizada pelo
responsavel. A utilizacdo das células-tronco também € permitida pela (Lei de
Biosseguranca 11.105/05) para fins terapéuticos e de pesquisa.

O uso das células-tronco na endodontia regenerativa ja passou pelo uso
das células da medula 6ssea, células da polpa de dentes permanente e mais
recentemente tem-se optado pelo emprego das células tronco dos dentes
deciduos esfoliados (AAE 2017; Schmalz, 2014; Yang e Zeng, 2016;
Hargreaves et al. 2013). Ap0s comparados caracteristicas in vitro de células-
tronco da polpa dentaria de dentes deciduos (SHED), células-tronco da polpa
dentaria humana (DPSCs) e células-tronco mesenquimais da medula éssea
humana (BMSCs) KUNIMATSU et al., (2018) concluiram que SHEDs exibiram
maior capacidade proliferativa, encurtando o tempo para atingir o numero de
células para transplante. A morfologia dos SHEDs expandidos, in vitro, é
semelhante a fibroblastos e apresentam marcadores para células tronco
mesenquimais. As SHEDs expressaram genes caracteristicos de osteoblastos,
adipdcitos, condroblastos, neurdcitos e diversidade de marcadores expressos
confirmou a capacidade de diferenciacdo multilinhagem (ZHANG et al., 2016).
Resultado semelhante foi obtido no estudo de SUCHANEK et al., (2018) onde
ocorreu elevada taxa de proliferacdo e diferenciacdo, osteogénica,
condrogénica e adipogénica com viabilidade celular superior a 90%.

Essa capacidade proliferativa da SHEDs pode ser intensificada com uso
de laser de Laser de Diodo de Baixa intensidade (LLLI), com comprimento de
onda de 660 nm, 30 mw de poténcia e densidade de energia de 1 J/cm?, sem
afetar a viabilidade celular ou danificar células. (GINANI et al., 2018).

Portanto, SHEDs sao clinicamente mais vantajosas na terapia

regenerativa em comparacdo com DPSCs e BMSCs, e por isso, tém sido 0s



49

mais empregados na regeneracao do tecido pulpar nos ultimos anos (Xuan et
al., 2018). Segundo o mesmo autor a implantacdo de SHEDs levou a
regeneracdo de todo o tecido da polpa dentaria. Foi possivel identificar a
presenca de uma camada de células odontdblasticas, tecido conjuntivo e vasos
sanguineos, semelhantes a polpa dentaria normal, além disso houve aumento
na espessura de dentina e sensibilidade pulpar. No grupo tratado com
apicificagdo, os resultados n&o foram promissores e o comprimento da raiz nao
foi aumentado e nem o forame apical foi fechado apds 12 meses.

Corroborando o estudo anterior NAKASHIMA, (2017) mostrou em seu
estudo que apOs o transplante de células-tronco autélogas em dentes com
pulpite irreversivel houve formacdo de dentina apical e lateral no canal
radicular. O tecido regenerado pode transmitir sinais sensoriais e recuperar o
suprimento vascular. Resultados semelhantes foram obtidos por Yan et al.,
(2018) quando realizaram transplante autologo. Os resultados mostraram que a
polpa pode alcancgar resultados clinicos e radiograficos semelhantes aos
relatados em estudos da técnica de revascularizacdo tradicional (Rodriguez-
Benitez et al. 2015, Yamauchi et al., 2011) incluindo cura da inflamacao
periapical, espessamento continuo da parede do canal radicular, aumento do
comprimento da raiz e reducéo do diametro apical. GUO et al., (2020) também
realizaram transplante de SHEDs exdgenos em porcos jovens e 0s resultados
exibiram uma polpa dentaria com regeneracao funcional, com vasos e nervos,
contendo odontoblastos. Quando os dentes foram re-extraidas do tecido pulpar
regenerado possuia maior multipontencialidade e capacidade angiogénica.

