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RESUMO

As células tronco séo conhecidas por serem as células precursoras do corpo
humano, pois, por meio delas, todas as outras células especializadas que estruturam
0s organismos sao derivadas. Elas séo diferenciadas em células tronco de origem
embrionaria e células tronco adultas, que, por sua vez, se subdividem de acordo com
sua poténcia, destacando-se as células tronco hematopoiéticas e as células tronco
mesenquimais, encontradas em diversos orgaos e tecidos, incluindo dentes. Por esse
motivo, a odontologia vem ganhando notoriedade no campo de pesquisa das células
tronco, a partir da sua extracdo da polpa de dentes permanente (DPSC), ligamento
periodontal (PDLSC), e principalmente da polpa de dentes deciduos (SHED).
Portanto, o que esperar das células tronco mesenquimais adultas como possibilidades
na odontologia? Com investigacbes mais profundas voltadas para a terapia celular
regenerativa a partir da odontologia, globalmente poderdo ser desvendadas as
incognitas que ainda permeiam os estudos, e, entdo, teremos um forte potencial de
substituicdo ou potencializacdo das atuais terapéuticas encontradas no mercado,

trazendo grandes avancos na engenharia tecidual e no futuro da satde mundial.

Palavras-chaves: Células tronco, SHEDs, odontologia.



ABSTRACT

Stem Cells are known to be precursor cells of the human body, from them, all
the specialized cells that structure the organisms are derived. They are differentiated
into embryonic stem cells and adults stem cells, which are subdivided according to
their potency. Standing out the hematopoietic stem cells and mesenchymal stem cells,
these last one are found in many tissues and organs, including teeth. For this reason,
dentistry has been gaining notoriety in the stem cells’s research field, since your
extraction from dental pulp stem cells (DPSC), periodontal ligament stem cells
(PDLSC) and mostly from human exfoliated deciduous teeth stem cells (SHED).
Therefore, what to expect from adult mesenchymal stem cells as a possibility for
dentistry? With deepest investigations focused on regenerative cell therapy from
dentistry, these doubtful that still infuse the researches will be globally reveled. That
way, we’'ll have a strong substitution potential or potentiation of the current therapies
found on market, achieving big steps on the tissue engineering and the future of global
health.

Key words: Stem Cells, SHEDs, Dentistry.
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1. INTRODUCAO

Desde os primérdios, a humanidade esta em uma incansavel busca e pesquisa
por substitutos teciduais, na tentativa de atenuar e compensar perdas fisiologicas e
patolégicas que venham a acometer negativamente 6rgdos e tecidos fundamentais
para o organismo?!. Atualmente, as solugcdes encontradas para essa problematica séo
majoritariamente baseadas em técnicas de substituicdes nao bioldgicas e sujeitas a
falhas, 0 que ajudou a fulminar a busca por outros tipos de métodos, como a utilizagcdo

de células tronco?.

A descoberta e os estudos primarios envolvendo esse tipo de células teve seu
inicio no ano de 1930, na Alemanha, com uma experiéncia realizada pelo
embriologista Hanns Spemann e pelo fisiologista Jacques Loeb. Baseados nessa
pesquisa, em 1996, escoses do instituto Roslin foram capazes de criar o primeiro
clone ja feito, a ovelha DOLLY, que foi o experimento inicial de clonagem que sofreu
centenas de modificacdes e tentativas para 0 seu sucesso e, por esse motivo, serviu
como possibilitador de maiores conhecimentos e avancos acerca do potencial celular
dessas células até entdo pouco conhecidas. Com isso, a corrida em pesquisas e
experiéncias celulares comecaram a apresentar mais coeréncia e clareza, e, em razao
disso, a evolucao foi tornando-se inevitavel, a ponto de, em 1999, as células tronco
serem eleitas "Scientific Breakthrough of the Year" (avanco cientifico do ano) pela

revista Science. 34°

Por meio dessas inimeras observacdes, conclui-se que células tronco sao
células indiferenciadas, ou seja, capazes de se diferenciarem em qualquer outro tipo
de célula®. Assim sendo, sdo cada vez mais uma fonte promissora na engenharia
tecidual, que quando estimuladas laboratorialmente e implantadas no paciente,
apresentam forte potencial de diferenciacdo e capacidade de regeneracdo de
tecidos/6rgéos lesados’. Classificam-se em células tronco de origem embrionéria e
células tronco adultas, que, por sua vez, se subdividem originariamente, sendo as
mais relevantes, portanto, as ceélulas tronco hematopoiéticas e as ceélulas-tronco

mesenquimais, encontradas em diversos 6rgéos e tecidos, incluindo dentes®.

Suas atuais formas de obtencdo possuem protocolos de coleta invasivos, e,
junto ao risco do doador, levam a uma busca incessante por novas alternativas: a

polpa de dentes deciduos, polpa de dentes permanentes e ligamento periodontal®©,



Os avancos na Odontologia, quando se trata de terapia celular, ainda sao
recentes. No ano de 2000, Gronthos identificou a presenca das células tronco em
polpa de dentes permanentes (DPSC). Trés anos depois, seguindo a mesma
pragmatica de Gronthos, Miura e colaboradores extrairam essas células de dentes
deciduos esfoliados (SHED). Nos anos seguintes, foram sendo encontradas em
outros tecidos orais como ligamento periodontal, papila apical, foliculo dental

progenitor e periosteo oral.10:11.12

O presente artigo tem como objetivo, portanto, esclarecer a funcionalidade das
células tronco encontradas na cavidade oral e elucidar as diferentes formas de
obtencdo e aplicacbes que desenvolvem dentro da Odontologia, destacando a
importancia do cirurgido dentista na terapia celular. Serdo analisados, através de uma
revisdo de literatura, artigos cientificos compreendidos entre os anos 2000 e 2022,
com a abordagem focada principalmente na extracdo de células tronco advindas da

polpa de dentes deciduos esfoliados e de dentes permanentes.



