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RESUMO

Sao utilizadas no mundo atual para as terapias de substituicdo dentes, algumas
técnicas que ndo sao bioldgicas, como por exemplo, os implantes dentarios, as prote-
ses, e as restauragdes diretas. Mas com novas pesquisas essas técnicas estdo sendo
questionadas a respeito da longevidade e da eficicia. A falta dos dentes tem sido um
impulso para a atuacao de estudos que procura o crescimento das engenharia biolo-
gica na Odontologia. Nos dias de hoje, varios estudos estdo concentrando no desdo-
bramento de processos para manusear as células-tronco, planejando o crescimento
dos recursos terapéuticos restauradores dos 6rgaos e tecidos do corpo humano. Os
estudos em bioengenharia tem se aplicado na especificacdo de células osteoprogeni-
toras, para criar tecidos 0sseos, e na criacdo de tecidos correspondente a polpa den-
taria, dentina e ligamento periodontal, criando um enorme evolu¢do nos estudos com
as células-tronco presentes em tecidos bucais, por ter um acesso facil e de ndo serem
orgaos vitais, sendo assim de grande interesse para testes da bioengenharia tecidual.
Para gque esta técnica seja eficiente, sdo essenciais trés fatores, sendo eles as células-
tronco, os fatores de crescimento e a matriz extracelular. Estas pesquisas e a aplica-
cdo das células- tronco pela engenharia tecidual, nos Ultimos anos, teve um grande
avanco em relacdo a regeneracdo e a reparacdo das estruturas dentarias e ainda

assim até na substituicdo de um dente completo.

Palavras-Chave: Células-tronco. Engenharia Tecidual. Odontologia.



ABSTRACT

Some techniques that are not biological, such as dental implants, prostheses, and di-
rect restorations, are used in today's world for substitution therapies. But with new re-
search these techniques are being questioned about longevity and efficacy. The lack
of teeth has been an impetus for studies that seek the growth of biological engineering
in dentistry. Nowadays, several studies are concentrating on the unfolding of pro-
cesses to handle stem cells, planning the growth of therapeutic restorative resources
of the organs and tissues of the human body. Bio-engineering studies have been ap-
plied to the specification of osteoprogenitor cells to create bone tissues and to create
tissues corresponding to den- tary pulp, dentin and periodontal ligament, creating a
huge evolution in the studies with the stem cells in oral tissues, because they have
easy access and are not vital organs, and are therefore of great interest for tissue
bioengineering tests. For this technique to be efficient, three factors are essential, be-
ing they the stem cells, the growth factors and the extracellular matrix. This research
and the application of stem cells by tissue engineering in recent years has made a
great advance in the regeneration and repair of dental structures and even in the sub-

stitution of a complete tooth.

Keywords: Stem cells. Tissue Engineering. Dentistry.
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1 INTRODUCAO

A evolucao da biologia celular e molecular tém auxiliado para o crescimento
de técnicas para a regeneracao de tecidos e orgaos que foram prejudicados por de-
formidades congénitas, traumas e doencas. Os primeiros a descrever a definicao de
engenharia tecidual foram Langer e Vacanti (1993), sendo intitulado como um ‘campo
interdisciplinar que visa aplicar os principios da engenharia, biologia e ciéncias clinicas
para o desenvolvimento de substitutos bioldégicos que possam manter, restaurar, ou
melhorar a funcéo de 6rgédos e tecidos, embasado na utilizagcéo de células-tronco.’

As células-tronco séo indiferenciadas e possuem elevada capacidade de autor-
renovacao e producao celular especializado de pelo menos um tipo diferente. Séo
segmentadas em duas maneiras: adultas e embrionarias. Diante desta situacdo a cé-
lula-tronco adulta tem vantagem de ser autogénica e a embrionéaria tem a propriedade
de diferenciar e se proliferar em tipos celulares diferentes. Para os autores Chen et al.
(2012), para o cirurgido-dentista, o uso das células-tronco foi usado pois a polpa de
dentes permanentes e deciduos apresentam especificas caracteristicas, altamente
proliferativas, clonogénicas e de autorrenovacao, gerando diferentes tecidos (RAI,
KAUR e SAUR, 2013).

