CELULAS-TRONCO DERIVADAS DA
POLPA DENTARIA - DIFERENCIACAO,
PROLIFERACAO E MEDIADORES

QUIMICOS ENVOLVIDOS:

UMA REVISAO DE LITERATURA

Stem cells derived from dental pulp - differentiation,
proliferation, and chemical mediators involved:

'Graduando(a) em Odon-
tologia pela Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB),
Campus VIll, Araruna —
Paraiba.

’Professor Doutor do curso
de Odontologia da Univer-
sidade Estadual da Paraiba
(UEPB), Campus VI, Ara-

runa — Paraiba.

Autor correspondente:
Rodrigo Gadelha Vasconcelos
rodrigogadelhavasconcelos@yahoo.com.br

Recebido em: 22/06/2020
Aceito em: 23/08/2020

a literature review

Anna Clara Gomes de Aratjo’
Rodrigo Gadelha Vasconcelos?
Marcelo Gadelha Vasconcelos?

ARAUJO, Anna Clara Gomes de, VASCONCELOS, Rodrigo Gade-
lha ¢ VASCONCELOS, Marcelo Gadelha. Células-tronco derivadas
da polpa dentaria - diferenciacdo, proliferacdo e mediadores quimi-
cos envolvidos: uma revisao de literatura. SALUSVITA, Bauru, v. 39,
n. 2, p. 435-458, 2020.

RESUMO

Introdugdo: As células-tronco presentes na polpa dentaria sdo célu-
las indiferenciadas com capacidade ilimitada de autorrenovacgio e
diferenciacdo, representando grande potencial de uso na medicina
regenerativa. Objetivo: Realizar uma revisdo bibliografica sobre as
células-tronco derivadas da polpa dentaria enfatizando seus mecanis-
mos de diferenciacdo, proliferacdo e mediadores quimicos envolvi-
dos nesses processos. Materiais e métodos: Realizou-se uma revisao
bibliografica de estudos publicados nos ultimos 20 anos (2000-2020)
por meio de busca nas bases de dados: PubMed/MEDLINE, SciELO
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(Scientific Eletronic Library) e Google Académico. Para a pesquisa,
foram utilizados os seguintes descritores: Células-tronco (Stem cells),
polpa dentaria (dental pulp) e engenharia tecidual (tissue enginee-
ring). Ap0s criteriosa filtragem, foram selecionados 38 trabalhos para
inclusdo no estudo. Resultados: As células-tronco da polpa dentéria
demonstram capacidade de diferenciacdo nas linhagens mesodérmi-
cas, ectodérmicas e endodérmicas, e expressam um padrdo génico
similar ao das células-tronco da medula 6ssea. Conclusdo: As célu-
las-tronco da polpa dentaria apresentam elevado potencial de proli-
feragdo e capacidade de originar diferentes linhagens através da di-
ferenciacao. O conhecimento da expressao das moléculas envolvidas
nestes processos ¢ a chave para a aplicagao dessas células em terapias
celulares. Sdo necessarios mais estudos para que os mecanismos de
diferenciacdo e proliferacao sejam totalmente elucidados e aplicados
com seguranc¢a na medicina regenerativa.

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

ABSTRACT

Introduction: The stem cells present in the dental pulp are
undifferentiated cells with unlimited capacity for self-renewal and
differentiation, representing a high potential for use in regenerative
medicine Objective: Conduct a literature review on stem cells
derived from dental pulp, emphasizing their differentiation,
proliferation, and chemical mediators mechanisms involved in these
processes. Material and Methods: A bibliographic review of studies
published in the last 20 years (2000-2020), carried out by a search
on the databases: PubMed/MEDLINE, SciELO (Scientific Electronic
Library), and Google Scholar. The following descriptors were used
for the research: stem cells, dental pulp, and tissue engineering.
After careful filtering, 38 articles were selected for inclusion in the
study. Results: The dental pulp stem cells demonstrate differentiation
capacity in the mesodermal, ectodermal, and endodermal strains
and express a genetic pattern similar to bone marrow stem cells.
Conclusion: Dental pulp stem cells have a high potential for
proliferation and capacity that originates from different cell lines
of differentiation. The key to the application of these cells in these
therapies is to know the expression of the molecules used in these
processes. Further studies are needed so that the mechanisms of
differentiation and proliferation are fully elucidated and used safely
in regenerative medicine.

Keywords: Stem cells. Dental pulp. Tissue engineering.
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INTRODUCAO

As células-tronco, objeto de estudo de varias pesquisas atuais, sao
tratadas por pesquisadores e diversos profissionais da area da saude
como um importante instrumento para combater muitas doengas,
principalmente, aquelas que desafiam a ciéncia ha muito tempo. A
chave para a utilizacao das células-tronco ¢ a sua capacidade de di-
ferenciagdo em varios tipos celulares (KOLYA; CASTANHO, 2007).

O termo célula-tronco, em inglés “stem cell”, define as células
precursoras que possuem capacidade de diferenciagdo e autorreno-
vacao ilimitadas. Originam células progenitoras que podem formar
uma variedade de tipos teciduais e, assim, regenerar um tecido apos
um trauma/lesdo ou modular funcdes celulares envolvidas nesses
processos (SOUZA, 2008; VASCONCELOS et al., 2011; NASCI-
MENTO; GALVAO, 2019). Ou seja, essas células tém capacidade de
gerar uma copia idéntica a si mesma e com potencial de diferenciar-
-se em varios tecidos (SILVA et al., 2019). Deste modo, o papel prin-
cipal das células-tronco ¢ manter uma reserva constante de células
que possam se diferenciar em células mais especializadas, de acordo
com o tecido considerado (SEGUNDO; VASCONCELOS, 2007).

