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Resumo

Apesar dos avancos da medicina regenerativa e da bioengenharia, a regeneragdo do
tecido dentario ainda representa um desafio. A reparacdo do tecido pulpar, por inducdo de
sangramento periapical, em dentes imaturos e maduros, tem resultados limitados. Os
crescentes estudos acerca do potencial das células estaminais, multi(CEM) e
pluripotentes(CEP), permitem acreditar na possibilidade da regeneracgdo efetiva do complexo
dentina-polpa. Face a complexidade e inovacdo do tema, o presente trabalho teve como
objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre a utilizacdo de células estaminais na
reparagdo dos danos teciduais, com foco no potencial terapéutico das células de pluripoténcia
induzidas (iPS) como futuro protocolo alternativo em endodontia. Varios fatores influenciam
a viabilidade clinica das CEMs e CEPs: desde os agentes irrigantes e antibidticos usados para
a desinfecdo do canal, até ao potencial de indugdo de diferenciacdo dessas células, sendo

necessarios mais estudos até que possam ser utilizadas com sucesso clinico.

Palavras-chave: polpa, dentina, regeneracdo, células estaminais, células de pluripoténcia

induzidas.
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Abstract

Despite advances in regenerative medicine and bioengineering, dental tissue
regeneration is still a challenge. Pulp tissue repair by induction of periapical bleeding in
immature and mature teeth has limited results. The growing studies on the potential of multi
(MST) and pluripotent (PSC) stem cells allows to believe in the possibility of effective
regeneration of the dentin-pulp complex. Given the complexity and innovation of the theme,
this study aimed to conduct a literature review on the use of stem cells to repair tissue
damage, focusing on the therapeutic potential of induced pluripotency (iPS) cells as an
alternative future protocol in endodontics. Several factors influence the clinical viability of
MSTs and PSCs: from the irrigating agents and antibiotics used for canal disinfection, to
the induction potential of differentiation of these cells, further studies are needed until they

can be successfully used clinically.

Keywords: pulp, dentin, regeneration, stem cells, pluripotent stem cells
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AAE Associacdo Americana de Endodontia (do inglés American Association of Endodontists)
CEE C¢lula estaminal embrionaria

CEM C¢lula estaminal mesenquimal

CEP Célula estaminal pluripotente

DESC C¢lula estaminal do epitélio dental (do inglés dental epitelial stem cell)

DFSC Célula estaminal do foliculo dental (do inglés dental follicle stem cell)

DPSC Célula estaminal da polpa dentaria (do inglés dental pulp stem cell)

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

ESE Sociedade Europeia de Endodontia (do inglés European Society od Endodontology)

iPS Célula estaminal pluripotente induzida (do inglés induced pluripotent stem cell)

MTA Agregado trioxido mineral (do inglés mineral trioxide aggregate)

MO Medula 6ssea

NaOCIl Hipoclorito de sddio

PDLSC C¢lula estaminal do ligamento periodontal (do inglés periodontal ligament stem cell)
PREF Fibrina rica em plaquetas (do inglés platelet-rich fibrin)

PRP Plasma rico em plaquetas (do inglés platelet-rich plasma)

REP Procedimento regenerativo endodontico (do inglés regenerative endodontic procedure)
SCAP C¢élula estaminal da papila apical (do inglés stem cells from the dental apical papilla)

SHED Célula estaminal do dente deciduo humano esfoliado (do inglés stem cells from human

exfoliated deciduous teeth)
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Células Estaminais de Pluripoténcia Induzida na regeneracio tecidual:
uma alternativa para o futuro da endodontia

I. Introducao

O procedimento endodontico regenerativo (REP) ¢ uma técnica que tenta regenerar o
complexo dentina-polpa danificado por infe¢do, trauma ou anomalia de desenvolvimento, em
dentes imaturos ou maduros (Han et al., 2019). Conceitualmente, pode ser definido como
revascularizacdo, inervacdo e restauracdo da camada de odontoblastos que ladeiam a
superficie dentinaria (Mao et al., 2012; Han et al., 2019). A regeneracdo da polpa restaura a
defesa imune do dente e pode também levar a regeneragdo da dentina perdida (Fouad e
Verma, 2014; Saoud et al., 2016), o que ndo acontece quando se usa material restaurador.
Apesar de, histologicamente, ndo ser considerado um tecido pulpar verdadeiro, a presencga de

tecido vital no canal pulpar ¢ biologicamente favoravel.

O REP ¢ mais desafiante em dentes maduros do que em imaturos, uma vez que esses
apresentam menor quantidade de células estaminais, forame apical mais estreito e auséncia da
papila apical (Bucchi et al., 2019). Estes fatores sdo considerados limitantes pois dificultam o
fluxo de sangue e células estaminais para o interior da cavidade pulpar, e podem comprometer
o sucesso do procedimento. Para além disso, ha maior dificuldade na desinfe¢do de canais

radiculares em dentes maduros devido a sua complexa conformagao (Paryani e Kim, 2013).

Ainda ndo existem terapias regenerativas amplamente aceites para polpa dentaria de dentes
adultos, mas atualmente as estratégias para dentes permanentes maduros, infetados ou
traumatizados, podem ter duas abordagens distintas: i) transplante celular de células
estaminais cultivadas ex vivo e ii) homing celular por moléculas que recrutam as células
endogenas do paciente (He et al., 2017). Nestes protocolos o canal ¢ preenchido com sangue,
em que o codgulo formado fard o papel do scaffold (moldes) e as células e fatores de
crescimento do sangue serdo responsaveis pela revascularizagdo da polpa (Saghiri et al.,
2016). Apesar da regeneragdo do tecido periodontal, com imagem radiografica saudavel (com
regressao de lesdo) e dente assintomatico, alguns casos ndo apresentam resposta do dente aos

testes de vitalidade pulpar (frio e elétrico) (Paryani e Kim, 2013).