Tais células sédo encontradas no mesénquima, existentes em exclusividade nos
dentes deciduos, foliculo dental, papila apical, na polpa dental e ligamento periodontal.
Apontam alta propriedade de ser regenerativa e proliferativa dos tecidos humanos,
sejam n&o dentais ou dentais (DALTOE, MIGUITA e MANTESSO, 2010; ARAKAKI,
GALLO, et al., 2012; MATHUR, CHOPRA, et al., 2014).

As células-tronco podem apresentar estados diferentes de potencialidade,
como das células-tronco da epiderme, incluindo a totipotencialidade do zigoto, a plu-
ripotencialidade de uma célula-tronco embrionéria, a multipontencialidade de células-
tronco fetais ou de tecido adulto e a unipotencialidade de um tecido celular especifico
(KRABBE, ZIMMER e MEYER, 2005; SERAKINCI e KEITH).

De acordo com CASAGRANDE et al. (2011) perante ao descobrimento de cé-
lulas-tronco presentes em dentes, juntamente com as evolucdes recentes na area da
biologia celular e molecular tém levado a novas habilidades terapéuticas que se pro-
pdem-se a regenerar os tecidos bucais que foram atingidos por doenga ou trauma.
Esclarece também que a engenharia tecidual € multidisciplinar, como biologia, enge-

nharia e ensaios clinicos, com a meta de gerar novos tecidos e 6rgaos. Certificando
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gue atualmente, a Odontologia regenerativa tem investigado a potencialidade da apli-
cacdo das células-tronco e da bioengenharia na regeneracao e reparo dos dentes. A
Visdo que se tem é que a odontologia regenerativa tenha um lugar importante na rotina
do cirurgido-dentista em sua pratica clinica odontoldgica.

Diante destes entendimentos, vale ressaltar que a perda de dentes continua
sendo uma circunstancia para a auséncia de qualidade de vida. Fatores como defeitos
genéticos, anomalias congénitas, habitos deletérios ou perda precoce de dentes por
trauma, carie dentaria e doenca periodontal, sdo fatores que auxiliam para tal condi-
cdo. Neste caso, a primeira escolha do cirurgido-dentista € reabilitar os pacientes com
técnicas ndo bioldgicas, como préteses dentarias e implantes (DUAILIBI, DUALIBI, et
al., 2004).

Na presenca destes esclarecimentos, o estudo tem como objetivo avaliar a
possibilidade em atingir um sucesso de tratamento com técnicas biolégicas, como a
utilizacdo de células-tronco presentes em polpa de dentes deciduos, onde séo alta-

mente desejaveis para reposicao dentaria.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar através de uma revisdo de literatura a eficacia das células-tronco pre-
sentes em polpa dentaria em processo de risélise dos dentes deciduos para regene-

racao tecidual.

2.2 ESPECIFICO

¢ |dentificar as técnicas de manipulacdo das células-tronco, no intuito de bioen-
genharia tecidual.

e Avaliar as atuais tendéncias das pesquisas com células-tronco em polpa de
dente higidos e a evolucdo ao longo dos anos;

e Elaborar uma sugestdo de padronizacdo da técnica de remocdo correta da

polpa dentéria.
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3 METODOLOGIA

O método utilizado no trabalho foi por busca de artigos cientificos em revistas,
livros, bases PubMed, Scielo e Google Académico, entre os anos 2000 e 2018, revi-
sando a literatura, investigando as mais recentes pesquisas a respeito do potencial de
regeneracao dessas células. Foi utilizado como descritores para buscas os seguintes

”

termos: “stem cells and dentistry” “células tronco e odontologia”. Como critério de in-
clusdo foram adotados, os artigos escritos em inglés e portugués, aqgueles que se
enquadraram dentro do enfoque do trabalho, e os mais relevantes em termos de deli-
neamento das informacdes desejadas, além da disponibilidade do texto integral do

estudo investigado.
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4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 CELULAS-TRONCO

As células-tronco (CT) possuem potencial de auto renovacéo e diferenciacao
de multiplas linhagens, sendo que a diferenciacdo é um pré-requisito para a aplicacédo
de células-tronco na medicina regenerativa e na terapia clinica. Sao utilizadas pois ha
a possibilidade de diferenciacdo controlada, que é utilizada principalmente em trata-
mentos clinicos. A modulacdo mecanica se da pelo fato de que as CT se diferenciam
in vivo e in vitro de acordo com a elasticidade e rigidez de seu microambiente em
linhagens distintas. Os sinais mecéanicos, que incluem proteinas integrinas, citoesque-
leto de actina e nucleo sao importantes para detectar e transmitir informacdes ao nu-
cleo da célula (MAO, GAVARA e SONG, 2015).