As células-tronco podem ser encontradas nos tecidos embrio-
narios ou extraembrionarios, sendo classificadas quanto a sua na-
tureza em: adultas ou embrionarias (VASCONCELOS et al., 2011;
FEQUES et. al., 2014; STUEPP, 2014; SILVA et al., 2019; NASCI-
MENTO; GALVAO, 2019). As células-tronco embrionarias (do in-
glés: Embryonic Stem Cell - ESC) sao encontradas na fase embrio-
naria, na massa celular interna do blastdcito, nas células germinais
embrionarias. As células-tronco adultas ou somaticas (Adult Stem
Cells - ASCs) sao células indiferenciadas encontradas em tecidos
especializados, como: hematopoiético, tecido neural, pele, retina, fo-
liculo piloso, figado, medula 6ssea (SOUZA, 2008) e em diferentes
porg¢des da polpa do dente, que sdo tecidos menos invasivos e de facil
acesso (SILVA et al., 2019).

O interesse nesse tipo celular cresceu vertiginosamente nos ulti-
mos anos devido ao seu grande potencial de uso na regeneragao de
tecidos e orgaos lesados (VASCONCELOS et al., 2011). A utiliza-
¢ao de células-tronco pode representar uma alternativa terapéutica
para muitas doengas, como diabetes, anomalias congénitas, injurias
do tecido nervoso, mal de Parkinson, Alzheimer e outras alteragoes
degenerativas, exposi¢oes pulpares, defeitos periodontais ¢ a perda
do orgao dentario (HAU et al., 2006), pois apresentam capacidade
clonogénica sob a orientagdo e os estimulos com fatores de diferen-
ciagdo (NASCIMENTO; GALVAO, 2019).
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Na Odontologia, seu uso teve inicio com caracteristicas peculia-
res encontradas na polpa de dentes permanentes. Essas células eram
altamente proliferativas, clonogénicas e apresentavam capacidade
de se autorrenovar e de gerar diferentes tecidos (FEQUES et. al,
2014). Quando comparadas com as células-tronco da medula ossea,
essas apresentavam maior potencial de proliferacdo e diferenciagao
(SILVA et. al., 2019). Além disso, a extragao do tecido pulpar ¢ alta-
mente eficiente, o local de coleta ¢ facil e as células possuem ampla
capacidade de interatividade com biomateriais (TAUMATURGO;
VASQUES; FIGUEIREDO, 2016) e ndo apresentam os conflitos de
natureza ética em suas aplicacdes (SOARES et al., 2007; SOUZA,
2008; STUEPP, 2014), sugerindo fortemente suas possiveis aplica-
¢oes na medicina regenerativa (SILVA et al., 2019).

O uso clinico das terapias com células-tronco somente podera
ser efetivado quando os procedimentos estiverem estabelecidos com
eficiéncia, eficdcia e seguranca. Para isso, ¢ necessario entender as
etapas do processo de diferenciagdo e proliferagdo, assim como as
moléculas envolvidas (ARAUJO, 2011).

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo descre-
ver, por meio de uma revisao atualizada da literatura, caracteristicas
das células-tronco derivadas da polpa dentaria, tendo em foco seus
mecanismos de diferenciacdo, proliferagdo e os mediadores quimi-
cos envolvidos nesses processos, especificamente, os marcadores
celulares e os fatores de crescimento. Além disso, o trabalho tem
o objetivo de demonstrar a importancia da odontologia nas terapias
celulares e nos avancos da medicina regenerativa.

METODOLOGIA

Realizou-se uma revisdo bibliografica de estudos disponiveis na
literatura, publicados nos ultimos 20 anos (2000-2020), por meio de
busca bibliografica nas bases de dados eletronicas PubMed/MEDLI-
NE, SciELO (Scientific Electronic Library) e Google Académico.
Para a pesquisa, foram utilizados os seguintes descritores: Células-
-tronco (Stem cells), polpa dentdria (dental pulp) e engenharia teci-
dual (tissue engineering). Os cruzamentos entre os descritores eram
sempre realizados entre “células tronco” (stem cells) e um dos outros
dois descritores, utilizando o operador booleano “AND”.

Como critérios de inclusdo, foram adotados os artigos escritos
em inglés, espanhol e portugués; aqueles que se enquadravam no
enfoque e objetivo do trabalho e os mais relevantes em termos de
delineamento das informagdes desejadas. Foram observados e de-
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terminados alguns aspectos para a inclusdo dos estudos na revisao,
como a significancia, a confiabilidade e clareza no detalhamento me-
todolégico das informagdes apresentadas. Além disso foi indispen-
savel a disponibilidade integral do texto para sua inclusao no estudo.

Foram excluidos da amostra, os trabalhos que ndo apresentaram
relevancia sobre o tema abordado e que ndo se enquadraram nos
critérios de inclusdo. Desta forma, apos criteriosa filtragem, foram
selecionados 38 trabalhos para inclusdo na revisdo.

REVISAO DE LITERATURA

Células-tronco da polpa dentaria

A polpa dentaria apresenta fun¢des importantes para a manu-
tencdo de um dente. Sao elas: inervacao, formacado de dentina, res-
posta imunologica, suprimentos de nutrientes e oxigénio (SILVA et
al,, 2019; OKAJCEKOVA et al., 2020). E constituida por um tecido
conjuntivo frouxo e ¢ dividida em quatro camadas: a primeira, mais
externa, ¢ composta por odontoblastos produzindo dentina; a segun-
da ¢ pobre em células e rica em matriz extracelular; a terceira con-
tém células progenitoras com plasticidade e pluripoténcia; e a quarta
compreende a area vascular e plexo nervoso (VASCONCELOS et
al., 2011; TAUMATURGO; VASQUES; FIGUEIREDO, 2016; SIL-
VA et al., 2019).

A polpa dentéria adulta contém varias células, entre elas: fibro-
blastos (as células mais numerosas da polpa dentaria); células de de-
fesa (macrofagos, linfocitos e células dendriticas); células neurais;
células vasculares e perivasculares; e células mesenquimais indife-
renciadas (SOUZA, 2008; ARAUJO, 2011; VASCONCELOS et al.,
2011, SILVA et al., 2019; WEISS et al., 2020). Algumas dessas célu-
las mantém a capacidade de se diferenciar e participar do processo
de reparagdo das estruturas dentais (SOUZA, 2008; VASCONCE-
LOS et al., 2011).