2. REVISAO DE LITERATURA:

2.1 CELULAS TRONCO EMBRIONARIAS

As células tronco sédo conhecidas por serem as células precursoras do corpo
humano, considerando que é por meio delas que todas as outras células especificas
gue estruturam os organismos sdo derivadas®®. Isso se deve ao fato de que elas séo
células indiferenciadas, com forte capacidade de autorrenovacao e de diferenciacao
em multilinhagem, ou seja, possuem capacidade ilimitada de proliferacao e potencial
de gerar células descendentes especializadas®.

As células tronco embrionarias (CTE), derivadas dessa massa celular, séo
encontradas em estagio de pré-implantacdo no utero, cerca de 4 a 5 dias ap0s o
comeco do desenvolvimento embrionario, ainda em fases iniciais de divisdo celular do
embrido, o qual recebe a designacéo de blastocisto, com apenas 150 células em sua
composicdo’®. Esse blastocisto é composto de uma camada externa que sera
responsavel pela formacéo da placenta e dos anexos embrionarios enquanto a massa
de células internas seré responsavel pela formagcdo do embrido em si, e é através dela

gue posteriormente serdo formados os trés folhetos embrionarios'® (figura 1).

Todavia, sua forma de obtencdo acontece através da extracdo de tal massa
celular interna do embrido, causando a destruicdo do mesmo por meios fisico-
guimicos, além de que grandes numeros de embrides sdo necessarios para 0
isolamento e cultivo destas células, levando a um embate ético, moral, religioso e

judicial.*’

Em 1980, essa massa celular foi pela primeira vez isolada do embrido e
cultivada in vitro sob circunstancias adequadas, na expectativa de manter sua
pluripoténcia, e foi a partir de entdo que se iniciaram os estudos de células tronco
embrionérias, ainda que restritos a células removidas de camundongos, comprovando
a capacidade de cultivacdo da mesma e diferenciagdo em todas os outros tipos
celulares a nivel laboratorial’®. Foi somente em 1998 que esses estudos se
estenderam a embrides humanos, que apesar de apresentarem a mesma capacidade
gue os embrides estudados dezoito anos antes, nao participaram de testes clinicos

por questdes éticas e morais. 14161819



Quanto a classificagdo das células tronco embrionarias, estas podem ser

consideradas pluripotentes, ou seja, sdo capazes de se diferenciar em qualquer tipo

de tecido derivado de um dos trés folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e

endoderma), sem capacidade de formar tecidos extra-embrionarios. Elas séo

derivadas de células ainda mais precoces do embrido, que se classificariam como

totipotentes, sendo capazes de se diferenciar em todos os 216 tipos de células que

compdem o corpo humano, incluindo a placenta e os anexos embrionarios, sendo um

exemplo disso o 6vulo fecundado (figura 1). 1518.19.20.21,22
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Figura 1: surgimento do blastocisto e das células tronco
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Figura 2: classificagdo das células-tronco

Fonte Figura 1: Roberto Sanchez. (casadaciéncia.com.br). Brasil: Casa da Ciéncia. ( 25 de Fevereiro de 2015) - ( acessado em
01 de Junho de 2022). Disponivel em : https://www.casadaciencia.com.br/como-surgem-as-celulas-tronco/

Fonte Figura 2: Ferreira, J.R.M., Greck, A.P. Adult mesenchymal stem cells and their possibilities for Dentistry: what to expect?

Special article - Dental Press J. Orthod. 2020; 25 (03)

2.2 CELULAS TRONCO ADULTAS

As células tronco adultas, por sua vez, sdo aquelas obtidas em estagios pés

embrionarios, em que o individuo ja estd devidamente formado e desenvolvido, e

podem ser encontradas em diferentes tecidos adultos especializados, tais como

medula 6ssea, corddo umbilical, figado, tecido adiposo, sangue, e até na polpa dos


http://casadaciência.com.br/
https://www.casadaciencia.com.br/como-surgem-as-celulas-tronco/

dentes. Exercem funcao estabelecida de homeostase tecidual e renovacao fisiologica

e patoldgica, se essas se apresentarem em graus leves. 192021

A descoberta desse tipo de células aconteceu na década de cinquenta, com
as CTs hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea, aplicavel exclusivamente para
doencas sanguineas. Quarenta anos depois, 1990, foram identificadas CTs da medula
0ssea com capacidade de diferenciacdo nao s6 em células sanguineas como também
em outras participativas de diferentes 6rgéos e tecidos'#23. Por fim, foi identificada a
presenca dessas células para além da medula 6ssea, como em tecido adiposo, pele,
figado, coracdo, dente entre outros (figura 3), que foram reconhecidas com MSC

(mesenchymal steem cells) por serem originadas no mesénquima. 19:242%

Sendo assim, as CTs adultas podem ser classificadas quanto a sua origem,
sendo as mais relevantes, portanto, as CTs hematopoiéticas, que apresentam
capacidade de diferenciacdo em células especializadas hematolégicas como
eritrécitos e leucdcitos; e as células-tronco mesenquimais (MSC), encontradas em
outros tecidos/6rgéos, incluindo os dentes, e apresentam capacidade de formacéao de
tecidos duros, tais como cartilagens, 0ssos, nervos, musculos, células neurais,

cardiacas, pancreaticas, dentre outros, a partir de células especializadas.?

Quanto a classificacéo relacionada ao potencial de diferenciacdo, as CTs
adultas séo oligopotentes ou unipotentes, significando respectivamente, que podem
se diferenciar em células estreitamente relacionadas ou que séo capazes de originar

apenas um tipo celular.1%2?

Ja as MSCs podem ser consideradas multipotentes, ou seja, diferenciam-se na
maioria das ceélulas adultas, com excessdo da placenta e anexos embrionarios,
gerando apenas células de tecidos especificos, sendo mais capacitadas do que as
com potencial oligopotente.1>°

E importante lembrar que todas as células tronco possuem como

caracteristicas a alta plasticidade, capacidade de diferenciacéo e autorrenovacéo.®22
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Figura 3: Fontes de obtencéo de CTs. Figura 4: potencial das CTs.