O maior desafio da bioengenharia ¢ a reconstrugdo histoldgica e funcional da polpa e dentina
adultas. Considerando o potencial das células estaminais, o seu uso torna-se interessante no
dente adulto, por conter células mais diferenciadas, com baixa producdo de matriz

extracelular, viabilidade e plasticidade (Stolzing et al, 2008). As células estaminais,
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classificadas quanto ao seu potencial de diferenciagio em multipotentes (CEM) e
pluripotentes (CEP), fatores de crescimento e scaffolds, assim como a combinagdo de todos
esses componentes, representam estratégias consideradas eficientes para restauracdo da
estrutura e funcdo tecidual (Discher, Mooney e Zandstra, 2009; Kwon et al., 2018). Mais
ainda, ¢ indispensavel que a célula encontre um nicho mecanico e bioquimico que favorega a

proliferacdo e diferenciacdo celular (Kitamura et al., 2012).

A indugdo da reparagdo tecidual requer recapitulagdo espacial e temporal do microambiente
(matriz extracelular), interagdes intercelulares e necessidade de sinais bioativos - tais como
fatores de crescimento e citocinas (Kitamura et al., 2012). Os fatores de crescimento sdo
liberados por células vizinhas saudaveis e tém papel: i) quimioatrativo (direcionando
migracdo celular), ii) mitogénico (estimulando a divisdo celular), iii) morfogénico (induzindo
a diferenciagdo), iv) apoptdtico (iniciando morte celular programada) e v) metabdlico

(modulando metabolismo) (Zhao et al., 2015; Duncan, Kobayashi e Shimizu, 2018).

Para a regeneracdo do complexo dentina-polpa, as células estaminais mesenquimais (CEM)
tém sido as mais utilizadas por produzirem citocinas importantes para o “homing”,
proliferacdo e diferenciacdo de outras populagdes celulares (Charbord, 2010). Entre as CEM,
jé isoladas, mais utilizadas para estudos de regeneracdo tecidual dentédria estdo: as células
estaminais de polpa de dente (DPSCs), de ligamento periodontal (PDLSCs), de papila apical
(SCAPs), de dentes deciduos esfoliados (SHEDs), do foliculo dentério (DFSCs), e do epitélio
dentario (DESCs) (Bakhtiar et al., 2018; Hu, Liu e Wang, 2018).

Contudo, apesar de muito promissoras, as CEMs apresentam problemas quanto a sua
utilizagdo, nomeadamente: i) o aparecimento de células tetrapldides apos o transplante e
geracdo de anomalias cromossomais apos longos periodos em cultura (Spees et al., 2003;
Bobis, Jarocha e Majka, 2006; Jeong et al., 2011), ii) acessibilidade restrita e quantidade
insuficiente (Yin et al., 2017). Além disso, parecem favorecer o aparecimento de tumores em
transplantes (Jeong et al, 2011) possivelmente associados com a sua capacidade
imunossupressora, favorecendo assim o aparecimento de infe¢des virais que podem ser
oncogénicas (Bobis, Jarocha e Majka, 2006). Por isso, a procura de fontes alternativas de
CEMs levou ao uso de células estaminais pluripotentes (CEP), capazes de gerar populacdes

de CEM para regeneragao pulpar.
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Os principais representantes das CEP sdo as células estaminais embriondrias (CEE) e de
pluripoténcia induzidas (iPS). Para se definir as CEP, pelo menos 2 propriedades sao
consideradas: a) capacidade ilimitada de auto-renovagdo e b) capacidade de diferenciagdo em
mais de um tipo celular in vitro ou in vivo, dando origem a células dos 3 folhetos
embrionarios. Estas propriedades distinguem-nas das CEM, com capacidade limitada de auto-
renovagdo (Li et al., 2014; Garreta et al., 2018). O uso das iPS ¢ crescente em medicina
dentaria pela sua alta capacidade proliferativa, por manter as caracteristicas genéticas dos
pacientes dadores das células somaticas e por ndo apresentarem as limitagcdes éticas e
religiosas relacionadas ao uso das CEE, podendo, inclusive, ser geradas a partir de tecidos
orais descartaveis. Isto reflete a possibilidade de uma medicina dentaria personalizada capaz
de projetar ferramentas de diagnéstico por medida (Malhotra, 2016). Para este proposito, iPS
jé foram derivadas de SCAP, DPSCs, SHED (Tamaoki et al., 2010; Yan et al., 2010), células
estaminais dos 3° molares (Oda et al., 2010), fibroblastos da mucosa bucal (Miyoshi et al.,

2010) e fibroblastos do ligamento gengival e periodontal (Wada et al., 2011).

Face a complexidade e inovagdo do tema, o presente trabalho teve como objetivo realizar uma
revisdo de literatura sobre a utilizacdo de células estaminais na reparacdo dos danos teciduais
com foco no potencial terapéutico das células de pluripoténcia induzidas como protocolo

alternativo para o futuro da endodontia.