As células-tronco da polpa dentaria foram descritas pela primeira
vez no ano de 2000 em um estudo realizado por Gronthos e colabo-
radores. Eles isolaram as células da polpa do dente humano (terceiro
molar) e compararam com as células-tronco de medula dssea. As
células apresentaram heterogeneidade, multipotencialidade, capaci-
dade de proliferagao e de formacao de colonias in vitro. Em seguida,
também foi descoberta uma rica fonte de células-tronco mesenqui-
mais (CTMs) na polpa do dente deciduo humano (dente de leite).
Elas apresentam capacidade de proliferagdo e de diferenciacdo, po-
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dendo reparar estruturas dentarias danificadas, induzir regeneragao
Ossea e, possivelmente, tratar tecidos neurais lesados e ser utilizadas
em terapia de doencas degenerativas. Deste modo, as células-tronco
de origem dentaria sdo caracterizadas por serem células indiferen-
ciadas multipotentes com capacidade ilimitada de autorrenovagao,
formacao de colonias e diferenciacdo; elas exibem um potencial de
multidiferencia¢do com capacidade de originar diferentes linhagens
celulares (ARAUJO, 2011; SILVA et al., 2019; GANCHEVA et al.,
2019; OKAJCEKOVA et al., 2020).

As células-tronco da polpa dentaria podem derivar da polpa
dentaria de dentes permanentes e de dentes deciduos esfoliados
(OLIVEIRA, 2016). As células-tronco da polpa de dentes perma-
nentes (DPSCs) representam menos que 1% da populacio de cé-
lulas presentes na polpa dentaria. Acredita-se que essas células
residem em varias regides no interior da polpa, sendo que nos teci-
dos dentais adultos estdo em repouso e sdo ativadas apds agressao
(SILVA et al., 2019).

As DPSCs demonstraram possuir maior potencial de proliferagao
e maior capacidade clonogénica quando comparadas com aquelas
encontradas na medula 6ssea. O potencial de diferenciagcdo espon-
tanea dessas células sugere fortemente suas possiveis aplicagdes na
medicina regenerativa (GANCHEVA et al., 2019; SILVA et al., 2019).

As células-tronco de dentes deciduos esfoliados (SHEDs) tém a
capacidade de induzir a formacdo de osso, dentina e, gerar diferen-
cia¢do em outros derivados de células mesenquimais nao dentéria in
vitro. Elas apresentam taxas mais elevadas de proliferagdo, aumento
de duplicagdes da populacdo, além de capacidade osteo-indutiva in
vivo e, uma alta plasticidade (SILVA et al., 2019).

As SHEDs aparecem por volta da sexta semana do desenvolvi-
mento pré-natal humano. Pesquisadores acreditam que essas célu-
las-tronco se comportam diferentemente das células-tronco adultas
(p6s-natal) por se multiplicarem rapidamente e se diferenciarem mui-
to mais rapido do que as células estaminais adultas, sugerindo que
elas sdo menos diferenciadas, e apresentam, entdo, potencial para se
diferenciar em uma ampla variedade de tipos teciduais (SILVA et al.,
2019). SHEDs tém maior capacidade de diferenciacdo e proliferagao
do que as DPSCs (UEDA et al., 2020). Essas células sdo altamente
proliferativas, clonogénicas e multipotentes, com forte potencial os-
teogeénico, adipogénico e de neurogénese (SILVA et al., 2019).

As células-tronco provenientes da polpa dentdria t€ém maior faci-
lidade de obtengao quando comparadas a outros tipos (GANCHEVA
et al., 2019; SHI; MAO; LIU, 2020). Existem diversas oportunida-
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des de obter células-tronco da polpa dentaria em diferentes estagios
da vida, mas o melhor momento seria na infancia, periodo da denti-
¢do decidua (dentes de leite), cuja época, as células se mostram mais
fortes, saudaveis e proliferativas (SILVA et al., 2019). As DPSCs po-
dem ser obtidas a partir de dentes submetidos a exodontias, como
terceiros molares impactados e de tratamentos ortodonticos, como
também de dentes supranumerarios (SHI; MAO; LIU, 2020). Os
procedimentos para a sua obtencdo sdo considerados simples quan-
do comparados a aspirac¢do invasiva da medula 6ssea para obtencao
de BMSCs (GANCHEVA et al., 2019). Do ponto de vista ético, as
células tronco da polpa dentéria sdo a fonte ideal de células-tronco
(UEDA et al., 2020).

Comparando a obtencdo das DPCSs com as SHEDs, essas ul-
timas apresentam vantagens por se tratar de um procedimento in-
dolor ¢ menos invasivo (BRUDER; SILVA, 2017, SHI; MAO; LIU,
2020). Toda crianga perde os dentes deciduos, sendo essa uma opor-
tunidade perfeita para recuperar e armazenar células-tronco para
tratar doencgas ou lesdes futuras. Além disso, o uso autdégeno dessas
células reduz o risco de reagdes imunolodgicas ou rejeicao de trans-
plantes e elimina a possibilidade de contrair doengas de outro doa-
dor (SILVA et al., 2019).

Para se isolar uma populacdo de células-tronco em polpas denta-
rias, utiliza-se quatro técnicas: a primeira ¢ a marcagao das células
com anticorpos especificos, para tal, utiliza-se citdmetro de fluxo no
processo de separagdo celular por anticorpo fluorescente; a segun-
da, ¢ a selecdo imunomagnética; a terceira, € a marca¢ao imuno-
-histoquimica; e a quarta, ¢ a avaliagdo histologica e fisiologica, que
inclui o fendtipo, a quimiotaxia, a proliferacdo, a diferenciagcdo e a
atividade mineralizante (NASCIMENTO; GALVAO, 2019). A abor-
dagem para o isolamento de DPSC envolve um processo de digestao
enzimética (PILBAUEROVA et al., 2019).

O uso clinico das terapias com células-tronco somente podera ser
efetivado quando os procedimentos estiverem estabelecidos com efi-
ciéncia, eficacia e seguranca. Para isso, as pesquisas sao fundamen-
tais nos seus varios estagios de testes. E necessario dominar todas as
etapas do processo de coleta, armazenamento e diferenciacdo dessas
células (ARAUJO, 2011).