Fonte Figura 3: Ferreira, JRM., Greck, A.P. Adult mesenchymal stem cells and their possibilities for Dentistry: what to expect?
Special article - Dental Press J. Orthod. 2020; 25 (03)

Fonte Figura 4: Stevens Rehen ( rntc.org.br) Brasil: RNTC- Rede Nacional de Terapia Celular. - ( acesso em 26 de Maio de
2022). Disponivel em : http://www.rntc.org.br/ceacutelulas-tronco.html

2.3 FORMAS DE OBTENCAO DE CELULAS TRONCO NO CORPO
HUMANO:

Durante o nascimento, 0 sangue presente na placenta e no corddao umbilical
apresenta disponibilidade de CTs, e surgiram como promissoras para armazenamento
e utilizacdo em um futuro necessario, considerando que apdés o parto elas nao
apresentam funcionalidade e sdo, na maioria dos casos, descartadas. Apesar de ser
um processo raramente executado e consideravelmente trabalhoso, é possivel que o
sangue dessas regides seja purificado para entdo sofrer o processo de preservacao
e, por isso, ja € uma realidade a presenca delas em bancos de células e a aplicacdo
clinica em pacientes humanos.%2?

No proprio corpo humano, essas CTs adultas na forma de MSC séo residentes
de diversos tecidos/érgaos, onde exercem o papel de regeneragdo tecidual para ciclos
naturais de reparacdo, além de sempre estarem realizando o0 processo de
autorrenovacao. Em teoria, todas elas poderiam ser isoladas para preservacéo, nao

obstante, isolar células do coracao, figado e cérebro é muito mais invasivo e tortuoso


http://rntc.org.br/

do que realizar esse processo em areas mais periféricas, por exemplo®?2. Por esse
motivo, cria-se um obstaculo na quantidade de fontes de obtencdo que acabam
ficando mais reduzidas e restritas. Todavia, ainda existem locais faceis e seguros para
a confecgdo dessa atividade, como é o caso do tecido adiposo, podendo ser obtido
pelo simples processo de lipoaspiracdo?®; medula éssea, que é atualmente a mais
reconhecida, coletando suas células por um processo de aspiracdo com agulha de
puncao na regido de crista iliaca posterior e podendo ser utilizadas para diferenciar-
se em tecidos de derivados de sua mesma camada germinativa (mesoderma) e até
mesmo de outra como a ectodema (caso de diferenciacdo em células neurais)?’; e

cavidade oral.

2.4 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS (MSC) EM CAVIDADE ORAL:

A cavidade oral apresenta variados sitios de obtencdo de células tronco
mesequimais e cada um deles da origem a subgrupos com caracteristicas e
peculiaridades independentes, apresentando diferentes nomenclaturas: PDLSC
(periodontal ligament steem cells), SCAP (steem cells from apical papila), Steem cells
from third mollars, DPSC (dental pulp steem cells) e SHED (steem cells from exfoliated
deciduous teeth) (figura 5). Podem ser encontradas também em gengiva, periésteo,
células progenitoras do germe dentério e outros?®2°, Todas elas foram identificadas e
possuem a habilidade de se diferenciarem em células especificas quando colocadas
em arcabougo com fatores de crescimento estimuladores, porém, estudos e
experimentos ainda precisam ser mais aprofundados para declarar a real

possibilidade de uso em humanos quando se trata de alguns desses subtipos.?®
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Figura 5: ilustracéo dos locais de obtengéo de células tronco orais.

Fonte Figura 5: Zeitlin,BD. Banking on teeth. Stem cells and the dental office. Biomedical Journal.2020; 43(2): 124-133

2.4.1 DPSC (dental pulp steem cells)

As DPSCs séo células tronco derivadas da polpa de dentes permanentes e
foram as primeiras CTs descobertas em cavidade oral, no ano de 2000, por Gronthos.

Essas células apresentam origem embrionaria no ectomeséquima, que € um
mesénquima com presenca de células ectodérmicas migratdrias da crista neural,
ocorrido no momento da odontogénese?°. Por esse motivo, apresentam grande
aptiddo para tornarem-se células neurais no momento de diferenciagdo, se
submetidas a condi¢des ideais de cultivacdo e estimulo, assim como podem se
diferenciar em osteoblastos, adipdcitos, células endoteliais e odontoblastos.®

Seus marcadores de superficie expressos sdo Stro-1, CD29, CD73, CD90,
CD105 e CD166, e sdo negativos para marcadores hematopoiéticos como CD14,
CD45, CD90, CD25 e CD28, sendo semelhantes as CTs encontradas na medula
O0ssea. Entretanto, quando comparadas com estas, exibem maior capacidade de
proliferacéo.®3°

Consequentemente, as DPSCs imergem como futuras fontes viaveis de
terapéutica para questdes médicas de distlrbios neuroldgicos3?, infarto do miocardio?

e isquemia cerebral®.