O processo de auto renovacgéo das CT fazem com que ocorra uma assimetria
na divisdo celular, no qual apenas uma das duas células filhas se diferencia. Dentre
0S mecanismos envolvidos, h& fatores de transcricdo, modificacbes epigenéticas e
horménios. As células CT podem ser de dois tipos: células estaminais embrionarias
(CEE), presentes nos estagios iniciais de desenvolvimento somatico, pluripotentes. As
células tronco sométicas (CTS) sdo multipotentes e s6 podem se diferenciar em um
tipo de célula, tecido ou 6rgdo de onde sdo originadas. Ha na literatura também a
indicacdo de uma outra célula especifica que esta vinculada ao inicio do cancer, de-
nominada como célula-tronco cancerosa (CTC) (MENS e CHANBARI, 2018).

As células-tronco hematopoiéticas (CTH) séo células tronco adultas que estao
sendo amplamente pesquisadas, sendo que na Ultima década foram descritas em di-
versos tecidos e 6rgdos. As abordagens comparativas de sua biologia proporcionaram
evidéncias de diversas convergéncias biolégicas em tecidos adultos, denominadas
como Stemness. Células tronco hematopoiéticas sédo definidas por sua capacidade
clonal de restaurar a homeostase do sistema sanguineo, porém, ndo ha comprovacgao
de que todas as células-tronco sédo capazes de realizar tais funges quando transplan-
tadas (SCOTT, 2017).

As células-tronco pluripotentes (CTP) podem ser localizadas em tecidos adul-
tos e no sistema hematopoiético. Estas células estaminais podem ser potencialmente

utilizadas no lugar de células embrionarias humanas, e assim serem utilizadas nas
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terapias celulares e regenerativas. Podem ser localizadas em todo o tecido adulto e
sé8o mais numerosas em orgaos fetais (BHARTIYA, 2017).

As células-tronco mesenquimais (CTM) representam apenas 0,001% a 0,1%
da populacéo total de células nucleadas, que apresentam capacidade de aderéncia e
elevado potencial proliferativo na presenca de bFGF, e linhagens de cultura in vitro
podem ser reproduzidas a fim de ser criada uma populacao clonal homogénea, e di-
ferenciam-se em diversas linhagens, incluindo masculos, células da pele, neurénios e
hepatocitos, e sdo positivas para os marcadores celulares CD44, CD73, CD90,
CD105, CD271 e STRO-1, facilitando o seu reconhecimento, além de serem negativas
para os marcadores de células hematopoiéticas como CD34 e CD45 (OHKOSHI,
HARA, et al., 2017).

Na representacdo esquematica da figura 1, € informado os principais tecidos
que podem ser utilizados para a extracao das células-tronco mesenquimais. A medula
0ssea, o tecido adiposo e a polpa dentéria sao as principais fontes. As células soma-
ticas podem também ser reprogramadas para obter células-tronco pluripotentes indu-
zidas (iPSC). Ambas as fontes podem ser mantidas em cultivo e apds autor replica-
¢Oes induzidas, se diferenciam para o tipo celular ao qual foi induzido (HORINOUCHI,
ABUD, et al., 2018).

Figura 1- Representacdo esquematica de reprogramacao.