Entender os mecanismos de diferenciacdo, a proliferacdo e as
moléculas envolvidas neste processo € chave para por em pratica
terapias celulares com células-tronco. A seguir, serdo abordados
alguns mecanismos e caracteristicas das células-tronco provenien-
tes da polpa dentaria.
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Diferenciacao e Proliferacao

Um aspecto importante das células-tronco € a capacidade de ma-
nuten¢do da celularidade do tecido e de originar diferentes linha-
gens através da diferenciacdo. A proliferagdo celular ¢ um processo
ciclico que resulta na duplicagdo do DNA pela ativacao génica e de
outras moléculas de ativacdo, que servem como indicadores da di-
visdo celular. A diferenciagdo € um processo nao ciclico, também
por ativagdo génica, resultando no aparecimento de marcadores de
diferenciagdo. Tanto os mecanismos de autorregeneracdo e de dife-
renciacao ainda nao sao totalmente conhecidos (SOUZA, 2008).

A diferenciacdo das células-tronco da polpa dentaria é um pro-
cesso modulado por varios agentes reguladores, incluindo fatores de
crescimento de fibroblastos e citocinas, o que as identifica e classifica
como células mesenquimais em potenciais; também chama a atengao
a grande similaridade de perfil génico entre as DPSCs e os precurso-
res de osteoblastos presentes na matriz do estroma de medula ossea,
as BMSSCs (SOUZA, 2008).

Em 2000, Gronthos et al., ao identificarem as DPSCs, observaram
que essas c¢lulas se mostraram capazes de originar um tecido seme-
lhante ao complexo dentino-pulpar, composto de matriz minerali-
zada e tiibulos delimitados por células semelhantes a odontoblastos.

A concepcao de que as células-tronco somaticas tém capacidade
de diferenciagdo limitada a um unico tecido tem sido desafiada re-
centemente. Numerosos experimentos tém apresentado evidéncias
de que células-tronco de um tecido podem se diferenciar em células
especializadas de outros tecidos (ZAGO; COVAS, 2004), por exem-
plo, diferenciagdo de DPSCs em células adiposas. Esta caracteristica
¢ conhecida como propriedade de transdiferencia¢do ou plasticidade
celular (SOUZA, 2008).

A diferenciacdo das células-tronco da polpa dentaria ndo ¢ apenas
tipica para linhagens de células mesodérmicas, como linhagens os-
teogénicas, condrogénicas e adipogénicas, mas também para linha-
gens de células ectodérmicas e endodérmicas, como neurdnios ati-
vos, células semelhantes a hepatocitos, cardiomiodcitos, melanocitos,
miocitos (OKAJCEKOVA et al., 2020), células hepaticas e células
B da ilhota do pancreas (BRUDER; SILVA, 2017). Possuem ainda
potencial de regeneracdo Ossea pela sua expressdo de marcadores
Osseos e habilidade de regenerar a polpa e a dentina composta de
matriz mineralizada (GRONTHOS et al., 2000).

As SHEDs foram identificadas como uma populacdo de células
clonogénicas com alta capacidade proliferativa, capazes de formar
osso e dentina, apresentando habilidade de diferenciagdo em varie-
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dades celulares, incluindo células neurais, adipécitos e odontoblas-
tos, mas ndo chegaram a reconstituir o complexo dentino-pulpar,
como as DPSCs, sendo sugeridas como mais imaturas (SOUZA,
2008). DPSCs sao capazes, in vitro e em transplantes in vivo, de for-
mar dentina ectdpica, impressionando pela habilidade de gerar um
complexo dentino-pulpar, composto por matriz mineralizada, com
tubulos dentinarios alinhados e preenchidos por prolongamentos de
odontoblastos, contendo tecido pulpar vascularizado, em arranjo si-
milar encontrado nas estruturas dentdrias humanas naturais (VAS-
CONCELOS et al., 2011).

Segundo Zhang et al. (2018), as DPSCs podem se diferenciar em
osteoblastos, odontoblastos, adipocitos, células neuronais, células
vasculares, células musculares e células epiteliais.

Vaca (2017), em seu trabalho intitulado “Avaliagdo da Eficacia
de Obtencao, Proliferacdo, Senescéncia e Plasticidade das Células-
-tronco da Polpa de Dentes Permanentes Humanos em diferentes
Faixas Etarias”, avaliou, entre outros parametros, a plasticidade das
DPSCs. As polpas dentarias de molares extraidos foram divididas
em trés grupos conforme a faixa etaria. Diariamente, durante 15
dias, foi observado por meio do microscdpio, a analise da plasticida-
de celular, a qual foi realizada por meio da indugdo a diferenciagao
osteogénica, odontogénica e adipogénica. Vaca, em sua conclusdo,
afirmou que as células isoladas da polpa apresentavam plasticidade
celular para diferenciar nas linhagens: osteogénicas, odontogénicas
e adipogénicas.

Hau e colaboradores (2006) realizaram um levantamento biblio-
grafico sobre as possibilidades de utiliza¢do de células-tronco de ori-
gem dentdria para a regeneracgao tecidual. Obtiveram-se 43 artigos
que foram submetidos a analise. Foram localizados cinco artigos que
investigaram as possibilidades de células-tronco de dentes origina-
rem tecidos ndo dentarios; dentre esses, trés artigos analisaram essa
possibilidade de células-tronco da polpa dentdria, cujas caracteristi-
cas metodolodgicas e conclusdes estdo resumidas na figura 1.
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Figura 1 - Caracteristicas metodoldgicas e resultados dos estudos
experimentais sobre células-tronco de dentes e formagao de tecidos

ndo dentarios

Artigo
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taria de molares huma-
nos permanentes.

hospedeiro a partir da pap-
ila dentaria de ratos.

FONTE: Hau e al. (2006).

Sob condi¢des indutivas neuronais definidas, as DPSCs huma-
nas sao capazes de se diferenciarem em células neuronais funcio-
nalmente ativas (GANCHEVA et al., 2019; UEDA et al., 2020). Se-
gundo relatos, elas adquirem uma morfologia neuronal, exibindo
um corpo celular arredondado com extensdes citoplasmaticas e
mostram um imunofenétipo que consiste em marcadores neuronais
associados (GANCHEVA et al., 2019). Esses neurdnios diferencia-
dos, possuem canais de s6dio dependentes de voltagem que desem-
penham um papel importante na geracdo de potenciais de acao.
Outros grupos de pesquisa, descobriram que ¢ possivel diferenciar
DPSCs em outros tipos especificos, como neurénios dopaminérgi-
cos (UEDA et al., 2020).

