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RESUMO

SILVA, C. A. Efeito de materiais bioativos em células-tronco da polpa dentaria
cultivadas sobre estimulo pro-inflamatdrio. 2024. 57 f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2024.

A neoformacdo dentinaria € um processo coordenado primariamente pelos odontoblastos. Por
meio da alteracdo do micro-ambiente, seja pelos estimulos inflamatdrios ou pela acdo de
materiais bioativos, as células mesenquimais indiferenciadas sdo capazes de se diferenciar.
Todavia 0s mecanismos epigenéticos envolvidos nos processos de migracao, proliferacdo e
diferenciacdo celular ndo foram completamente elucidados até o momento. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi investigar mecanismos envolvidos na diferenciacdo de células-tronco
da polpa dentaria de camundongos (OD-21) na biomineralizacdo sob o estimulo inflamatério
e em contato com materiais bioativos, por meio de métodos que avaliam: i) viabilidade
celular, ii) proliferacdo e migracdo celular, iii) atividade enzimatica de acetiltransferases, e iv)
formacéo de nddulos de mineralizagdo como indicadores de biomineralizagdo. Para simulagéo
de um ambiente proé-inflamatério, as células foram estimuladas com 10 ng/ml de TNF-a
recombinante humano (R&D Systems, Minneapolis, MN), durante 7 dias e, a seguir, foram
estimuladas com materiais bioativos — BiodentineTM (Bio), MTA Branco, Hidréxido de
calcio p.a. (CA(OH)2, KetacTM Molar, Beautifil Bulk Restorative (RES) e FiltekTM One
Bulk Fill (FILL) — para verificar a citotoxicidade e capacidade de estimular a produgdo de
tecido mineralizado. Os resultados foram analisados pelo Software GraphPad Prism 8.0
(Prism, Chicago, IL, EUA), por meio do teste de analise de variancia (ANOVA) two-way,
sequido pelo teste de Tukey. O teste de viabilidade celular foi feito com dilui¢Ges seriadas a
partir do extrato inicial dos materiais. Na concentracdo 1:10 houve diferenca entre 0s
estimulos: 1) Bio x MTA + TNF, p=0,0051; ii) Bio x Ketac + TNF, p=0,0195; iii) MTA X
MTA + TNF, p=0,0402. Na concentracdo 1:100: i) Bio x RES, p=0,0416; ii) Bio X
MTA+TNF, p=0,0038; iii) Bio x Ketac + TNF, p=0,0092; iv) MTA + TNF x FILL + TNF,
p=0,031. Em ambas as concentra¢cdes ndo houve diferenca entre os estimulos e o grupo
controle. Para analise da proliferacdo celular utilizou-se diluicdo 1:100. Nos grupos sem
estimulo de TNF-a houve diferenca entre os grupos: i) 12h x 36h, p=0,0005; ii) 24h x 36h,
p<0,0001; iii) 36h x 48h, p=0,0032. Nos grupos com estimulo de TNF-a, ndo foi observada

diferenga estatistica ao se comparar 0s periodos propostos. Para mensurar a atividade de



histona acetiltransferase foram utilizadas as duas dilui¢bes seriadas. Nos grupos sem estimulo
de TNF-a, foram observadas diferengas entre: RES x controle, p=0,022. Nos grupos com
estimulo de TNF-a, foram observadas diferencas entre: i) controle e Ketac + TNF, p=0,022;
ii) controle e Res + TNF, p=0,022; iii) controle e Fill + TNF, p=0,022. As células
indiferenciadas da polpa dentaria de camundongos (OD-21), apresentaram significativa
formacéo de nodulos de mineralizagdo em meio osteogénico, apos estimulo com 10ng/mL de
TNF-a por 21 dias se comparado com o grupo que nao recebeu estimulo com TNF-a. Dessa
forma, conclui-se que o estimulo de TNF-a a 10 ng/mL ndo alterou a viabilidade celular, a
proliferagdo, a acetilagdo de histonas e a mineralizagdo. Ademais, 0 uso de biomateriais
promoveu viabilidade celular, proliferacdo celular, acetilacdo de histonas e formacéo de

nodulos de mineralizacao.