2.4.2 SHED (stem cells from human exfoliated deciduous teeth)

As SHEDs, por sua vez, foram descobertas por Miura et. Al em 2003, e sé&o
obtidas na menor idade, quando o paciente ainda € crianca e estd na fase de
esfoliacdo dentaria. Elas se desenvolvem na sexta semana do pré-natal, e, por volta
dos 7 anos, quando os dentes deciduos comecam o processo de esfoliacdo, elas
podem ser removidas da polpa coronaria de dentes deciduos esfoliados armazenados
na intencdo de preservar a polpa, que é considerada um nicho ativo e rico em CTs
gue ainda ndo sao fortemente afetados pelos efeitos cumulativos de fatores genéticos
e/ou ambientais.3334

Em suas superficies as SHEDs expressam os marcadores STRO-1, CD146,
CD166, CD117, CD105, CD90, CD73, CD71, CD44, CD29, CD10 and SSEA-4. Sao
negativos para CD197, CD184, CD133, CD106, CD63, CD49e, CD45, CD34, CD31,
CD7 e HLA-DR.® (figura 6). Os marcadores CD71 e CD105 conferem as SHEDs
propriedades como maior grau de proliferacdo e duplicagdes populacionais quando
comparadas as DPSCs e CTs da medula 0ssea, sendo elas entdo as células mais
vantajosas dentre todas as outras até entdo citadas quando considerado o quesito
proliferacdo.30:34.36

Assim como as DPSCs, possuem capacidade de diferenciacdo em células
neurais, mas nesse caso, isso ocorre devido a presenca de marcadores neurais em
sua superficie que confere a elas potencial neurogenético. Além disso, in vitro,
também sdo capazes de diferenciar-se em odontoblastos, osteoblastos, adipdcitos,
condrdcitos, enquanto in vivo podem formar neurdnios, adipdcitos, odontoblastos e
células osteoindutoras e endoteliais.!011

As SHEDs também apresentam propriedades imunomodeladoras, onde
acredita-se que elas, ao entrarem em atividade, s&o capazes de estimular a liberacao
de citocinas que ajudam a contribuir no processo de imunomodulacéo®’. Apesar de
alguns estudos mostrarem a significancia dessas células ao atuarem positivamente
com propriedades imunologicas, ainda € uma conclusdo empirica e existem poucas

informacg6es que comprovem seus efeitos pré-inflamatorios.383°



Niche Expression markers Capacity of SHED

positive negative differentiation in  expression of
Deciduous STRO-1 CD45 Osteoblasts CBFAL, ALP, MEPE, bone sialoprotein
tooth pulp CD146 (MUC 18) CD34 Osteocalcin and osterix
Perivascular CD105 CD31 Odontoblasts DSPP
micro- CD90 CD106 DMP-1, MEPE
environment ~ CD73, CD71 CD184 Chondrocytes 50X 9, Col 2, and Col X
CD44 CD197
CD29 CD133 Adipocytes PPAR-y;
CD10 CD63 Lipoprotein lipase
CDl166 CD4%e
CD117 CD18 Neural cells Nestin, BIII tubulin, glutamic acid decarboxylase
SSEA4 CD7 Neuronal nuclei, glial fibrillary acidic protein
HLA-II/HLA-DR NFM

2,3-Cyclic nucleotide-3-phosphodiesterase

Figura 6: marcadores de superficie das SHED e sua capacidade de diferenciag&o.

Fonte Figura 6: Saez DM, Sasaki RT, Neves ADC et al. Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous Teeth: A Growing
Literature. Cells Tissues Organs 2016;202:269-280.

2.4.3 PDLSC (Periodontal Ligament Stem Cells)

O ligamento periodontal € um dos tecidos de suporte do dente que conecta o
cemento ao 0sso alveolar, com fungbes determinadas de nutricdo, ancoragem e
regeneracdo. Nele sdo encontradas fibras e células como cementoblastos,
osteoblastos e células mesenquimais indiferenciadas, as PDLSCs. Essas sdo células
tronco que podem ser extraidas dos ligamentos periodontais de raizes cujos dentes
sofreram exodontia para entdo servirem como tratamento de doencas periodontais,
pelo fato de que, in vitro, diferenciam-se em osteoblastos, cementoblastos e
adipécitos, enquanto in vivo, podem originar estruturas semelhantes a tecido 0sseo,

cemento e cartilagem.1:40

2.5 COLETA, ARMAZENAMENTO E PRESERVACAO

2.5.1 COLETA:

O médico ou dentista que for coletar e obter as células tronco de seus pacientes
deve considerar o grau de morbidade e dificuldade que irdo enfrentar. Previamente a
qgualquer fonte de coleta, o exame sorologico é exigido pela ANVISA, ainda que
resultados positivos ou negativos ndo impecam o armazenamento e coleta, somente

estabelecem meios mais adequados para a manipulagdo no laboratorio. Apos essa



etapa, se a decisdo por preservar as células for positiva, serdo submetidas a etapas
de coleta, isolamento e armazenamento/preservacdo?! (figura 12).

Na odontologia, pelo fato de existirem diferentes locais de aquisicdo das
mesmas, sao empregues diferentes técnicas, especificas para cada area. Em casos
de dentes deciduos, ou seja, extracdo das SHEDs, primeiramente o paciente deve ser
submetido a uma avaliacdo clinica e radiogréafica, para que possa ser agendada no
momento mais favoravel a exodontia desse elemento (necessitando que o dente
deciduo esteja com 1/3 de raiz e o permanente com 2/3 de rizogénese completa)?%:2°,
Caso o dente seja esfoliado em momentos fora do consultério de forma espontanea,
€ fundamental que os pais ja estejam cientes e preservem esse dente em leite de vaca
ou até mesmo dentro da boca com acdo salivar, e mais idealmente em solucao
adequada para tal (salina e estéril)?8. Assim sendo, se até 0 momento de preservacao
e armazenamento do mesmo a polpa se mantiver saudavel (com fluxo sanguineo
normalizado), esse dente podera ser enviado ao laboratorio.