Célula somatica

o o
5a° o
»

o.o’

Reprogramacao

Células-tronco

Diferenciacao
em diversos
tipos celulares

Fonte: Horinouchi, et al. (2018).
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Na literatura, é discutido que as células-tronco mais efetivas na medicina rege-
nerativa sdo as isoladas de tecidos pos-natais (RATAJCZAK, 2017). Normalmente,
este tipo de terapia € utilizado para o tratamento de doencas malignas e ndo malignas
hematoldgicas, hereditarias, entre outras. Ha mais de meio século € abordado o trans-
plante de CTH, porém, ainda € um desafio a aplicabilidade nas areas de mobilidade
celular, homing e enxerto, que com o0 aumento das pesquisas genéticas e desenvolvi-

mento de outras ferramentas, ndo sdo mais inatingiveis pela ciéncia (PELUS, 2017).

4.3 CELULAS-TRONCO DENTARIA

Os dentes possuem em sua composicao tecidual um elevado nivel de minerais,
por esse motivo sdo estruturas rigidas e resistentes. As camadas mais importantes
sao (figura 2): esmalte, dentina, camara pulpar, canal radicular contendo a polpa, li-
gamento periodontal, canal acessorio e forame apical. Os elementos externos e asso-
ciados a essas camadas sdo a gengiva e 0 0sso presente no maxilar. O esmalte € um
revestimento exterior da coroa do dente, possuindo uma camada externa de aproxi-
madamente 2 mm de espessura, ja a dentina é formada por tecido conjuntivo minera-
lizado, que é coberto pelo esmalte ou cemento, € rigido como 0s 0ssos, mas também
por possuir microttbulos possui permeabilidade. A polpa dentéria é vascularizada e
inervada, constituida por tecido conjuntivo e é a parte que fica internamente ao dente
(XAVIER, BOMFIM, et al., 2016).

Figura 2- Anatomia do dente.
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Fonte: Li et al. (2017).
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Atualmente, h& o crescimento na area de engenharia tecidual para o reparo e
regeneracao das estruturas dentais, que podem ser realizadas a partir de células-
tronco presentes em dentes permanentes e dentes deciduos, que estdo associadas
com a utilizacdo com fins terapéuticos, que podem reestabelecer a fungcdo mastigato-
ria e estética dos pacientes utilizando uma abordagem de terapia bioldgica. Para isso,
€ necessario realizar técnicas que proporcionem um microambiente adequado para a
adesao e migracao celular, em que as caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas
sejam favoraveis para este crescimento e diferenciacio (CASAGRANDE,
SILVALAUXEN e FERNANDES, 2009).

As células-tronco da polpa dentaria (CTPD) possuem grande capacidade de
utilizacdo em terapias celular, havendo diferentes tipos, que possuem um potencial
exclusivo de diferenciacdo celular. O papel de cada célula germinativa esta associado
com o desenvolvimento no arco mandibular do embrido, que logo apos a iniciacao do
dente possui dois tecidos diferentes, o epitélio e mesoderme dentaria. Estes dois te-
cidos possuem células indiferenciadas com a informacéo exata para o desenvolvi-
mento normal de um dente, necessitando de ambos tecidos para gerar um dente in-
teiro. Durante este desenvolvimento, sdo derivados trés tipos de tecidos do meso-
derma dentério e do epitélio dental: foliculo dental, papila dentaria e 6rgdo do esmalte
(figura 3) (MORSCZECK e REICHERT, 2017).

Figura 3- Fases iniciais do desenvolvimento do germe dentério.

Germe dentdrio na fase de botdo ou broto Germe dentdrio na fase capuz Germe dentdrio na fase campanula
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Epitélio bucal primitivo Epitélio interno do érgdo do esmalte

Lamina dentaéria

. - Reticulo estrelado
Botdo epitelial
Papila dentéaria

Fonte: Gongalves (2015).
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A polpa dentaria, que é envolta pela dentina, se conecta por um espaco fechado
com o forame apical, e possui elevada capacidade de reparacdo dos dentes desgas-
tados ou cariados, sendo que ha producao de tecido 6sseo no processo de cicatriza-
céo da polpa dentéria. Os polipos de polpa dentaria sdo entdo formados como tecidos
do granuloma para cobrir nervos expostos, e por esses fatores expostos foram inicia-
dos estudos com a polpa dentéria, pois os resultados sugeriam que este tipo de célula
poderia se diferenciar em células de diferentes linhagens (OHKOSHI, HARA, et al.,
2017).