Palavras-chave: Células-tronco; Polpa dentéria; Diferenciacdo Celular; Biomineralizacéo;

Materiais Bioativos.



ABSTRACT

SILVA, C. A. Effect of bioactive materials applied to dental pulp stem cell cultivated
under pro-inflammatory stimulus. 2024 57 f. Trabalho de Conclusao de Curso — Faculdade

de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

Dentin neoformation is a process coordinated primarily by odontoblasts. By altering the
microenvironment, either by inflammatory stimuli or by the action of bioactive materials,
undifferentiated mesenchymal cells are able to differentiate. However, the epigenetic
mechanisms involved in the processes of cell migration, proliferation and differentiation have
not been fully elucidated so far. Thus, the aim of this study was to investigate mechanisms
involved in the differentiation of stem cells from the dental pulp of mice (OD-21) in
biomineralization under inflammatory stimulus and in contact with bioactive materials,
through methods that evaluate: i) cell viability, ii) cell proliferation and migration, iii)
enzymatic activity of acetyltransferases, and iv) formation of mineralization nodules as
indicators of biomineralization. To simulate a pro-inflammatory environment, the cells were
stimulated with 10 ng/ml of recombinant human TNF-o (R&D Systems, Minneapolis, MN)
for 7 days and then stimulated with bioactive materials — BiodentineTM (Bio), MTA White,
Calcium Hydroxide p.a. (CA(OH)2, KetacTM Molar, Beautifil Bulk Restorative (RES) and
FiltekTM One Bulk Fill (FILL) — to verify cytotoxicity and ability to stimulate the production
of mineralized tissue. The results were analyzed using the GraphPad Prism 8.0 software
(Prism, Chicago, IL, USA), using the two-way analysis of variance test (ANOVA), followed
by the Tukey test. The cell viability test was performed with serial dilutions from the initial
extract of the materials. At the 1:10 concentration, there was a difference between the stimuli:
i) Bio x MTA + TNF, p=0.0051; ii) Bio x Ketac + TNF, p=0.0195; iii) MTA x MTA + TNF,
p=0.0402. At a concentration of 1:100: i) Bio x RES, p=0.0416; ii) Bio x MTA+TNF,
p=0.0038; iii) Bio x Ketac + TNF, p=0.0092; iv) MTA + TNF x FILL + TNF, p=0.031. In
both concentrations, there was no difference between the stimuli and the control group.
Dilution of 1:100 was used to analyze cell proliferation. In the groups without TNF-a
stimulus, there was a difference between the groups: i) 12h x 36h, p=0.0005; ii) 24h x 36h,
p<0.0001; iii) 36h x 48h, p=0.0032. In the groups with TNF-a stimulus, no statistical
difference was observed when comparing the proposed periods. To measure histone
acetyltransferase activity, two serial dilutions were used. In the groups without TNF-a

stimulus, differences were observed between: RES vs. control, p=0.022. In the TNF-a



stimulated groups, differences were observed between: i) control and Ketac + TNF, p=0.022;
i) control and Res + TNF, p=0.022; iii) control and Fill + TNF, p=0.022. The undifferentiated
cells of the dental pulp of mice (OD-21) showed significant formation of mineralization
nodules in osteogenic medium after stimulation with 10ng/mL of TNF-a for 21 days
compared to the group that did not receive stimulation with TNF-o. Thus, it was concluded
that TNF stimulation at 10ng/ml did not alter cell viability, proliferation, histone acetylation
and mineralization. In addition, the use of biomaterials promoted cell viability, cell

proliferation, histone acetylation and formation of mineralization nodules.