1.1. Metodologia

Para este trabalho de revisdo, a pesquisa bibliografica de artigos publicados em revistas
cientificas indexadas foi realizada usando os motores de busca PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Para tal, as seguintes combinacdes de palavras-
passe foram utilizadas: “endodontic treatment teeth”, “britter”, “root fracture”, “pulp
regeneration”, “adult teeth”, “dentistry”, “stem cell” and “induced pluripotent stem cell”. O
critério de inclusdo foi artigos publicados a partir de 2014, de modo a focar os procedimentos

mais atuais da técnica de regeneracdo dentdria. Artigos fora deste espago temporal foram

também considerados sempre que relevantes para o estudo.
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II. Desenvolvimento

2.1. Complexo dentina-polpa

A polpa dentdria ¢ um tecido conjuntivo laxo, localizado no interior do dente, altamente
vascularizado, e com capacidade de regeneracdo apods lesdo, que tem um importante papel na
formagao, nutri¢ao e defesa do dente (Huang, 2009). A polpa é formada por fibras, colagénio,
mucoproteinas, glicoproteinas, mucopolissacarideos, vasos, nervos, d4gua e sais minerais, além
de diferentes tipos celulares (Pashley, Walton e Slavkin, 2002). Histologicamente, apresenta
duas regides bem definidas - central e periférica, e pode ser dividida em 4 partes: i) camada
onde os odontoblastos se localizam na periferia da polpa, i) camada acelular de Weil, iii)
camada rica em diferentes tipos celulares e iv) centro da polpa: regido rica em vasos

sanguineos € nervos.

Entre as células da polpa, os fibroblastos sdo as mais numerosas e fazem parte da camada
mais rica em cé€lulas, sendo responsaveis pela sintese e secre¢do de colagénio e proteinas da
matriz extracelular (Estrela er al., 2011). Ja células de defesa (linfocitos, plasmocitos e
macrofagos) sdo geralmente recrutadas da corrente sanguinea no momento em que aparecem
lesdes e/ou agentes estranhos ao conjuntivo pulpar. Nesta situagdes, os linfocitos T sdo as
células mais frequentemente encontradas e situam-se proximo dos vasos sanguineos,

participando da imunidade celular (Pashley, Walton e Slavkin, 2002).

Apos a lesdo do complexo dentina-polpa, as populagdes de células estaminais mesenquimais
presentes na polpa sdo capazes de se diferenciar em odontoblastos (Bobis, Jarocha e Majka,
2006; Bonfield et al., 2010). Os odontoblastos sdo células altamente polarizadas capazes de
gerar e secretar glicoproteinas, e que surgem a partir do mesénquima periférico da papila
dentaria durante o desenvolvimento do dente. As glicoproteinas formardo uma matriz de pré-
dentina que sera mineralizada pelos proprios odontoblastos, conferindo a estas células uma

carateristica impar (Gartner et al., 1979; Pashley, Walton e Slavkin, 2002).

A dentina, por sua vez, ¢ um tecido altamente mineralizado, que forma a coroa e a raiz do
dente. E composta por uma matriz mineral tubular, constituida especialmente por cristais de
hidroxiapatite e fibrilas de colagénio, hidratada por fluido intra e peritubular. Essa estrutura
tubular mineralizada, associada a capacidade de dissipacdo hidrdulica de forcas do fluido
dentinario, do ponto de vista mecanico, dé estabilidade a dentina e confere ao dente forca e

resisténcia a impactos oclusais (Kahler, Swain e Moule, 2003). As moléculas da matriz da
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dentina incluem fatores de crescimento, proteinas ndo colagénicas e glicosaminoglicanos
(Han et al.,, 2019). As proteinas e seu comportamento viscoeldstico sdo considerados
responsaveis pela resisténcia do dente. Sendo assim, quando danificadas ou desnaturadas,

comprometem a resisténcia do dente (Arola et al., 2017).

Histologicamente, a dentina encontra-se por fora da polpa dentaria, estando intimamente
ligadas. Funcionalmente, as células da polpa dentdria podem regenerar a dentina, fornecendo-
lhe oxigénio, nutri¢do e inervagdo, enquanto a dentina, que ¢ dura, protege o tecido pulpar,
que ¢ mole. Juntos, polpa e dentina mantém a integridade da forma e funcdo do dente.
Qualquer reacdo fisiologica ou patoldgica que ocorra numa delas, como trauma, céries e
preparacao da cavidade, afetard a outra. A intima relagdo entre os tecidos pulpar e dentinario

permite denominé-los de complexo dentina-polpa (Estrela et al., 2011).

2.2. Tratamento endodontico

Por ano, s6 nos EUA, sdo realizados 22,3 milhdes de procedimentos endodonticos (AAE -
American Association of Endodontists, 2017, October 23), sendo a maioria dos pacientes
endodonticos adultos com dentes maduros bem desenvolvidos. De modo geral, o tratamento
endodontico convencional consiste na desinfe¢do dos canais, prepara¢do dos canais com
ligeiro desgaste das paredes dentindrias, remog¢do de bactérias e preenchimento do canal
radicular com materiais inertes. No entanto, até hoje, os tratamentos endoddnticos

regenerativos foram aplicados principalmente a dentes permanentes imaturos.

O inicio da endodontia regenerativa ocorreu em 1952 quando foi utilizado, pela primeira vez,
hidroxido de calcio para recuperar a polpa dentaria (Gong et al., 2016). A técnica conhecida
como apicificagdo, indicada principalmente no tratamento de dentes imaturos necroticos, pode
promover o encerramento apical, mas ndo continuar a formag¢ao radicular, além de requerer
multiplas visitas ao médico dentista. Devido a estes fatores, a procura de novas técnicas abriu
portas para o uso de protocolos mais modernos que resultassem na regeneragdo tecidual

parcial ou integral da polpa dentaria (Gong et al., 2016).

Neste sentido, surge a bioengenharia com o objetivo de reparar ou substituir tecidos lesados
ou degenerados funcionalmente e/ou estruturalmente. As principais abordagens para
tratamento do complexo dentina-polpa usam células recém isoladas injetadas diretamente no

local da lesdo, podendo ou ndo estar associadas a moldes, ou implantes tipo tecido formados a



Células Estaminais de Pluripoténcia Induzida na regeneracio tecidual:
uma alternativa para o futuro da endodontia

partir da combinacdo de células previamente cultivadas associadas a scaffolds (Malhotra e

Mala, 2012).