Porém, para evitar possiveis riscos a essa polpa e ser garantido um
prognostico mais favoravel de coleta, preferencialmente, a extragéo deve ser feita em
data marcada, no consultério, com uma antecedéncia de no minimo 7 dias, dessa
forma o laboratério consegue organizar o kit de coleta (figura 7) que terdo 48 horas a
partir do momento da coleta para darem entrada ao laboratdrio. Deve ser ofertado ao
paciente um ambiente com controle rigoroso de assepsia e profilaxia intrabucal, com
clorexidina 2% e a extracdo deve ser feita sob anestesia local*?. Os mesmos cuidados
devem ser tomados caso o dente de escolha para retirada das células tronco seja o
terceiro molar ou algum supranumerario, desde que nao precisem passar pelo
processo de odontoseccao. Dessa forma a salde da polpa dentaria sera mantida sem
maiores riscos, sob os cuidados do cirurgido-dentista e seus recursos facilitadores?®42,

O periésteo do palato, por sua vez, apresenta um protocolo especifico de
coleta. Deve ser realizada também sob anestesia local e com o auxilio de um bisturi
circular descartavel com 3mm de diametro, e é feito com ele um movimento rotacional
de incisdo. O local mais indicado para tal € na regido dos pré-molares superiores a
uma distancia de 4mm da juncdo amelocementéria dos mesmos, de modo a evitar
hemorragias. Ndo € necessaria uma sutura local por ser um procedimento
minimamente invasivo®.

No momento da extracdo, independente de qual sitio seja escolhido para

coleta, o profissional deve ter a disposicdo em seu consultério o KIT referente ao



laboratorio parceiro (figura 7) contendo a solugéo para meio de cultura (figura 8) para
0 armazenamento da coleta, além de todo o material biolégico necessario durante o
deslocamento do dente até o centro de processamento celular. Com o elemento ja
extraido e em condi¢des estaveis e compativeis com o usual aceito pelos laboratérios,
o profissional deve armazena-lo no frasco preenchido com solugéo salina estéril, que
evitara a desidratacéo e fornecera nutrientes ao mesmo durante a etapa de transporte,
gue devem estar acondicionadas e ndo podem ultrapassar o periodo maximo de 48
horas 9,28,29,42_

E importante lembrar que a etapa de coleta pode variar de acordo com cada

laborat6rio, que podem diversificar seus protocolos.

NAO OQLAADESIVO NA PLACA DE
IDENTIFICACAO

} /

imagem 8: Solugdo para meio de cultura do material
Figura 7: KIT de transporte de material coletado. Imagem autoral. coletado. Imagem autoral.

2.5.2 ISOLAMENTO

Apés a chegada do material, inicia-se pela limpeza da superficie externa da
embalagem enviada pelo cirurgido dentista, que em seguida € direcionada para o
“pass-through” (figura 9), espécie de autoclave, que diminuira os riscos de infeccéo**.

Assim, inicia-se a limpeza da propria superficie dentaria, que ocorre por trés
vezes, com Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBSA) livre de ions de calcio e

magnésio. Em seguida, a polpa é retirada da camara pulpar e condutos com o auxilio



de um escavador estéril, e essa polpa sofre com o processo de digestao, feito,
geralmente, com colagenase tipo | e dispase, em um processo de uma hora em
temperatura de 37°. Posteriormente, essas células isoladas passam por um filtro de
centrifugacéo, onde ficardo em suspensdo, e nesse momento ja é possivel confirmar
a viabilidade de uso das mesmas0-2%:43,

Com isso séo realizados o controle de qualidade das células que estdo sendo
laboratorialmente multiplicadas assim como ensaios de qualidade e viabilidade. Esse
teste de viabilidade pode ser feito através de um método denominado citometria de
fluxo e consiste em separar uma parcela de toda a amostra disponivel, que sera
marcada por sondas ou anticorpos moleculares fluorescentes, podendo haver
marcadores especificos de células tronco ou marcadores de viabilidade**. Com isso,
€ possivel analisar se aquela amostra possui viabilidade celular, mas é preciso uma
rigida indicacao para ser realizada sabendo que sua utilizacdo pode gerar manuseio
excessivo das células que poderiam, assim, perder seu potencial de acao.

E importante lembrar que a etapa de isolamento pode variar de acordo com

cada laboratorio, que podem diversificar seus protocolos.

Figura 9: “pass-through”. Imagem autoral.

2.5.3 ARMAZENAMENTO E PRESERVACAO
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O Processo final é estabelecido pelo armazenamento e preservagao
realizados de duas diferentes formas: a criopreservacdo ou o0 congelamento
magnético.*?

A criopreservagdo mantém as células em temperaturas abaixo de zero, a
fim de interromper suas atividades biologicas, com a presenca de vapor de nitrogénio
liquido chegando a temperatura abaixo de -150°C 43. Esse congelamento é feito de
forma gradual e escalonada, sendo -1°C por minuto de forma controlada, seguida de
armazenamento a longo prazo, evitando possiveis danos celulares. Nessas
condi¢coes, a atividade celular acaba sendo interrompida, porém continua com sua
capacidade biologica de atividade mantida em caso de descongelamento quando
solicitado pelo paciente. 282943

As células sdo suspensas em meio de preservacdo, que possivelmente
contém fatores de crescimento e um crioprotetor, como o dimetilsulféxido (DMSO),
que interrompe o crescimento dos cristais de gelo que podem acarretar na reducao
da viabilidade geral celular. Essas amostras sao dividias em quatro tubos distintos e
armazenadas em diferentes tanques de criogenia (figuras 10 e 11), construidos com
um polipropileno de alta densidade?®. Com isso, em caso de acidentes com alguma
dessas amostras, haverdo outras armazenadas. 43

Ja o congelamento magnético surgiu e é utilizado na Universidade de
Hiroshima, conhecido como CAS (sistema de células vivas), e funciona através da
aplicacdo de um campo magnético fraco sobre as células ou tecidos, levando ao ponto
de congelamento aos 7°C, instante em que este campo € desligado. Dessa forma, o
corpo é resfriado uniformemente sem ser levado a um congelamento total e assim,
evitados danos a parede celular derivados da expanséo do gelo. 2943

E importante lembrar que a etapa de armazenamento e preservacdo pode

variar de acordo com cada laboratério, que podem diversificar seus protocolos.



Figuras 10 e 11: tanques de criogenia. Imagens autorais.
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Figura 12: ilustragdo do ciclo completo de coleta, isolamento e preservagao de CTs orais.