No estudo comparativo da formacdo de dentina reparadora usando
terapia com células tronco versus hidréxido de calcio no capeamento pulpar
verificou-se que a dentina neoformada por SHEDs foi semelhante a dentina
secundaria normal com arranjo irregular e menor quantidade dos tubulos
dentinarios. Ja no CA(OH)2 a dentina neoformada era amorfa e a-tubular que
nao se assemelha a dentina tubular normal. A quantidade de Célcio e Fosforo
foi relativamente maior no grupo contendo SHEDs. O CA(OH)2 mostrou
conteddo mineral estatisticamente menor. A diferenciacdo odontogénica das
SHEDs foi avaliada pela coloragdo com vermelho de Alizarina. A presenca de

manchas de nodulos vermelho-laranja € indicativa de mineralizagdo e
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diferenciacdo bem-sucedida. As SHEDs mudaram seu aspecto fusiforme para
poligonal que indica diferenciacdo. (ABDELAZ et al., 2019).

Diferente dos outros estudos HUANG et al., (2019) realizaram a técnica
de transplante de células-tronco autélogos em dentes permanentes jovens
necroéticos. Apesar da condi¢do pulpar do dente os resultados mostraram a
formacdo de estruturas semelhantes a dentina contendo tdbulos dentinarios,
vasos e fibras, e células odontoblasticas amplamente distribuidas. Enquanto
gue o grupo dos dentes submetidos a revascularizacéo tradicional mostraram
principalmente tecido de reparo semelhante a cemento ou 0Sso, € poucos
odontoblastos foram observados, corroborando os resultados de Yamauchi et
al. (2011) e Wang et al. (2010). Além disso, a redugdo do diametro e
fechamento apical foi maior no grupo que recebeu SHEDSs.

Apesar de muitos estudos promissores em modelos animais, ha algumas
barreiras que dificultam o progresso das pesquisas em humanos. Mesmo com
estes resultados favoraveis, sdo necessarios mais ensaios clinicos
randomizados, pois € necessario considerar todas as diferencas morfologicas
existentes entre animais e humanos, como as propor¢des desiguais de seus
dentes. Outro ponto que deve ser destacado é a singularidade de caso clinico,
devendo, portando, ser avaliado individualmente objetivando estabelecer a
melhor estratégia de tratamento a ser seguida em cada caso. Ademais, é
recomendado pela Academia Americana de Odontopedriatria (2008) que os
dentistas acompanhem e se mantenham atualizados sobre os estudos que vem
sendo realizados sobre células-tronco da polpa dos dentes deciduos para que
assim estejam aptos a informar corretamente 0s pais ou responsaveis sobre a
coleta, cultivo e preservacdo destas células, além de enfatizar o potencial

terapéutico que possuem.
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7- CONSIDERACOES FINAIS

As células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos mostraram-se
seguras e eficazes para regenerar do complexo dentino-pulpar, restaurar da
funcdo pulpar e promover desenvolvimento da raiz. Além disso, as SHEDs
demonstraram alto potencial proliferativo e de diferenciagdo em multi-linhagens
participando do processo de Odontogénese, Angiogénese e Neurogénese. A
dentina neoformada por SHED foi semelhante a dentina secundéaria normal, ja
a dentina neoformada pelo Ca (OH)2 foi a-tubular e amorfa. Apesar dos
estudos realizados até o momento, ainda ndo existem ensaios clinicos
randomizados com grande quantidade de pacientes humanos sobre o efeito
das SHED’s para analisar a eficacia da regeneragcdo do complexo dentino-
pulpar. Sugere-se novas pesquisas com ensaios clinicos randomizados com o
tratamento teste e controle para aquisicdo de dados mais detalhados sobre o
funcionamento desse tratamento inovador em seres humanos e aquisicdo de
um método terapéutico eficaz para regeneracdo do complexo dentino-pulpar,
para que a endodéntica regenerativa baseada em células-tronco da polpa

dentaria decidua se torne uma realidade.
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