2.3. Regeneracao do complexo dentina-polpa

O termo endodontia regenerativa deve incluir a revitalizacdo de dentes permanentes imaturos
necroticos e também dentes permanentes maduros (He et al., 2017). Nos dentes imaturos, isso
permitiria o desenvolvimento fisiolégico normal continuado do dente. Nesse caso, a polpa
tem a capacidade de promover a formacdo de dentina corondria e radicular, que aumenta a
espessura ¢ o comprimento das raizes (para prevenir a fratura). Quando vital, a polpa tem a
resposta imune que possibilita reagir a uma irritacdo bacteriana causada por cérie ou
microinfiltragdo de restauracdes (Fouad e Verma, 2014). Além disso, ¢ capaz de reparar
defeitos de carie e fraturas (através da dentina terciaria), fornecer respostas vasculares e
sensoriais normais, € promover a fun¢do normal. Portanto, a reparag@o pulpar ¢ o tratamento

ideal para dentes imaturos, com ou sem infe¢ao (Fouad e Verma, 2014).

Se na reparagdo o que se forma ¢ um tecido diferente do original, na regeneracdo o que se
procura ¢ uma real restauragdo do tecido original, tanto em termos bioldgicos como
funcionais. (Kim et al., 2018). De acordo com Arslan et al. (2019), o principal objetivo do
REP ¢ eliminar os sintomas e promover a saide dssea, aumentar a espessura da parede da raiz
e/ou comprimento da raiz e obter uma resposta positiva ao teste de vitalidade. A cicatrizacdo
Ossea ¢ definida pela auséncia de sinais e sintomas clinicos, e um exame radiografico normal -

sem imagem radiolucida periapical (Saoud ef al., 2016).

Para a AAE (2018), o grau de sucesso dos Procedimentos Endodonticos Regenerativos ¢
medido pelos objetivos primarios, secundarios e terciarios atingidos. O objetivo primdrio
consiste na auséncia de sinais e sintomas e na evidéncia de recuperacao ossea. J4 o secundario
foca-se no aumento da espessura da parede radicular e/ou aumento do comprimento da raiz
(desejavel, mas talvez ndo necessario) enquanto o terciario procura resposta positiva ao teste

de vitalidade pulpar (o que poderia indicar um tecido pulpar mais organizado).

2.4. Bioengenharia Tecidual e Células Estaminais
A bioengenharia tecidual, area emergente da biotecnologia médica, surge com o intuito de
desenvolver novas abordagens terapéuticas, e cada vez mais tem sido facilitada pelo uso de

diversas técnicas de cultura celular e tecidual (Almouemen, Kelly e O’Leary, 2019). Pode ser
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classificada como medicina regenerativa uma vez que tem como objetivo reparar ou substituir
tecidos lesados ou degenerados, funcional e estruturalmente. Na endodontia regenerativa nao
¢ diferente, e cada vez mais se aplica o conceito da triade de engenharia de tecidos: células
estaminais, estrutura biomimética (scaffold) e fatores de crescimento bioativos aplicados no
espaco do canal com objetivo de regenerar o tecido pulpar danificado por infecdo, trauma ou

anomalias de desenvolvimento (Duarte Campos et al., 2019; Han et al., 2019).

Para ser usado na reparagdo tecidual, o material dos scaffolds precisa ter biocompatibilidade,
porosidade interconectada, condutividade para fixacdo, capacidade de promover a
proliferacdo e diferenciacdo de células comprometidas, capacidade de incorporar fatores de
inducdo, propriedades mecanicas apropriadas e biodegradabilidade (Almouemen, Kelly e
O’Leary, 2019). O sucesso da bioengenharia estd associado & similaridade de estrutura e
composi¢do entre o dente real e a estrutura dentaria desenvolvida. Recentemente, a
bioimpressdo 3D apresentou-se como uma ferramenta com a capacidade de produzir
construgdes celulares usando multiplos tipos celulares, biomoléculas e biomateriais (Han et
al., 2019). Técnicas mais avancadas t€m injetado, dentro de raizes dentarias tratadas, células
semelhantes a odontoblastos ressuspendidas em bioink de hidrogeles para impressdao 3D.
Duarte Campos et al. (2019) mostraram pela primeira vez e com sucesso, evidéncias de
formacao do tubo vascular a partir de uma bioimpressao portatil de dentes, com potencial para
o tratamento in situ de canais radiculares — manutencdo da fungdo biologica. Entretanto, o

desafio ainda ¢ provar a viabilidade deste processo in vivo.

A ideia do uso de células para reposicdo tecidual veio de uma das abordagens terapéuticas
mais antigas e amplamente usadas - a transfusdo de células sanguineas. Células vivas
autologas (vindas do proprio paciente) e alogenéicas (vindas de um doador compativel com o
receptor) ja mostraram seu potencial como agentes terapéuticos para o fornecimento das
proprias células e produtos por elas secretados (Haque, Kasim e Rahman, 2015; Kusuma et
al., 2017). Os diferentes tipos celulares utilizados sdo classificados quanto a sua capacidade
de se dividirem e produzirem células diferenciadas, em: i) Totipotentes: originam todas as
células do individuo adulto inclusive tecidos dos anexos embriondrios; ii) Pluripotentes:
originam todas as células do individuo adulto, exceto os anexos embrionarios e 1iii)
Multipotentes: originam fenotipos dos tecidos de que as células foram isoladas (Kalra e

Tomar, 2014).
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Células Estaminais Mesenquimais (CEM)

As CEM foram identificadas inicialmente em 1976 por Alexander Friedenstein a partir de
células mononucleares da medula 6ssea (MO) (Bobis, Jarocha e Majka, 2006). Inicialmente
foram chamadas de células formadoras de colonias de fibroblasto (CFU-F) e mais
recentemente de Células Estaminais Mesenquimais. Sdo definidas pela sua capacidade de
auto-renovacdo e habilidade de se diferenciarem em células mesenquimais distintas, como
o0sso, cartilagem, gordura, tenddo e musculo (Bobis, Jarocha e Majka, 2006; Bonfield et al.,

2010).