Fonte Figura 12: Zeitlin,BD. Banking on teeth. Stem cells and the dental office. Biomedical Journal.2020; 43(2): 124-133



2.6 APLICABILIDADES ODONTOLOGICAS

As células tronco derivadas da cavidade oral sdo importantes inclusive para a
propria odontologia regenerativa, considerando que elas possuem forte capacidade
em formar tecidos do complexo dentinario. Suas aplicagcbes sdo aptas a serem
utilizadas em diferentes ramos da odontologia como a ortodontia, endodontia,
periodontia, cirurgia bucomaxilofacial entre outras, e atuariam de forma benéfica
diminuindo as dificuldades atualmente enfrentadas pelos dentistas no que diz respeito
a falhas em tratamentos reabilitadores nessas areas.*%4°

E comprovada a capacidade que células como DPSCs e SHEDs apresentam
na formacdo Ossea, sabendo que elas tém a habilidade de diferenciacéo/
recrutamento de células osteogénicas através de marcadores de superficie similares
a elas, induzindo, portanto, a formacéo de novo osso**. Esse fato é valioso para toda
a medicina regenerativa, € na odontologia, sao cruciais principalmente para a
ortodontia, considerando que a facilidade da remodelacdo 6ssea na presenca dessas
células quando colocadas em scaffolds ampliaria os limites da movimentagao
ortoddntica?’; para a implantodontia, analisando que essa indugéo de formacéo dssea
pode significar uma diminuicdo nos insucessos causados por defeitos 6sseos na
colocacao de implantes, podendo atuar conjuntamente nas acdes de biomateriais.
Isso ja foi comprovado em um estudo realizado por Lucaciu et al. 6, que
experimentaram adicionar DPSCs (extraidas de dentes impactados) em superficies
de implantes de titdnio e observaram que houve significativa regeneracéo 6ssea local
mesmo com a presenca do implante.; e para as cirurgias bucomaxilofaciais, em que
a questdo 0ssea acaba sendo de fundamental importancia uma vez que o0 uso de
células tronco derivadas da polpa dental lhe confere um perfil de diferenciacédo
osteogénica, que apesar de ndo ser o atual “padrdo ouro”, é uma alternativa
emergente a problematica de defeitos bucomaxilofaciais e demonstra forte potencial
na engenharia desses tecidos?*’.

Para a periodontia, as acgOes das células tronco também sao muito
significantes, j4 que elas tém capacidade de regeneracdo nao sé do 0sso como
também dos outros tecidos periodontais. Doencas periodontais apresentam alta taxa
de prevaléncia na sociedade, o que impulsionou a necessidade de novas terapias
efetivas para essas desordens. O destaque nessa disciplina esta nas PDLSCs, ou

seja, as proprias CTs encontradas no ligamento periodontal. O fato de essas células



apresentarem capacidade, in vitro e in vivo, de diferenciacdo em fibroblastos,
adipécitos, osteoblastos e células semelhantes ao cemento (ou seja, células de tecido
mole e duro), permitem que elas sejam uma futura possibilidade de regeneracao
periodontal completa, que atualmente, ndo é uma realidade na terapia periodontal 48
(figura 13). Além disso, o fato de as CTs derivadas da cavidade oral possuirem
capacidade anti-inflamatoéria, permitiria a regeneracdo de problemas derivados de
inflamacdes gengivais caracteristicas da gengivite e periodontite, diminuindo os niveis
de citocinas envolvidas nesse processo. Para que a implantagdo dessas CTs
dentarias seja de fato efetivas, é importante lembrar que € uma pratica que depende
de um bom suprimento sanguineo, sinais moleculares adequados e a proliferacdo em
si.b

A endodontia também ¢é beneficiada. Pesquisas realizadas em dentes de
cachorro demonstram que a utilizacdo de DPSCs autdlogos em canais que sofreram
do processo de pulpectomia foram completamente regenerados, com neurogénese e
vasculogénese, representando um novo tecido pulpar saudavel*®. Outros estudos
comprovaram também que SHEDs implantadas em canais radiculares humanos sao
capazes de sobreviver e se diferenciar em odontoblastos, e nessas condicbes
experimentais, foram funcionais na formacéo de dentina tubular 1. Tais regeneracées
surgem como opcdes eficazes ao atual tratamento endodoéntico, que combate as
infecdes, porém nado apresenta capacidade de restaurar o tecido pulpar perdido e a
vitalidade do dente.

Por fim, apesar de ser uma realidade ainda muito desconhecida e, portanto,
com limitada aplicacéo, estudos ja demonstraram a capacidade de DPSCs em formar
tecido dentinario. Por serem células capazes de se diferenciarem e proliferarem como
odontoblastos, conseguem entdo sintetizar matriz e induzir a formagao de dentina

terciaria/reparadora.>?
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Figura 13: Células-tronco mesenquimais para regeneracgao periodontal

Fonte figura 13: Ferreira, JRM., Greck, A.P. Adult mesenchymal stem cells and their possibilities for Dentistry: what to expect?
Special article - Dental Press J. Orthod. 2020; 25 (03)

3. DISCUSSAO:

Existe uma dualidade quando discutida qual a melhor origem das células
tronco. Por um lado, as células tronco adultas apresentam menor potencial de
diferenciacdo celular e ndo tem a capacidade de originar qualquer tipo de células
derivadas dos trés folhetos germinativos, qualidade presente apenas nas células
tronco embrionarias?®%3. Por outro, elas ndo sofrem com questGes éticas e morais no

momento da coleta.

As CTs embrionarias, por serem retiradas no momento embriogénico, geram
discussfes para além do ramo cientifico, levantando questdes filoséficas e morais que
fazem com que as pesquisas com embrides humanos ocorram de forma mais lenta.
O dilema entre seu grande potencial celular e a ética gira em torno da problematica
de considerar se € legal a prética de utilizar um embrido para esses fins, considerando
gue ele sera destruido na pratica®. Com isso, muitas opiniées vao contra a utilizacdo
deste para uso cientifico com a percepcao de que iria contra os direitos humanos do

embrido, com a ideia de que néo é ético causar a destruicdo de uma vida pela outra®®.