Uma caracteristica muito interessante das células-tronco da polpa
dentaria ¢ que elas se originam da crista neural, sendo ela propria
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de origem ectodérmica. As células da crista neural sdo um ingre-
diente fascinante da embriogénese, tendo em vista sua capacidade
unica de migrar durante a embriogénese para quase qualquer tecido
e de participar de seu desenvolvimento, além de apresentar um pa-
drao especifico de espécie. No contexto atual, elas servem como um
lembrete da natureza heterogénea das CTMs, que podem derivar de
duas camadas germinativas embrionarias diferentes - mesoderma e
ectoderma - e explicam por que as células-tronco da polpa dentaria
podem dar origem a neurdnios funcionais (HAFNER, 2020).

As células-tronco da polpa dentaria apresentam uma elevada
taxa de proliferagdo (OKAJCEKOVA et al., 2020). Miura et al.
(2003) realizaram um estudo clinico com células mesenquimais da
polpa de incisivos deciduos. Depois de isoladas e cultivadas, essas
células foram transplantadas em camundongos imunocomprometi-
dos. Apos oito semanas do transplante, as células da polpa dentéria
se diferenciaram em odontoblastos responsaveis pela formacdo da
estrutura dentinaria. A andlise revelou varios marcadores 0sseos e
sialoproteina de osso, capazes de induzir a formagao de osso. No en-
tanto, foram incapazes de regenerar um complexo dentina-polpa por
completo in vivo. Quando comparadas com estroma de cé¢lulas da
medula dssea adulta, as células estaminais da polpa dentdria mos-
traram uma taxa de proliferacdo mais elevada e um maior nimero
de duplicagdes da populacao.

Sabe-se que as células da polpa de dentes deciduos tém maiores
taxas de proliferacdo celular quando comparadas as células da polpa
de dente permanente (STUEPP, 2014). Souza (2008), em sua pesqui-
sa, comparou o perfil morfologico e proliferativo dos tecidos celula-
res cultivados para caracterizar as células-tronco pulpares em dentes
permanentes e deciduos em relagdo a dois métodos de isolamento.
Os tecidos pulpares foram removidos e cultivados, e, em seguida,
submetidos a métodos de isolamento por digestdo enzimatica com
solu¢do de 3mg/ml de colagenase tipo I e 4mg/ml de dispase e pela
cultura direta do fragmento do tecido pulpar. Para caracterizar o per-
fil imunofenotipico, utilizou-se anticorpos monoclonais anti-CD117,
CD34, CD45 RA ¢ avaliagdo em citometria de fluxo. Os resultados
obtidos indicaram potencial proliferativo in vitro de células-tronco
pulpares de dentes deciduos e permanentes, tendo maior potencial,
as células da polpa dos dentes deciduos.

Entretanto, ¢ necessario lembrar que os mecanismos de diferen-
ciacdo e proliferacao das células-tronco s6 acontecem na presenca de
mediadores quimicos capazes de desencadear esses processos.
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Mediadores Quimicos

Fatores de crescimento

O desenvolvimento dos vertebrados, desde o inicio até o término
da diferenciagdo das células-tronco, depende de interagdes indu-
tivas entre o epitélio ¢ o mesénquima adjacente. Essas interagdes
possuem duas caracteristicas principais: a capacidade do tecido de
produzir estimulos e a de receber e responder a eles. Na esfera mo-
lecular, essas interagdes envolvem uma complexa rede sinalizado-
ra composta de varias moléculas de sinalizagdo, de seus receptores
e dos sistemas de controle transcricional (KOLYA; CASTANHO,
2007). Deste modo, para que ocorra crescimento celular através de
células-tronco, devem ser utilizados fatores de crescimento para
o desenvolvimento desse tipo de células (TAUMATURGO; VAS-
QUES; FIGUEIREDO, 2016).

Também chamados de morfogenos, esses fatores compreendem
algumas familias de proteinas: bone morphogenetic protein (prote-
inas morfogenéticas do osso, BMP), fator de crescimento de fibro-
blasto (FGF), proteinas Hedgehog (Hh) e proteinas wing-less e int
(Wnt). Essas proteinas exibem uma sinaliza¢ao redundante, cada
uma com expressao temporal e espacial distintas no inicio do pa-
drao de formagao da morfogénese e da citodiferenciagao. No com-
plexo craniofacial, elas governam o modelamento e a morfogénese
do dente e as estruturas periodontais associadas, que incluem o 0sso
alveolar, o cemento, o ligamento periodontal ¢ a gengiva (KOLYA;
CASTANHO, 2017).

O processo de diferenciacao das DPSCs ¢ afetado pelos fatores
de crescimento, como o fator basico de crescimento de fibroblastos
(bFGF), o fator de crescimento transformador-f3 (TGF-B), o fator de
crescimento nervoso (NGF), o fator de crescimento derivado de pla-
quetas (PDGF) e as proteinas morfogénicas 6sseas (BMPs) e seus
receptores (TSUTSUI, 2020). As evidéncias atuais indicam que os
DPSCs secretam também varios fatores de crescimento associados
ao reparo e imunomodulacao tecidual, incluindo fator de crescimen-
to endotelial vascular (VEGF), proteina quimioatraente de monoci-
tos (MCP) -1 e inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs)
(LO MONACO et al., 2020).

A familia BMP faz parte da superfamilia TGF-B, que ¢ composta
de 25 fatores moleculares. As BMPs podem ser divididas em quatro
subfamilias distintas: a primeira, BMP-2 ¢ 4; a segunda, BMP-3 ¢
BMP-3B, essa tltima também conhecida como fator de crescimento/
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diferenciagdo 10 (GDF-10, sigla do inglés growth/differentiation fac-
tor); a terceira, BMPs 5, 6, 7 e 8; e a quarta, GDFs 5, 6 e 7, também
conhecidas por proteinas morfogenéticas 1, 2 e 3 derivadas da carti-
lagem (SOARES et al., 2007).