As CEM sao facilmente isoladas de aspirados da MO obtidos da crista iliaca superior da tibia,
fémur e coluna vertebral (lombar e toracica). Em cultura, as CEM aderem ao pléstico onde
ocorre a formacao de colonias fusiformes (similar a uma cultura 2D de fibroblasto), as células
cuboides (achatadas) (Samsonraj et al., 2017). Mais recentemente, houve a descoberta de
células com ~7um de diametro, com alta razdo citoplasma/nicleo, autorrenovagdo mais
rapida e maior capacidade de diferenciagdo (Bobis, Jarocha e Majka, 2006). A cultura de
CEM dé origem a uma populagdo bastante heterogénea (com osteoblastos e/ou progenitores
de osso, fibroblastos, células endoteliais, reticulares, etc.), que expressa um amplo espectro de
citocinas, fatores de crescimento e moléculas de matriz extracelular envolvidas diretamente na
manuten¢do do ambiente estromal (Samsonraj et al., 2017; Mushahary et al, 2018). As
moléculas produzidas e secretadas pelas CEM tém papeis importantes para o “homing”,
proliferacdo e diferenciacdo de outras células estaminais. Além disso, h& capacidade
migratoria das CEM para sitios que sofreram lesdo de modo a auxiliar no processo de
regeneracdo. Esta capacidade diminui ap6s longos periodos em cultura (Fibbe e Noort, 2003;

Oh, 2010).

As propriedades anti-inflamatdria e imunossupressora destas células tém sido amplamente
estudadas (Charbord, 2010; Hernandez-Monjaraz et al., 2018). Estas células apresentam
varios marcadores imunofenotipicos, presentes também noutros tipos celulares (CD105,
CD73 e CD90), mas ndo expressam por exemplo CD45, CD34, CD14, CD11b ou CDI19
(Dominici et al., 2006). Mais ainda, parecem ter reduzida expressao de MHC II e de recetores
co-estimuladores na superficie. Sendo assim, ndo apresentam atividade de células

apresentadoras de antigénio (Wang, Yuan e Xie, 2018).
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Células Estaminais Pluripotentes (CEP)

Células pluripotentes caracterizam-se pela capacidade ilimitada de auto-renovagdo e de
diferenciagdo em células dos 3 folhetos embriondrios (Draper e Fox, 2003). Sdo células que
despertam interesse de grande parte da comunidade cientifica pela possibilidade de utilizagao
em terapias celulares, tecnologias relacionadas a screening de farmacos, diagnosticos in vitro
assim como estudos da biologia do desenvolvimento (McDevitt e Palecek, 2008; Bayart e

Cohen-Haguenauer, 2013).

As primeiras CEP foram isoladas em 1981, a partir de carcinoma embrionario de murinos
(mES) (Martin e Evans, 1975; Evans ¢ Kaufman, 1981; Martin, 1981). Estes carcinomas sao
tumores das gonadas que, além de células indiferenciadas, apresentam uma mistura de tipos
celulares dos 3 folhetos embrionérios (Friel, 2005). Com o intuito de se gerar células
pluripotentes ndo tumorais, foram entdo isoladas da massa celular interna (ICM) de
blastocistos, 3 dias apos a formagdo do zigoto (Moon et al., 2006). De forma semelhante,
estudos com células embriondrias humanas tiveram inicio com células de carcinoma (Fogh e
Trempe, 1975), e em 1998, foram obtidas células estaminais embrionarias provenientes de um
blastocisto humano de 5-7 dias pos-fertilizagdo (Thomson, 1998). Estas células sdo
caracterizadas por altos niveis de atividade da enzima telomerase e pela expressdo de
antigénios de superficie caracteristicos, incluindo SSEA-3, SSEA-4 (stage-specific embryonic
antigen-3,4), TRA-1-60, TRA-1-81 (proteoglicanos de keratan sulfato) e fosfatase alcalina
(Mountford, 2008) além de fatores de transcri¢do relacionados com a pluripotencialidade tais

como Oct-4, SOX2, NANOG, entre outros (Bodnar et al., 2004).

Recentemente, CEPs foram obtidas através da reprogramacado celular, sem a necessidade de
utilizagcdo de embrides (Meissner, Wernig e Jaenisch, 2007; Takahashi et al., 2007; Yu et al.,
2007; Lowry et al., 2008). A técnica mais utilizada e eficiente de reprogramacao consiste na
transfe¢do de células adultas com virus geneticamente modificados carregando os genes
especificos de pluripotencialidade — Oct4, SOX2, Klf4 e c-Myc (Takahashi e Yamanaka, 2006;
Takahashi et al., 2007; Wernig et al., 2007; Yu et al., 2007). Assim como na clonagem
terapéutica — onde ha reprogramacao através de transferéncia nuclear — células reprogramadas
sdo geneticamente idénticas ao dador, reduzindo os riscos de incompatibilidade e rejei¢do no

caso de serem eventualmente transplantadas (Lowry ef al., 2008).
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As células 1PS (do inglés, induced pluripotent stem cells) possuem grande potencial
terapéutico por serem capazes de gerar populacdes de células com fenotipos especificos,
dificilmente obtidos por outras fontes, além de auxiliar na melhor compreensao de patologias
especificas e de dificil etiologia (Zeng et al., 2004; D’ Amour et al., 2006; Trounson, 2006;
Mountford, 2008). No campo da endodontia, o uso das iPS ainda ¢ recente, mas bastante
promissor. Enquanto a disponibilidade de células estaminais mesenquimais de tecido dentério
¢ restrita, iPS sdo fonte ilimitada de células estaminais e podem inclusive ser geradas a partir
de material descartado apds procedimento odontoldgico (Malhotra, 2016). Assim como as
células estaminais embriondrias, as iPS podem facilmente ser escalonadas para posterior uso

na medicina regenerativa (Fernandes et al., 2009).