Estas células possuem o potencial de se diferenciarem em odontoblastos, os-
teoblastos, miécitos, adipdcitos, condrocitos e neurdcitos (figura 4) in vitro e in vivo,
gue sao um ponto importante na formacéo e reparacdo 6ssea, que com efeitos auto-
crinos e paracrinos, reestabelecem a funcéo esquelética. As primeiras células-tronco
mesenquimais (CTM) foram isoladas de dentes deciduos de humanos esfoliados (HU,
LIU e WANG, 2017).

Figura 4- Células-tronco de tecido pulpar com capacidade de se diferenciar em dife-

rentes tipos celulares.
a (&
<

células-tronco

isoladas

oo " {
adipocitos " ' AL -

odontoblastos ; .
células neurais

Fonte: Soares et al. (2007).

A coleta pode ser realizada de forma nao invasiva, ja que se trata de um mate-
rial biol6gico descartavel e o armazenamento das células pode ser realizado com téc-

nicas de criofatura. As células de dentes deciduos nao esfoliados sdo semelhantes as
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células isoladas do corddo umbilical, e apresentam elevada taxa de proliferacéo, dife-
rente das isoladas de dentes permanentes. Um exemplo de utilizagdo da técnica é no
tratamento de canal (figura 5), que ao invés de se realizar a retirada completa da polpa
do paciente, devida a inflamacéao, € realizada a mistura de células-tronco que contém
proteinas para a completa regeneracéo do dente (GARCIA, ROQUE e SILVA, 2017).

Figura 5- Tratamento de canal utilizando células-tronco.

. mistura nova polpa

1 4

Fonte: Garcia et al. (2017).

ApoOs o aparecimento das células-tronco, a comunidade cientifica passou a in-
vestigar como deveria ser o isolamento destas células e como deveriam ser cultiva-
das. A engenharia tecidual estuda um conceito denominado como triade, que é base-
ada em trés principios basicos: células-tronco progenitoras, o scaffold e os fatores de
crescimento. O scaffold € uma matriz extracelular que ird manter o delineamento dos
tecidos e as substancias que induz o crescimento e a diferenciacéo celular, pode ser
de colageno, minerais 6sseos ou materiais sintéticos (SEGUNDO e VASCONCELOS,
2007; HAN, MENICANIN, et al.).

Estas estruturas tridimensionais que podem ser biolégicas ou sintética, biode-
gradaveis ou permanentes, denominadas como scaffolds sao utilizadas para dar su-
porte tridimensional que ird proporcionar o microambiente ideal para a adesédo e mi-
gracao celular, por apresentarem caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas. A mi-
cro porosidade também é um fator importante para o crescimento e diferenciagéo des-
tas células, em que a conectividade entre as células facilitam o transporte de nutrien-
tes e eliminacdo de produtos do metabolismo celular. Aléem das células-tronco e a

matriz (scaffold) € necessario a disponibilidade de proteinas sinalizadores que estéo
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associadas aos fatores de crescimento, que irdo estimular a diferenciagéo celular (fi-
gura 6) (SOARES, KNOP, et al, 2007; CASAGRANDE, SILVALAUXEN e
FERNANDES, 2009).

Figura 6- Fatores da bioengenharia odontologica com células-tronco.

matriz

fatores de crescimento

celulas-tronco

Fonte: Soares et al. (2007).

As CTM presentes na polpa dental sédo obtidas com facilidade e sem dor, dife-
rente da coleta de células-tronco mesenquimais presentes na medula éssea, pois sdo
coletadas de dentes do siso e de dentes deciduos. Estas células, como ja informado
anteriormente, possuem elevada capacidade proliferativa e mesmo apds diversas

passagens in vitro, ndo perdem as suas propriedades (OHKOSHI, HARA, et al., 2017).