No Brasil, de acordo com a Lei de biosseguranca 11.105 de 2005, “E permitida, para
fins de pesquisa e terapia, a utilizacdo de células-tronco embrionarias obtidas de
embrides humanos produzidos por fertilizagdo in vitro e ndo utilizados no respectivo
procedimento” desde que sejam doados com o consentimento dos pais, e que estejam
congelados a pelo menos 3 anos, tempo maximo dado para que os pais ponderem a
deciséo®.

Isso se estende também a parte médica, uma vez que muitas pesquisas ainda
precisam ser realizadas com as CTs embrionéarias para desvendar a real seguranca
em usa-las. Por serem altamente proliferativas e indiferenciadas, seu crescimento
pode ocorrer de forma desorganizada e desordenada caso nao sejam estimuladas da
forma correta, o que causaria a formacao de tumores e teratomas. Além disso, pouco
se sabe sobre a compatibilidade delas com o paciente, correndo risco de rejeicéo e

possibilidade de respostas autoimunes.!!

Portanto, segundo Felipe Janz'’, “as células tronco embrionarias foram, em boa
parte, substituidas por células adultas reprogramadas nos ensaios laboratoriais”. 1sso
afirma o fato de que células tronco embrionarias sdo cada vez mais mantidas de lado
devido a tais embargues sociais, dando lugar aos estudos e pesquisas sobre células
tronco adultas ou iPS (células tronco pluripontentes induzidas), células fibroblasticas
convertidas em células tronco embrionarias-like, descoberta de 2006 pelos

pesquisadores Takahashi e Yamanaka®®.

Um outro embate acirrado entre pesquisadores esta na duvida acerca de qual
€, de fato, o sitio da cavidade oral que é mais favoravel para a extracao de células
tronco. Com o avanco cientifico, as células tronco extraidas da polpa de dentes
deciduos (SHEDSs) e aquelas extraidas da polpa de dentes permanentes (DPSCs)

ganham notoriedade nas atuais pesquisas.

Segundo Aurora et. al 2009 43, a forma de obtencdo da SHEDs apresenta-se
como fruto do processo natural da exfoliagdo dentaria, surgindo assim como uma
técnica menos invasiva em comparacado as DPSCs, ainda que estas apresentem-se
COmMO uma pratica pouco invasiva, visto que podem ser obtidas através da polpa de
terceiros molares e pré-molares, os quais sdo altamente solicitados pelos cirurgides-
dentistas para exodontia em pacientes cujo estdo sob terapia ortodontica. Dessa
forma, as SHEDs apresentam uma significancia ética favorecida quando comparada



as DPSCs ou outras formas de obtencdo das células tronco, por apresentar um

contexto indolor, natural e minimamente invasivo.®’

A compatibilidade da doacé&o de células tronco ao receptor € um fator decisivo
a tal problematica, e as SHEDs destacam-se mais uma vez, visto que garantem um
doador compativel ao receptor, por ser um transplante autélogo. Este por sua vez, é
vantajoso por ndo apresentar reacdes imunoldgicas ou rejeicdo tecidual, ndo
necessitar de terapia imunosupressora e ainda reduzir o risco de complicacao
trasmissiveis*3. Além disso, Kerkis e Caplan®®, em 2012, apontaram que as SHEDs
podem ser utilizadas em parentes proximos do doador, tais como pais, irmaos, avos
e tios.

Zeitlin et al 2020 28, apontam que “expressdes genéticas analisadas nas DPSCs
sdo equivalentes aos genes encontrados nas células tronco da medula éssea.”
Todavia, estudos comparativos apresentam as SHEDs com ainda mais propriedades
proliferativas do que DPSCs e podem ter uma maior propensao para a sobrevivéncia
do que os seus homdlogos adultos.1%28 A significancia de tal fato é explicita visto que
h& um pequeno nimero de células tronco na polpa dentéria, e, atualmente, a procura
pela expansao das poucas células isoladas da polpa de um dente a um nimero que
pode ser util terapeuticamente, € um dos servicos mais procurados nos bancos de

dentes.?8

Ambas, tanto as SHEDs quanto as DPSCs, sao aptas a se diferenciar, in vitro,
em linhagens de células odontogénicas, osteogénicas, adipdcitas e neurogénicas 6.
Entretanto, quando comparadas in vivo, Miura et. Al (2003) ** e Seo Et Al (2008) 48
demonstraram que as SHED néo apresentam capacidade de se transformarem em
osteoblastos, mas sim em células semelhantes, osteoblast-like, que ai entdo sao
capazes de ativar por osteoinducédo a formacdo de novo osso 1%, Por outra via, as
DPSCs, in vivo, sé@o capazes de se proliferar suficientemente a ponto de criar um novo
osso completo incluindo sua vascularizacdo, portanto, se estiverem em condi¢cbes
adequadas e estimulos, conseguem se diferenciar em osteoblastos %11, Apesar disso,
um transplante realizado em 0sso bovino ceramico (in vivo) foi realizado por Wang et
Al (2012) 3° para comparar esses dois tipos celulares, e foi evidenciado que as SHEDs

apresentam maior potencial de mineralizacédo, sendo mais eficientes 1°.



Estudos de 2000 e 2003, Miura** e Gronthos®® respectivamente, também
demonstraram a diferenciacdo de SHEDs em células semelhantes a odontoblastos,
porém sem apresentar a mesma capacidade de regenerar o complexo polpa-dentina
como ocorre nas DPSCs. Entretanto, em pesquisas mais recentes, autores como
Cordeiro et. Al® em 2008 e Sakai et. Al 2 em 2010, ja foram contra essa afirmativa e
apresentaram experimentos em camundongos em que as SHEDs foram sim capazes

de formar odontoblastos funcionais, regenerando o tecido pulpar e dentinario, in vivo.