Keywords: Stem cells; Dental pulp; Cell Differentiation; Biomineralization; Bioactive

Materials.
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1. INTRODUCAO

A resposta imuno-inflamatoria do tecido pulpar é coordenada primariamente pelos
odontoblastos, que detectam a agressdo e iniciam a deposicao de dentina reacional2. Em
quadros pulpares inflamatérios mais intensos (necrose e/ou apoptose dos odontoblastos), a
neoformacéo dentinaria (dentina reparadora) passa a ser realizada por células-tronco presentes
no interior da polpa dental, que sofrem diferenciagido em células semelhantes a
odontoblastos®#. As células mesenquimais indiferenciadas (células-tronco) da polpa dentaria
apresentam capacidade de autorrenovagao, diferenciacao, multilinhagem e producdo de
estruturas mineralizadas, além de propriedades anti-infamatérias e imunorregulatérias >

As células-tronco da polpa dentaria foram descritas pela primeira vez por Gronthos e
colaboradores, em 2000, que isolaram as células da polpa de terceiro molar humano e
compararam com as células-tronco da medula Ossea®. Essas células apresentaram
heterogeneidade, multipotencialidade, capacidade de proliferacdo e de formacéo de col6nias
in vitro®. Em seguida, também foi descoberta uma rica fonte de células-tronco mesenquimais
na polpa de dente deciduo humano”91%,

As células-tronco da polpa de dentes permanentes ou DPSCs representam menos que
1% da populacdo de células presentes na polpa dentaria, mas sdo capazes de produzir tecido
morfol6gico com caracteristicas funcionais analogos aos da polpa dentaria?. Requerem um
meio indutor e um arcabouco para induzir a formagcéo de 0sso, cemento e dentina in vivo®®,

As DPSCs foram transplantadas no liquido cefalorraquidiano de ratos que foram
induzidas lesbes corticais e em andalise posterior, essas células expressaram marcadores
especificos de neurdnios lesionados!*. Também sdo capazes, in vitro e em transplantes in
vivo, de formar dentina ectopica, impressionando pela sua habilidade de gerar um complexo
dentinopulpar, composto por matriz mineralizada, tibulos dentinarios alinhados e preenchidos
por prolongamentos de odontoblastos — arranjo similar ao encontrado nas estruturas dentarias
humanas naturaist®°,

Durante o processo de diferenciacédo, a célula-tronco suprarregula ou inibe a expresséo
de genes especificos de cada linhagem celular. Nesse micro-ambiente participam as
modificacOes epigenéticas, como a compactacdo ou ndo da cromatina pela agdo de histonas.
Para o silenciamento génico, a acdo de histonas desacetilases (HDAC) é crucial, uma vez que
sdo enzimas capazes de remover grupos acetil (O=C—CH3) do aminoacido lisina em uma
histona, permitindo assim o enovelamento do DNA. As histonas acetiltransferases (HAT) séo

enzimas também envolvidas nesse processo, responsaveis pela acetilacdo de residuos
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conservados de lisina, por meio da transferéncia de um grupo acetil da Coenzima A,
formando-se e-N-acetil-lisina. Dessa forma, a acetilagdo das histonas pode resultar tanto na
ativacdo da transcricdo como no silenciamento de genes!’. A natureza dindmica das proteinas
associadas a cromatina facilita para que fatores regulatérios tenham acesso a sequéncias
regulatorias e rapidamente ativem programas complexos de expressdo génica especificos de
cada linhagem celular'®1°. A epigenética, definida como o estudo de mudancas na funcéo
génica que sdo herdaveis durante a mitose ou a meiose e que ndo ocasionam mudanca na
sequéncia do DNA?°2! apresenta uma fungdo-chave nos processos de autorrenovagaio,
manutencio de pluri/ multipoténcia e especificacdo de linhagem?2-24,

Na clinica odontoldgica, a sintese de dentina reparadora pode ser obtida por meio dos
materiais odontologicos denominados “Bioativos"?, Materiais bioativos sio aqueles que
apresentam efeito ou atividade bioldgica, quando colocados em contato com os tecidos. No
processo de remineralizacdo da leséo de cérie, representariam aqueles materiais com potencial
para incorporar minerais intencional e especificamente ao substrato dentario®.
Tradicionalmente, materiais para protecdo do complexo dentino-pulpar foram propostos para
proteger a polpa dos potenciais efeitos toxicos dos materiais restauradores. Atualmente, estes
materiais sdo indicados também devido aos efeitos terapéuticos e a capacidade de promover
um selamento dos tabulos dentinérios, evitando uma possivel infiltracdo de micro-organismos
e de seus subprodutos na interface dente e material restaurador?’.