5 DISCUSSAO

5.1 EVOLUCAO DAS TECNICAS DE UTILIZACAO DE CELULAS-
TRONCO DE DENTES DECIDUOS

Em 1999 as células-tronco foram eleitas como o avanco cientifico do ano pela
revista Science. Os artigos publicados sobre células-tronco associadas a odontologia
s6 iniciam por volta de 2001, sendo que em 2007 ja ha diversos artigos disponiveis
em variados periédicos. Os temas mais abordados eram sobre a possibilidade de as
células-tronco presentes na polpa dentéria realizar a regeneracéo 6ssea por mediagao

de moléculas sinalizadoras, que sao os fatores de crescimento (TGF-B) (ZHANG,
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CHEN, et al., 2005; LASAKOSVITSCH e LASAKOSVITSCH, 2007; PEREIRA, 2008;
NEDEL, ANDRE, et al., 2009).

Um dos primeiros artigos publicados sobre células-tronco de dentes deciduos
esfoliados, foi publicado em 2003 por Miura et al. e até o presente momento possui
2552 citacdes. Um trabalho anterior, publicado por Gronthos et al. (2000) havia rela-
tado como se da a cultura de dentes permanentes de adultos entre 19 e 29 anos.
Durante o trabalho de Miura, os autores relatam a extracao de células-tronco de "alta
qualidade" de criancas entre 7 e 8 anos de idade. O seguinte protocolo foi utilizado
para os dois trabalhos: a polpa foi separada da coroa remanescente e depois foi dige-
rida com a solugcédo de 3mg/mL de colagenase type | e 4 mg/mL de dispase, durante
1h a 37 °C. Para a cultura foi realizada a suspensao de uma Unica célula em meio de
cultura. As suspensdes da polpa dentaria unicelulares eram salpicadas em placas de
6 pocos, com Meio de Cultura Eagle e suplementadas com 20% de soro fetal bovino,
100 mM de iodo L-ascbico 2-fosfato, 2mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina,
100 mg/mL de estreptomicina e incubadas a 37 °C em 5% de CO..

No trabalho de Zhang et al. (2005), os autores discorrem sobre a importancia
das Proteinas Morfogenéticas Osseas e fatores de crescimento de fibroblastos. Além
disso, os autores analisam o potencial génico, pois alterando alguns genes, ha a su-
gestado de alterar até mesmo o formato dos dentes.

O trabalho de Miyagi (2008) realizou a analise em processo in vitro das protei-
nas da matriz extracelular (MEC) e da metaloproteinase da matriz (MMPs) em células-
tronco de polpa de dente humano. Durante a tese, foram utilizadas polpas de dentes
deciduos de criancas entre 5 e 7 anos de idade. O material foi previamente congelado
em nitrogénio liquido e crioprotegida com DMSO (dimetilsulfoxido). A cultura celular
de DMEM/Ham’s F-12 foi suplementada com 15% de soro fetal bovino, 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de streptomicina, 2 mM de L-glutamina e 2 mM de aminoé&cidos
nao essenciais. A area de cultivo utilizada foi de 70% do frasco, e acompanhado por
microscopia de fase invertido, trocando o meio de cultura a cada 2 ou 3 dias.

A primeira publicacdo localizada sobre células-tronco da polpa dentaria foi em
2007, publicado por Kerkis et al. No trabalho, os autores informam que foi realizada o
isolamento de uma populagcédo de células-tronco imaturas, mas que expressavam 0S
marcadores moleculares Oct-4, Nanog, SSEA-3, TRA-1-60 e TRA1-81. Os autores

também relataram que apds 25 passagens as células ainda mantinham a expresséo
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destes marcadores assim como a populacao clonal. Estas células foram diferenciadas
para células esqueléticas, neurbnios e cartilagens.

Em 2009 foi publicado por Coppe et al. um trabalho sobre a caracterizacéo de
dentes deciduos em relacéo a polpa dentaria. O isolamento foi realizado de dentes
recém extraidos e digeridos com 4 mg/mL de cologenase/dispase para que a coroa e
raiz do dente fosse liberada da polpa dentaria, e meio de cultura Eagle com adicdo de
10% de soro fetal bovino.

No trabalho publicado por Koyama et al. (2009), foi realizada uma pequena
modificacdo na separacao da raiz e coroa da polpa do dente, em que ao invés de 3
mg/mL de colagenase do tipo I, foi utilizado 3 mg/mL. O resto do protocolo foi realizado
como descrito anteriormente.