A corrida cientifica se intensifica por buscas para tratamentos de doencas
degenerativas, como a doenca de Parkinson. Segundo Luciano Silva et. al 1%, 2015,
“‘as DPSCs sao possivelmente mais propensas a formacdo de neurbnios quando
comparada a outras formas de obtencdo de células tronco.” Isso porque esse tipo
celular é originado da crista neural craniana, e, portanto, possuem caracteristicas
neurais e capacidade de recrutamento endégeno de células tronco neurais 402,
Entretanto, estudos comparativos apresentam as SHEDs também como possiveis
fontes promissoras de estudos em doencas degenerativas neurais pelo fato de
apresentarem um numero expressivo de marcadores neurais em sua

superficie.10.34.58.63

Ainda que as SHEDs apresentem uma fonte amplamente encontrada em
paciente jovens, em 2005, foi comprovada a possibilidade de obtencédo de DPSCs em
pacientes mais velhos, uma vez que, aqueles que possuem até 30 anos nao
apresentaram diferencas substanciais nas mesmas quando comparados a pacientes
mais jovens, caracteristica vantajosa por permitir a possibilidade de doadores
potenciais apesar da idade, principalmente para aqueles que perderam a

oportunidade de extracdo através das SHEDs.!

Em relacéo ao processo de armazenamento e preservacao das células tronco,
as SHEDs apresentam vantagens no isolamento, manipulacdo e expansao in vitro

desses dentes, que séo significativamente mais faceis®®.

Muitas pesquisas e estudos também estéo voltados para a polémica sobre a
possibilidade de utilizar dentes cariados para extracdo de células tronco, visto que a
carie dentéria € um grande problema de saude publica brasileira e atinge, aos cinco

anos de idade, cerca de 53,4% das criancas do pais®. Logo, dentes deciduos com



lesbes de caries poderiam ser uma fonte de obtencdo de células-tronco, gerando

esperanca de um novo futuro?

Segundo Werle et al. 2015 ¢4, “células-tronco do tecido pulpar de dentes
deciduos cariados exibem propriedades semelhantes a essas células obtidos da polpa
de dentes deciduos higidos.”. Ademais, Tsai et al. % também concluiu que células
tronco possuem potencial de serem isoladas de dentes deciduos cariados, porém, 0s
ndameros apresentam uma correlagdo inversamente proporcional a gravidade clinica
da céarie além de que ha uma diferenca no aumento da taxa de mediadores
inflamatdrios e moléculas do sistema imunolégico inato das células tronco nos dentes

doentes, quando comparados aos dentes saudaveis.®®

Outro ponto que entra em conflito com cientistas ao redor do mundo é a respeito
ao modo em que essas células tronco sdo preservadas na etapa laboratorial final.
Apesar de a criopreservacao ser utilizada na maioria dos “bio-banks”, evidéncias
mostram que a forma através de campos magnéticos € mais favoravel para as células,
considerando que elas ndo sdo congeladas como ocorre na criopreservagéo e com
isso, apresentam menos chances de danificacdo da parede celular?. Isso porque o
congelamento gerado leva a formacéo de cristais de gelo na superficie celular, e,
dessa forma, pode causar eventos como ruptura da membrana, osmética excessiva e
desidratacédo rapida®®. Além disso, a infraestrutura para manter um sistema CAS é

consideravelmente menos custoso quando comparado ao sistema de criogenia®®.

Por fim, no que se refere a viabilidade das células tronco preservadas ao
decorrer dos dias, estudos mais antigos compreendidos entre os anos de 2010 e 2012
garantiram que a criopreservagdo das SHEDs ndo gera nenhuma alteracao celular
com o passar do tempo, mantendo-as com a mesma capacidade de diferenciacao,
nenhum tipo de degeneracdo e certeza de estabilidade da cultura 7% Em
contrapartida, pesquisas mais modernas dos anos de 2014 e 2015 foram contrarias e
comprovaram gue a passagem do tempo influencia na atividade celular e no potencial
dessas células na proliferacdo. O estudo de 2014, por Ji et. al ¢, demonstrou que
células criopreservadas ha mais de 3 meses tiveram sua atividade reduzida e, apés 4
meses, aumentou a quantidade de apoptose celular. J4 em 2015, por Lee et. al 7°,
foram comparadas SHEDs frescas com SHEDs criopreservadas entre 1 e 8 meses, 0
gque trouxe como resultado uma diferenca de viabilidade celular quando



transplantadas in vivo, em que as células frescas obtiveram maior capacidade de

produzir tecido duro neoformado, quantitativamente falando 19-6°,



4 CONCLUSAO

A terapia celular ja € uma realidade na medicina regenerativa, analisando que
o tratamento de pacientes doentes com emprego de células tronco derivadas da
medula 6ssea e corddo umbilical jA vem sendo realizado ao redor do mundo mesmo
gue de forma paulatina 71, A dificuldade em apressar esse movimento esta na
complicacdo que é obté-las, o que acaba por deixar os estudos e pesquisas um tanto
estagnados. As células tronco derivadas da cavidade oral estdo emergindo como uma
alternativa a esse contratempo, ofertando facil acessibilidade e ao mesmo tempo,
excelentes caracteristicas funcionais sejam elas as SHED, DPSC ou PDLSC. Com
investigacdes mais profundas voltadas para a terapia celular regenerativa a partir da
odontologia, globalmente poderdo ser desvendadas as incégnitas que ainda
permeiam os estudos e entdo, teremos um forte potencial de substituicdo das atuais
terapéuticas encontradas no mercado, trazendo grandes avancos na engenharia
tecidual e no futuro da satde mundial 4°. Ademais, destaca-se o papel do cirurgido-
dentista, o Unico homologador da extracao de células-tronco da cavidade oral, como

um marco importante na ciéncia e na odontologia 2°.
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