Os ligantes BMP e TGF-B possuem fungdo de proteinas cinases
e, embora se liguem a diferentes receptores, agem em colaboragio
durante a morfogénese do dente e do osso. Alguns estudos tém de-
monstrado que varios membros da superfamilia do TGF-B sao ex-
pressos no desenvolvimento dos dentes desde os estagios iniciais até
a fase adulta. Entre eles, estd o TGF-BI, que pode regular a diferen-
ciacdo de odontoblastos e a sintese de matriz extracelular in vitro.
Outro membro da familia, o TGF-B3, mostrou-se capaz de induzir
a mineraliza¢do ectopica da polpa dentaria em germes dentais de
fetos de camundongos, também in vitro, por meio do aumento dos
niveis de osteocalcina e colageno tipo I em células da polpa dentaria.
Assim, esses estudos mostram que o TGF-B3 ¢ capaz de regular a
diferenciagdo de células-tronco da polpa dentaria em odontoblastos
(KOLYA; CASTANHO, 2007).

Pesquisadores cultivaram células-tronco da medula 6ssea e da
polpa humana, provenientes de terceiros molares impactados, e
analisaram a expressao genética dessas células, através do método
cDNA Microarray. Foi demonstrado um padrao génico altamente
similar entre esses dois tipos celulares, com excecdo de alguns
genes, incluindo o IGF-2 (fator de crescimento insulinico-2, sigla
do inglés insulinic growth factor-2) e o colageno tipo XVIII 1; no
entanto, ainda ¢ desconhecida a expressdo dessa diferenca (SOA-
RES et al., 2007).

As BMPs sdo suficientes para a formacao de dentina tercidria
¢ estdo associadas a diferenciagdo dos ameloblastos ¢ odonto-
blastos (TAUMATURGO; VASQUES; FIGUEIREDO, 2016). O
BMP-2 ¢ conhecido por ser um fator capaz de induzir diferencia-

cdo osteogénica/odontogénica in vitro e formagdo dssea in vivo
(TOTH et al., 2020).

Marcadores Celulares

A diferenciagdo osteogénica dos DPSCs requer a atividade de
fatores especificos de transcri¢do, que se ligam ao DNA das célu-
las-tronco e regulam sua expressao génica durante a formagdo 0s-
sea. Esses fatores de transcricdo sdo expressos funcionalmente em
momentos distintos durante a diferenciacdo, e referem-se a varios

447



estagios de desenvolvimento da linhagem de osteoblastos (OKA-
JCEKOVA et al., 2020).

Células-tronco praticamente ndo expressam ou expressam poucos
marcadores especificos, por isso sdo tdo dificeis de serem caracteri-
zadas (SOUZA, 2008). Esses marcadores sao produtos proteicos que
identificam uma célula tinica multipotente capaz de replicar (SHET-
TY et al, 2018).

A identificacdo de marcadores de células-tronco ¢ um pré-requi-
sito para selecionar a populagdo celular apropriada para alcangar a
eficacia terapéutica. Considerando que as células do mesmo 6rgao ou
tecido terdo as mesmas semelhangas, os DPSCs e o SHED comparti-
lham um perfil fenotipico de células-tronco mesenquimais e expres-
sam varios marcadores convencionais das mesmas, incluindo, entre
outros, CD13, CD29, CD44, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146,
CD166, CD271, STRO-1 e STRO-3, enquanto negativos para CD3,
CD8, CDl11b (ou CD14), CD15, CDI9 (ou CD79a), CD33, CD34,
CD45, CD71, CD117 e HLA- DR (VASCONCELOS et al., 2011;
SHI; MAO; LIU, 2020).

Os antigenos STRO-1 e CD146 expressos pelas DPSCs, normal-
mente, sdo capazes de diferenciar-se em neurdnios, cardiomiocitos,
condrocitos, osteoblastos, células hepaticas e células 3 da ilhota do
pancreas (BU et al., 2020).

Nestina e proteina glial fibrilar acida (GFAP, sigla do inglés glial
fibrilar acid protein), também expressos pelas células-tronco da pol-
pa dentaria, sdo marcadores de precursores neurais e células gliais,
respectivamente (SOARES et al, 2007, TAUMATURGO; VAS-
QUES; FIGUEIREDO, 2016). Além desses, segundo Gancheva et
al. (2019), as células-tronco da polpa dentaria também podem ex-
pressar o receptor do fator de crescimento do nervo de baixa afini-
dade conhecido como p75, marcadores de linhagem neuronal mais
maduros, como a tubulina B-III e antigeno nuclear neuronal. Este
imunofendtipo reflete sua origem e alto nivel de heterogeneidade
(GANCHEVA et al., 2019).

Em um estudo realizado por Pilbauerova e colaboradores (2019),
foram isoladas as popula¢des de DPSC usando o método de digestao
enzimatica, caracterizando suas propriedades biologicas, capacidade
de proliferacdo e diferenciagdo. As DPSCs isoladas expressaram in-
tensamente os marcadores de CD: CD29, CD44, CD90, CD13, CD73
e CD166. Por outro lado, os marcadores CD31, CD106, CD34 ¢ CD45,
foram negativos ou apresentaram baixa intensidade. Os autores con-
firmaram o alto potencial osteogénico e condrogénico das células-
-tronco isoladas. As DPSCs isoladas ndo mostraram sinais de dege-
nerac¢do celular ou diferenciacdo espontanea durante todo o cultivo.
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Shetty et al. (2018) investigaram as células-tronco e os marcado-
res de diferenciagdo da polpa dentaria dos dentes natais por imuno-
-histoquimica. O tecido pulpar dos dentes natais extraidos foi exa-
minado quanto a expressao imuno-histoquimica das células-tronco
(Oct-4 e SOX-2) e marcadores de diferenciagcdo (nestina, CD 44,
desmina, osteopontina e Ki-67). O tecido pulpar dos dentes natais
expressou imunopositividade para nestina, CD 44 e SOX-2. No es-
tudo de Luke et al. (2020), as células-tronco foram isoladas da polpa
dentéria e expressaram marcadores de células-tronco CD 19, CD 73,
CD 90, CD 105 e negativos para CD 34, CD 45. Apos sete dias de
passagem, as células expressaram marcadores de células neurais oli-
godendrdcitos e proteina acida fibrilar glial.