Alguns autores tém-se focado na derivacao das iPS provenientes de tecidos dentérios para que
a diferenciacdo especifica seja mais facil e eficiente (Li, Yin e Luan, 2018). Mais ainda,
varios grupos de investigacdo t€m usado as proprias células estaminais mesenquimais do
tecido dentério para originar as iPS, tais como: células estaminais de polpa de dente (DPSCs),

de papila apical (SCAPs) e de dentes deciduos esfoliados (SHEDs) (Malhotra, 2016).

I11. Discussao e Conclusoes

A odontologia regenerativa representa uma abordagem terapéutica multidisciplinar atraente
que contrasta as técnicas tradicionais de restauragdo e cirurgia e os beneficios dos recentes
avangos nas areas da bioengenharia de materiais, biologia de células estaminais, molecular e
protedmica (Moussa e Aparicio, 2018). Sdo por definicdo procedimentos baseados na biologia
que visam substituir uma estrutura dentaria danificada (incluindo estruturas dentinérias e
radiculares) e o complexo dentina-polpa (Estrela et al., 2011). Tradicionalmente, dentes
permanentes maduros com polpas necroticas infetadas, ou ndo, sdo tratados com terapia de
canal radicular ndo cirurgica: desbridamento quimio-mecanico, mediacdo intracanal e
preenchimento radicular com material biocompativel. Tanto a terapia de canal radicular nado-
cirargica quanto o REP visam a auséncia de sinais e sintomas, com resolugdo da lesdo apical
(Saoud et al., 2016), no entanto, a diferenga ¢ que na REP se faz o preenchimento do canal

com tecido vital.

A AAE (2018) define o sucesso do tratamento endodontico baseado em objetivos primarios

(essencial), secundarios (desejavel) e tercidrios. Tong et al. (2017) e Torabinejad et al. (2017)
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demonstraram que o objetivo primario do REP pode ser alcancado com seguranga com 91-
94% de cicatrizagdo periapical, caracterizando tratamentos bem-sucedidos e eficazes na
elimina¢do da dor e no controle de infe¢des. Em relagdo aos objetivos secunddrios, os autores
relacionaram um desenvolvimento radicular aumentado (80%) e encerramento apical (76%)
(Tong et al., 2017; Torabinejad et al., 2017), enquanto outros estudos (Linsuwanont,
Sinpitaksakul e Lertsakchai, 2017; Silujjai e Linsuwanont, 2017) relataram que a maturagdo

da raiz ndo foi alcancada de forma fiavel.

Além disso, a considerar outros fatores relacionados a etapas comuns para desinfe¢do dos
dentes a serem tratados com endodontia convencional ou REP, um estudo evidenciou que o
fato dos dentes serem desvitalizados, os deixavam mais suscetiveis a reinfe¢des e fraturas
devido as forcas mastigatorias (He et al., 2017), indicando taxa de insucesso endoddntico
entre 11,4 a 16,9% apds acompanhamento de 0,3 a 20 anos. A perda cumulativa de estrutura
dentaria, por caries, trauma e procedimentos restauradores e endoddnticos, aliados a perda de
vitalidade ou limiar de dor elevado, permitem maiores cargas nos dentes tratados
endodonticamente, ¢ levam a maior suscetibilidade a fraturas (Sedgley e Messer, 1992;

Kahler, Swain ¢ Moule, 2003).

O trabalho de Sedgley e Messer (1992) comparou propriedades biomecanicas (resisténcia ao
cisalhamento, resisténcia a fratura, dureza e carga de fratura) de 23 dentes tratados
endodonticamente e seus pares vitais contralaterais (Sedgley e Messer, 1992). Apos 1 ano do
fim do tratamento, apenas a diferenca de dureza foi estatisticamente significativa, em que os
dentes controlo se mostraram 3,5% mais duros do que os dentes com o tratamento
endodontico contralateral. Um fator que parece ser importante para a resisténcia a fratura apos
tratamento endodontico ¢ o teor de dgua. Kahler, Swain e Moule (2003) mostraram que o
dente desidratado fratura com aplicagdo de uma forca até 4-5 vezes menor do que o dente

hidratado, e que a re-hidratacdo do dente praticamente restaura sua resisténcia a fratura.

Se a instrumentacdo dos canais causa ou nao microfraturas na dentina, ¢ como isso afeta a
resisténcia do dente ¢ um assunto que ainda precisa ser mais estudado (Arola et al., 2017).
Outra caracteristica discutida da terapia endodontica convencional que difere da REP ¢ a
frequéncia com que ocorre alteracdo da colora¢do da coroa do dente, devido principalmente a

cor dos materiais de preenchimento endoddntico usados (Goto, Ceyhan e Chu, 2009).
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O controle da infecdo ¢ a chave para o sucesso da terapia endoddntica regenerativa. E o uso
de antibioterapia como auxiliar do tratamento torna-se uma escolha 6bvia devido a sua
seletividade e toxicidade relativamente reduzidas e ao seu efeito residual durante o
crescimento tecidual (Fouad e Verma, 2014). Contudo, ha variacdo de sensibilidade do
organismo aos diferentes antibidticos e a capacidade dos microorganismos se tornarem
resistentes, além das possibilidades de efeitos antagonistas entre os medicamentos utilizados,
que podem ser causadores dessa resisténcia (Neelamurthy et al., 2018). Se por um lado os
antibioticos sdo efetivos contra as bactérias, quando usados em concentracdo superior a
Img/mL, como presente nas pastas antibidticas, podem ser prejudiciais para a sobrevivéncia

das células estaminais (Paryani e Kim, 2013).