Ja no trabalho publicado por Miyagi (2010), houve diferenca na concentracao
de soro fetal bovino (20%). O trabalho publicado por Nam e Lee (2009) explica com
mais detalhes como era realizada a extracao da polpa, em que o dente deciduo era
armazenado em uma solugdo salina Hank, e suplementada com antibiéticos a 4 °C
para evitar a contaminacdo. Os tecidos da polpa dentaria eram extraidos com uma
pinga fina, e picada em 1 mg/mL de colagenase do tipo | e 2,4 mg/mL de dispase -
vale salientar que as concentracdes de colagenase tipo | e dispase sao alteradas em
quase todos os protocolos.

Em 2012, um estudo publicado por Gioventu et al. propde um novo método para
armazenar as células-tronco de polpa dentaria, que normalmente é realizada com
congelamento em nitrogénio liquido posterior a lavagens de células com DMSO. Os
dentes, logo apds a extracao dentéria foram perfurados com laser Nd:YAG no com-
primento de onda 1064-10600 nm e 27-90 mJ de energia de pulso, para obter micro
canais através do esmalte, assim alcancando a polpa do dente se a danificar. Nos
dentes caninos foram realizados até 2 buracos e nos molares ou incisivos até 4 bura-
cos, os dois com diametro entre 0,07 a 0,3 mm. Outro fator diferente neste ensaio foi
0 meio de cultura utilizado, o RPMI 1640, em que os dentes foram colocados em um
frasco contendo este meio com temperatura controlada entre 4 e 2 °C. Para a criopre-
servacao, os dentes perfurados foram processados em 24 horas ap0s a extracao e
transferidos para meio de cultura RPMI contendo 10% de albumina humana e 10% de
DMSO. Referente ao isolamento das culturas, os dentes deciduos foram digeridos
apenas com 1 mg/mL de colagenase A, e o restante do protocolo n&o possui alteragao

com os anteriormente citados.
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Lizier et al. (2012) propuseram uma nova forma de se realizar a extracdo da
polpa, sem utilizar tratamento enzimatico. Os autores informam que as primeiras cé-
lulas que crescem possuem aparéncia de fibroblastos (figura 7), e que apos 3 ou 4
dias, as células recém extraidas apresentam namero elevado de multiplicacéo, e isso
gera uma enorme capacidade de producao de células-tronco. Os autores sugerem
que nao houve diferenca significativa dos fenétipos esperados mesmo apds 6 meses

de cultura.

Figura 7- Células-tronco com aparéncia de fibroblastos (escala 10 um).

Fonte: Lizier et al. (2012).

A preparacao de um scaffold foi apresentada por Coyac et al. (2013), com pro-
tocolos de extracdo de polpa e de expansao de células ja citados anteriormente neste
trabalho. Para a preparagdo do material scaffold, foram utilizados géis de colageno
plasticamente comprimidos. 3,6 mL de colageno estéril do tipo | (rat-tail collagen) com
concentracéo de proteina de 2,01 mg/mL em 0,6% de acido acético foi misturada com
0,9 mL de meio Eagle modificado DMEM (10 vezes) e neutralizado por adigéo de gota
de NaOH (5 M), até atingir pH 7,4. As células foram incorporadas na solucao de cola-
geno a uma densidade de células de aproximadamente 150.000 / mL e em seguida
0,9 mL / poco foi pipetada em uma placa de 4 pocos e transferida para incubacéo
durante 30 min a 37 °C. Depois da polimerizag&o, os hidrogéis foram colocados em
uma pilha contendo papel absorvente, malha inoxidavel e nylon e apds, uma compres-
sdo de 1 kPa durante 5 minutos. Apoés este procedimento os scaffolds foram transfe-
ridos para placas de 6 po¢cos com meio de cultura DMEM.
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Wen et al. (2016) verificaram se o plasma modificado rico em plaguetas auxili-
aria na proliferacéo e diferenciacdo das células-tronco da polpa dentaria de dentes
deciduos. A polpa foi removida de dentes néo cariados de criancas entre 6 e 10 anos
e semeados em cultura conforme os dados ja existentes na literatura. Os autores su-
gerem que o plasma pode ser utilizado em alternativa para o soro fetal bovino, e que
2% de plasma modificado rico em plaquetas pode ser um 6timo substituinte para 10%
de soro fetal bovino.