E possivel que as células-tronco da polpa humana e do ligamento
periodontal estejam associadas a microvascularizagdo. Atualmente,
sao utilizados os seguintes marcadores microvasculares para locali-
zagdo de tais células: STRO-1 (marcador de células do estroma), Fa-
tor Von Willebrand e CD146 (molécula da superficie de células endo-
teliais). A expressao da telomerase celular em tecidos normais parece
estar associada a presenca de células-tronco. Técnicas de detec¢do in
situ dessa ribonucleoproteina tém a possibilidade de atuarem como
marcadores celulares (SOARES et al., 2007).

Também se demonstrou que as células-tronco da polpa dentaria
expressam os marcadores associados a pluripoténcia OCT4, SOX-2
e MYC, o que ¢ incomum para as CTM (GANCHEVA et al., 2019).

A descoberta de marcadores odontogénicos ¢ de grande impor-
tancia, uma vez que esses podem ser aplicados in vivo, como em
polpas dentarias expostas por trauma, com o objetivo de induzir a
diferenciagdo de células pulpares em odontoblastos para a forma-
¢do de dentina sobre a regido exposta. Fica claro, portanto, que o
entendimento basico dos eventos biolodgicos envolvidos no processo
de odontogénese deve fazer parte do conhecimento geral do clinico,
uma vez que o desenvolvimento de materiais biotecnologicos, tais
como proteinas sintéticas, ¢ hoje uma realidade (LEAL, 2007).

A regulagdo da expressdo do transgene na terapia génica ¢ fre-
quentemente necessaria no que diz respeito ao controle do tempo,
duracdo e nivel de expressdao. Além disso, o aparecimento de tera-
pias celulares na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa,
baseando-se na expressdo regulada, ¢ crucial para aplicagdes bem-
-sucedidas. Essa expressdo controlavel ¢ uma parte muito importan-
te da engenharia de tecidos 6sseos baseada em células-tronco a fim
de evitar possiveis efeitos colaterais da expressdao incontrolavel de
genes de fatores de diferencia¢do osteogénicos, formagao e regene-
racdo ossea in vivo (TOTH et al., 2020).
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Pesquisas recentes envolvendo células-tronco
da polpa dentaria com perspectiva na medici-
na regenerativa

A seguir, serdo descritas cinco pesquisas recentes utilizando cé-
lulas-tronco da polpa dentaria em terapias regenerativas. O primeiro
trabalho, ¢ um relato de caso de um paciente que foi diagnosticado
com pulpite irreversivel sintomatica. Os outros dois estudos utili-
zaram ratos de laboratorio, que apresentavam danos degenerativos
induzidos por patologias, como cobaias. . As pesquisas estao resu-
midas na figura 2.

Um caso clinico, relatado por Meza e colaboradores (2019), des-
creveu uma terapia celular autéloga regenerativa usando células-
-tronco mesenquimais de polpa dentaria inflamada e fibrina rica em
plaquetas de leucocitos (L-PRF) em um dente maduro. Um homem
saudavel de 50 anos, que relatava dor dentaria espontanea, foi en-
caminhado para tratamento endoddntico no dente 28, que foi diag-
nosticado com pulpite irreversivel sintomatica. A polpa dentéria
inflamada foi extraida e transportada para um laboratorio de boas
praticas de fabricagdo para o isolamento e a cultura de DPSCs. O
L-PRF foi obtido do sangue do paciente e introduzido no canal ra-
dicular instrumentado e desinfetado, e as DPSCs expandidas foram
inoculadas no coagulo. A parte cervical do canal radicular foi se-
lada com Biodentino (Septodont, Saint-Maur-des-Fosses, Franca) e
uma resina composta. Os exames de acompanhamento (radiografias
periapicais, tomografia computadorizada de feixe conico, testes de
sensibilidade e vitalidade) foram realizados seis meses e trés anos
depois. As avaliagdes clinicas revelaram respostas normais aos tes-
tes de percussdo e palpacao. O dente teve uma resposta tardia ao
frio e o teste da polpa elétrica foi responsivo. As imagens das radio-
grafias periapicais e da tomografia computadorizada de feixe coni-
co revelaram que a area periapical permaneceu normal. O teste de
vitalidade realizado indicou unidades de baixa perfusdo sanguinea.
O estudo do caso revelou o potencial uso de DPSCs e L-PRF de um
paciente como um procedimento alternativo para o tratamento de
pulpite em dentes permanentes maduros. Além disso, abre caminho
para o projeto de ensaios clinicos personalizados, baseados em cé-
lulas em endodontia regenerativa.

Nito et al. (2018) examinaram os efeitos da administracdo intra-
venosa de DPSCs apos oclusdo transitoria da artéria cerebral média
em ratos. Ratos Sprague-Dawley machos receberam oclusao tran-
sitoria da artéria cerebral média de 90 minutos. DPSC ou o veiculo
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foram administrados através da veia femoral 0 horas ou trés horas
apos isquemia-reperfusdo. O PKH26, um ligante de células fluores-
centes vermelhas, foi usado para rastrear as células transplantadas
no cérebro. Volume de infarto, déficits neurologicos e andlises imu-
nologicas foram realizadas 24 e 72 horas apods a reperfusdo. Célu-
las positivas para PKH26 foram observadas com mais frequéncia
no hemisfério ipsilateral do que no contralateral. As DPSCs trans-
plantadas 0 horas ap6s a reperfusdo reduziram significativamente o
volume do infarto e reverteram os déficits motores nas 24 e 72 horas
de recuperacdo. As DPSCs transplantadas trés horas apds a reper-
fusdo também reduziram significativamente o volume do infarto e
melhoraram a fungdo motora em comparagdo com os grupos de vei-
culos nas 24 e 72 horas de recuperagdo. Além disso, o transplante de
DPSCs inibiu significativamente a ativagcdo microglial e a expressao
de citocinas pro-inflamatdrias em comparagao com os controles rea-
lizados 72 horas ap6s a reperfusdo. As DPSCs também atenuaram a
degeneragdo neuronal na area limite cortical isquémica. Os autores
concluiram que a administragdo sistémica de DPSCs de humanos,
apos reperfusdo, reduziu os danos isquémicos e melhorou a recupe-
racdo funcional em um modelo de isquemia de roedores, com uma
janela terapéutica clinicamente relevante. A acdo neuroprotetora dos
DPSCs pode estar relacionada a modulag¢do da neuroinflamacao du-
rante a fase aguda do AVC.