A atuagdo dos irrigantes e curativos, com objetivo de desinfe¢do do canal devem ser
considerados nos protocolos de desinfecdo. Para a Sociedade Europeia de Endodontia (ESE),
a concentracdo do hipoclorito de s6dio (NaOCIl) pode variar de 1,5 a 3%, e deve promover
desinfecdo suficiente com preservagdo dos tecidos. Para além do uso de NaOCl e EDTA,
comumente usados nos tratamentos para desinfecdo dos canais, preconiza-se a irrigacdo com
soro fisiologico estéril a fim de minimizar os efeitos citotoxicos do NaOCIl sobre tecidos
vivos (Galler et al., 2016). Quando usados em concentracdes de 1,5% para o NaOCl e 17%
para o EDTA, mostraram-se seguros (Paryani e Kim, 2013; Fouad e Verma, 2014), uma vez
que o EDTA parece: 1) reverter parcialmente os efeitos deletérios do NaOCI, 2) promover
sobrevivéncia das células estaminais, 3) promover libertacdo dos fatores de crescimento da
matriz dentindria (por desmineralizagdo e exposicdo da matriz dentinaria), 4) estimular a
diferenciagdo odontogénica das células estaminais e 5) a angiogénese. Apesar disso, quando
usado in vivo, o0 NaOCIl 1,5% parece ndo ser eficaz na eliminagdo das bactérias em biofilmes
do sistema de canais radiculares infetados (Paryani e Kim, 2013; Fouad, 2017; Kim et al.,

2018).

NaOCl e clorexidina estdo entre os antimicrobianos mais eficazes para desinfe¢do do canal
radicular, contudo podem ser toxicos para as células estaminais da papila apical, além de
anularem a bioatividade dos fatores de crescimento importantes para a REP (Paryani e Kim,
2013; Fouad e Verma, 2014). Mesmo em baixas concentracdes, o NaOCI pode provocar
danos nas proteinas, incluindo o fator de crescimento da dentina (Han et al., 2019). A forma
como ¢ realizada a irrigacdo também pode influenciar a resposta biologica, e a irrigagdo por

pressdo negativa, ultrassonica passiva ou a ativagdo multissonica podem ser consideradas
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alternativas para melhorar a desinfecdo efetiva dos canais radiculares (Fouad, 2017; Kim et

al., 2018).

Diferente do tratamento ndo-cirirgico, a REP resulta histologicamente na formac¢do de um
tecido que possui estrutura semelhante a 0sso, cemento e ligamento periodontal € ndo num
tecido pulpar verdadeiro. E considerado, em si, um processo reparativo e nio regenerativo. A
resposta positiva a um teste pulpar ¢ um dos requisitos para a regeneracdo, que indica tecidos
vitais vascularizados e inervados, portanto, a resposta positiva apés REP ndo ira indicar
necessariamente a regeneragcdo do tecido pulpar (Kim et al, 2018; Arslan et al., 2019). E
ainda ndo existem terapias regenerativas amplamente aceites para polpa dentaria infetada de
dentes maduros em pacientes adultos (He et al, 2017). Alguns autores defendem que a
reparacdo ndo ¢ uma cicatrizacdo ideal de feridas - porque o tecido danificado perde a sua
fung¢do fisiologica, apesar disso, no caso do REP, a fun¢@o do dente ¢ mantida (Saoud et al.,

2016; Han et al., 2019).

Uma andlise de dados do protocolo clinico do REP revelou que hd uma variedade de
protocolos entre todos os estudos (Kontakiotis et al., 2015), envolvendo presenca ou auséncia
de coagulo sanguineo intracanal, concentracdes de solucdo irrigante ou tipo de medicagdo
intracanal utilizada. Mesmo assim, os diferentes protocolos de tratamento foram capazes de
alcangar a eliminacdo de sintomas e sinais clinicos, além da periodontite apical, indicando
sucesso para promover o espessamento das paredes do canal e/ou o desenvolvimento
continuado da raiz (Kontakiotis ef al., 2015; Diogenes et al., 2016) e resposta positiva aos
testes de vitalidade (Arslan et al., 2019). Poucos estudos prospetivos relatam resultados apos
18 meses (Tong et al., 2017) de modo que a retencdo a longo prazo de dentes tratados com
REP ainda esta por determinar (Han ef al., 2019). Pode ainda existir viés de publicacdo, sendo
provavel que os casos de sucesso sejam mais frequentemente relatados do que os casos
fracassados, resultando numa superestimativa do sucesso dos dentes tratados com REP

(Conde et al., 2017).

A regeneragdo dentdria de polpa e dentina representa um desafio devido a sua complexidade e
o uso de cé¢lulas estaminais exdgenas pode ser uma alternativa interessante para o tratamento
endodontico. Grande parte dos estudos foca-se no uso de células estaminais adultas para
regeneracdo do tecido periodontal, osso alveolar e craniofacial, complexo dentina-polpa,

tecido mucoso e musculo da lingua (Bakhtiar ef al., 2018). Entre as mais utilizadas destacam-
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se as provenientes de células estaminais de polpa do dente (DPSC), do ligamento periodontal
(PDLSC), da papila apical (SCAP), de dentes deciduos esfoliados (SHED), do foliculo
dentario e do epitélio dentario (Bakhtiar et al., 2018; Hu, Liu and Wang, 2018).