Werle et al. (2017) realizaram ensaios para observar se a hipdxia teria alguma
relagdo com a expressdo de marcadores de pluripoténcia em células-tronco de dente
deciduo. O tratamento dos dentes foi realizado com a enzima colagenase tipo |, 0,2%
durante 60 minutos a 37 °C, as células foram transferidas para meio modificado Eagle
com 10% de soro fetal bovino e suplementado com antibiéticos. A inducéo de hipoxia
foi realizada em uma camara selada, com mistura de O2 a 3%, CO2 5% e N2 a 92%
a 20 L/min durante 4 minutos a 37 °C, para acompanhar possiveis alterac6es de pH.
N&o houve alteracdo do pH ao longo de 24 horas. Os resultados indicam que hé dife-
renca significativa (p<0,01) nos genes relacionados a pluripoténcia quando compa-

rado com o controle negativo sem hipoxia.
5.2 SUGESTAO DE PADRONIZACAO

Foi possivel observar que existem muitos tipos de trabalhos relacionados a ex-
tracdo da polpa de dentes deciduos para ser possivel obter células-tronco, porém néo
ha tantos trabalhos em gque os protocolos sejam claros e precisos. Por este motivo, o
presente trabalho definiu como um dos objetivos especificos a sugestao de um proto-
colo passo a passo para a extracao correta da polpa dentaria:

- Deve ser realizado em criancgas entre 0os 5 e 12 anos de idade, que estdo em periodo
de troca dentéria;

- A extracdo da polpa deve ser realizada de forma asséptica por um dentista;

- Tratamento da polpa dentaria com 0,2% de colagenase em meio RPMI 1640 durante
1 hora a 37 °C;

- Centrifugacéo das células, seguida de transferéncia para o meio modicado Eagle
contendo 10% de soro fetal bovino, suplementado com 100 U/mL de penicilina, 100

Mg/mL de streptomicina, 2 mM de L-glutamina e 2 mM de aminoacidos ndo essenciais;
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- Plagueamento inicial em placas de cultura de 4 pocos, sendo repicados a cada 3 ou
4 dias a 37 °C, observando o aumento de multiplicac&o;

- Apos, plagueamento em placas de 6 pocos a 37 °C;

- Em caso de realizar o congelamento, as células devem ser lavadas com meio RPMI

1640 2x e ressuspender com meio modificado Eagle contendo 10% de DMSO.

6 CONCLUSAO

A ciéncia e tecnologia sempre caminharam juntas ao longo da civilizacdo da
humanidade. Quando novas descobertas sdo realizadas, é necessario também pro-
duzir novos equipamentos para acompanha-las. A descricdo das células-tronco e suas
capacidades terapéuticas foram um dos maiores avancos cientificos deste século, que
nos proporcionou e ainda vai nos proporcionar muitas novas descobertas.

No campo da odontologia, este tipo de abordagem terapéutica pode ser utili-
zado para tratamentos odontoldgicos quanto clinicos, pois as células-tronco presentes
na polpa dentaria podem ser utilizadas em diversos locais do corpo humano. Outro
aspecto importante é que, com a utilizacado de dentes deciduos, ndo ha necessidade
de proporcionar dor ao paciente, pois sdo dentes que sdo substituidos naturalmente
na troca de dentigcéo.

O presente trabalho visou informar ao leitor os aspectos importantes sobre as
células-tronco e anatomia dentéria, para que fosse possivel compreender a importan-
cia médica das células-tronco dentérias. Além disso, os dados na literatura a cerca
deste assunto sdo volumosos, entdo um dos objetivos especificos foi informar também
como se deu a evolucao dos métodos de extracao e cultivo destas células.

Por fim, foi observado que mesmo com tantos dados na literatura a cerca deste
assunto, ndo havia um protocolo exato de como deve ser realizada a extragdo e ma-
nutencao destas células, sendo assim elaborado uma sugestao de extracdo correta

da polpa dentaria.
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