Zhang et al. (2018) exploraram os efeitos terapéuticos das DPSCs
na lesdo esofdgica aguda induzida por radiagdo; as DPSCs foram
cultivadas e transplantadas em ratos com lesdes esofagicas. Apos
o transplante de DPSCs, o esdfago lesado exibiu maior espessu-
ra. Além disso, a funcdo esofagica e a inflamacdo se recuperaram
mais rapidamente. Os resultados demonstraram que as DPSCs trans-
plantadas, que se diferenciaram trans-células-tronco esofagicas in
vivo, poderiam reparar o tecido esofagico danificado.

O estudo “Transplante de células-tronco da polpa dentaria me-
lhora a fun¢do motora e evita atrofia cerebelar no modelo de rato de
ataxia cerebelar”, realizado por Aliaghaei e colaboradores (2019), foi
desenhado para avaliar os efeitos neurorestaurativos/protetores do
implante de células-tronco da polpa dentaria (DPSC) em um modelo
de ataxias cerebelares (CA) de ratos induzido por 3-acetilpiridina
(3-AP) como neurotoxina. Ataxias cerebelares incluem uma série de
disturbios neurodegenerativos marcados pela deterioragcdo do cere-
belo. Para comecar, as DPSCs humanas foram extraidas, cultivadas
e caracterizadas fenotipicamente. Em seguida, a ataxia experimental
foi induzida em 20 ratos adultos machos por uma unica inje¢ao de
3-AP e o transplante bilateral de DPSC foi realizado trés dias apos a



administracdo de 3-AP, seguido de analise estereoldgica das cama-
das cerebelares, juntamente com a avalia¢do das habilidades motoras
e da resposta inflamatoria. Os resultados mostraram que o transplan-
te de DPSCs em um modelo 3-AP de ataxia melhorou a coordenacao
motora e a atividade muscular, aumentou os volumes cerebelares das
camadas moleculares e granulares mais substancia branca, reduziu
os niveis de citocinas inflamatorias e impediu a degeneragdo das cé-
lulas de Purkinje contra a Toxicidade AP.

O estudo conduzido por Chen ef al. (2019) procurou investigar se
as DPSCs secretam certos fatores que podem melhorar o dano neural
e outras manifestagdes em um modelo de aSAH de rato (hemorragia
subaracndidea aneurismatica - caracterizada pelo extravasamento
de sangue para o espago subaracndideo causado por uma ruptura
intracraniana do aneurisma, que pode levar a comprometimentos
neurocognitivos e incapacidade permanente). Vinte e quatro horas
apos a inducdo de aSAH, microtrombose, vasoconstri¢do cortical e
diminuicao da microcirculagdo e pressdo do oxigénio no tecido fo-
ram detectadas. A administracdo intratecal de meio condicionado
derivado de DPSC (DPSC-CM) melhorou a vasoconstri¢ao induzida
por aSAH, a neuroinflamag¢do e melhorou a oxigena¢do no cérebro
lesionado. O teste do Rotarod revelou que as deficiéncias cognitivas e
motoras induzidas pela aSAH foram significativamente melhoradas
por essa administragdo do DPSC-CM. A matriz de citocinas indicou
que o principal constituinte do DPSC-CM era, predominantemente,
o fator de crescimento 1 da insulina (IGF-1). A coloragdo imuno-his-
toquimica do tecido cerebral lesionado revelou um aumento signifi-
cativo nas células positivas para Ibal (molécula adaptadora ionizada
de ligagdo ao calcio 1 - utilizada como biomarcador para ativagao
microglial e neuroinflamagao), que também foram melhoradas pela
administracdo de DPSC-CM. A neutraliza¢do do IGF-1, mediada
por anticorpos, deteriorou moderadamente o efeito de resgate do
DPSC-CM na microcirculacdo, células positivas para Ibal na area
cerebral lesada e comprometimentos cognitivos/motores. Tomados
em conjunto, os fatores secretores derivados do DPSC mostraram
potencial terapéutico proeminente para aSAH. Essa eficacia terapéu-
tica pode incluir melhora da microcirculagdo, alivio da neuroinfla-
magcao e ativagdo microglial; parcialmente por meio de mecanismos
dependentes de IGF-1.
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Figura 2 - Pesquisas recentes utilizando células-tronco da polpa den-
taria em terapias regenerativas
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FONTE: O autor (2020).

CONSIDERACOES FINAIS

Fica claro que as células-tronco da polpa dentdria apresentam
enormes vantagens em sua utilizagao na area da terapia celular e bio-
engenharia tecidual devido a sua grande capacidade de diferenciacdo



e proliferagdo, aliada a facilidade de obtencdo quando comparadas
a outras fontes de células-tronco. Os mecanismos de diferenciacao e
proliferacdo ainda ndo estao totalmente conhecidos, esses processos
sao modulados por varios agentes reguladores, incluindo fatores de
crescimento de fibroblastos, citocinas e outras moléculas. Apesar de
alguns estudos ja demonstrarem a expressdo de proteinas, como da
familia BMP, e a presenca de varios marcadores celulares envolvi-
dos no processo de diferenciacdo celular em tecidos especializados,
as pesquisas ainda ndo sao suficientes. Essas pesquisas demonstram
também grande similaridade do padrdo génico das células-tronco da
polpa dentaria com as células tronco da medula dssea, e, até mes-
mo, maior potencial de proliferagdo, diferenciacdo e capacidade re-
generativa. Sdo necessarios mais estudos sobre os mecanismos que
direcionam esses processos para que 0s mesmos sejam totalmente
conhecidos e, assim, se possa estabelecer estratégias seguras na me-
dicina regenerativa e bioengenharia tecidual.
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