No REP o que se procura, ao provocar o sangramento periapical para o espago intracanal, ¢ a
formag¢do de um codgulo sanguineo, libertagdo de fatores de crescimento e atragdo de células
estaminais mesenquimais. No entanto, no dente maduro, ja ndo existe papila apical. Entdo, o
tecido formado vai ter capacidade de defesa imunologica, mas ndo podera produzir dentina.
Além disso, o risco de formagao de tecido duro no tecido desenvolvido no interior da polpa ¢é
um ponto critico, pois mesmo que esse tecido ndo seja neopldsico ou infetado, pode ainda

assim acabar por causar necrose do tecido pulpar, por compressao.

As DPSCs foram as primeiras a serem usadas sendo responsaveis por cerca de 52% dos
trabalhos realizados para regeneracdo do complexo dentina-polpa (Gronthos et al., 2000;
Bakhtiar et al., 2018). Vérios trabalhos j& mostraram o potencial migratdrio e de diferenciagao
em células tipo osteoblastos, além da capacidade de mineralizacdo que ajuda estruturalmente
na formacgdo da dentina (Almushayt et al., 2006; He et al., 2008). Também foi observada a
formagdo de novos vasos apds injecdo de DPSCs, demonstrando o papel importante dessas

células na regeneracdo do complexo dentina-polpa (Estrela ef al., 2011).

As PDLSC apresentam caracteristicas bastante similares as células estaminais de medula
Ossea e as DPSCs. Sdo mais usadas para regeneragdo dos ligamentos periodontais e quando
em combinagdo com as DPSCs e hidroxiapatite, apresentam melhores resultados na geracdo
de bio-raizes (Gao et al., 2016). Além disso, ja foi demonstrado in vivo o seu potencial em

gerar cemento e osso (Trubiani et al., 2008).

As SCAPs sao provenientes do dente em desenvolvimento e sdo as que retém maior estado
indiferenciado, tendo inclusive maior atividade da telomerase (Huang et al., 2010; Wang et
al., 2016). Sao consideradas fontes primdrias de geragdo de células tipo odontoblastos
enquanto DPSCs sdo relatadas mais no sentido de reposi¢ao das células perdidas (Gong et al.,
2016). Quando comparadas com as DPSCs, apresentam maior taxa de crescimento in vitro
(Sonoyama et al., 2008). As SHEDs sdo as células estaminais obtidas de maneira ndo invasiva
e quando comparadas as DPSCs, também apresentam maior proliferacdo e capacidade de

gerar tecido 6sseo (Wang et al., 2012). In vivo, o transplante destas células foi capaz de
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formar uma polpa dentaria histologica e morfologicamente similar a uma natural (Gong ef al.,
2016). Além da formacdo de células tipo odontoblastos, as SHEDs sdo capazes de se

diferenciar em endotélio havendo posteriormente formacao de vasos (Kerkis e Caplan, 2012).

Apesar do sucesso da utilizagdo de diferentes fontes de CEM descritas acima, as limitagdes
levaram a procura de outras células estaminais que pudessem regenerar o tecido dentario.
Como descrito anteriormente, as CEP, ao contrario das CEM, ndo sofrem senescéncia e sao
fontes ilimitadas de células estaminais capazes de gerar todos os tipos celulares de um
organismo adulto. Para além disso, sdo facilmente escalonadas sendo mais fécil atingir as
concentragdes celulares requeridas para uso na medicina regenerativa (Fernandes et al., 2009;

Otsu et al., 2014).

Na medicina dentéria, as células estaminais embriondrias sdo usadas para regeneragdo oral e
craniofacial, incluindo mucosa, osso alveolar, tecido periodontal e glandula salivar (Kidwai et
al., 2014; Otsu et al., 2014; Ozeki et al., 2014). As iPS tém sido consideradas o futuro da
terapia endodontica pois apresentam todas as caracteristicas das células estaminais
embriondrias sem as limitagdes religiosas e éticas associadas, e menor possibilidade de
rejeicdo pois sdo geradas a partir de células do proprio paciente (Gong et al., 2016). Como ja
citado anteriormente, podem ser derivadas de varias células do tecido dentario, como as
SCAP, DPSCs, SHED (Tamaoki et al., 2010; Yan et al., 2010), células estaminais de 3
molares (Oda et al., 2010), de fibroblastos da mucosa bucal (Miyoshi et al., 2010) e de
fibroblastos do ligamento gengival e periodontal (Wada et al., 2011), e sdo capazes de
originar células mesenquimais dentarias, tipo odontoblastos e ameloblastos (Zhang et al.,

2010; Otsu et al., 2012, 2014; Wen et al., 2012; Seki et al., 2015; Hamano et al., 2018).

Apesar de complexo, o campo da regeneragdo dentaria progrediu bastante nos ultimos anos
podendo ser clinicamente vidvel no futuro. Como parte de uma nova tecnologia, as iPS
provenientes dos proprios pacientes representam uma fonte celular Unica e altamente
promissora. Mas ainda existem poucos estudos, e grandes desafios devem ser ultrapassados
até que a total regeneracdo do complexo dentina-polpa possa ser realizada. Entender os
mecanismos biologicos envolvidos na diferenciacdo das células estaminais, correlacionado
com os diferentes tecidos e complexidade do 6rgdo dentério, além de cada dente ter uma

forma e tamanho especificos para cada paciente, sdo questdes ainda a serem resolvidas.
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