Idealmente, um material indicado para protecdo pulpar deve apresentar as seguintes
propriedades: estimular a formacdo de dentina reparadora, manter a vitalidade pulpar, ser
bactericida ou bacteriostatico, aderir & dentina e a outros materiais restauradores, resistir as
forcas mastigatorias, liberar fluoretos, ser estéril, apresentar radiopacidade e promover
selamento marginal hermético. Sdo materiais utilizados para protecdo do complexo dentino-
pulpar o hidroxido de calcio, o agregado de trioxido mineral, o cimento de silicato de calcio,

os cimentos de iondmero de vidro e os materiais que utilizam a tecnologia Giomer?®-32,
1.1 Revisédo da literatura

A polpa dentéria é um tecido conjuntivo especializado, ricamente vascularizado e
inervado, de origem ectomesenquimal. Esse tecido estd contido no espago central de um
dente, exercendo funcgdes sensoriais, protetoras, indutoras, formativas e nutritivas®®. A polpa
dentaria possui capacidade de produzir matriz dentindria em condicGes fisioldgicas e
patolégicas e, portanto, representa um tecido com potencial reparador amplo em
Odontologia®*=3®.
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A neoformacdo dentinéria é principalmente coordenada odontoblastos, que s&o células
encarregadas de depositar material mineralizado. Essas células desempenham papel sensorial
no interior da polpa dentaria, identificando estimulos prejudiciais e sinalizando a ativacao da
resposta imune de forma localizada®"=°. Em casos de inflamagio severa na polpa dentaria, a
capacidade dos odontoblastos em criar dentina reacional pode ser interrompida, dessa forma,
células-tronco passam a assumir o papel de formacdo de um novo tecido dentinario. Essas
células migram de regides internas da polpa dental para as areas afetadas®®-3°. A influéncia do
ambiente local altera 0 comportamento e a habilidade de diferenciacdo dessas células-tronco.
Quando os odontoblastos sofrem necrose ou apoptose, as células mesenquimais
indiferenciadas podem se diferenciar em células similares aos odontoblastos. Essas células
recém-diferenciadas passam entdo a produzir, como resposta a tal mudanca, uma matriz de
dentina, resultando na formagéo de dentina reparadora®4%-4L,

Um aspecto interessante e peculiar as células mesenquimais indiferenciadas (células-
tronco) da polpa dentéria e da regido periapical é a sua plasticidade, uma vez que apresentam
capacidade de autorrenovacdo, diferenciacdo, multilinhagem e producdo de estruturas
mineralizadas, além de propriedades antiinflamatdrias e imunorregulatdrias®*>44. Dessa
forma, o tecido pulpar se revela um ambiente com ampla capacidade de reparo, especialmente
por apresentar células progenitoras e sintese de moléculas sinalizadoras pré-reparo tecidual,
mesmo em sitios inflamados®4°.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma proteina pro-inflamatéria gerada por
diversas categorias de células, incluindo macréfagos, mondcitos, células T, osteoclastos,
neutrofilos e fibroblastos®®#. Ele desempenha efeitos notaveis no processo inflamatdrio
incluindo a ativacdo e migracdo de linfdcitos, bem como o estimulo, diferenciacdo e morte
célular*t4748, As fungdes bioldgicas do TNF-a sdo diversas, abrangendo desde a defesa contra
certos tipos de infeccOes até atividades terapéuticas no organismo, tais como o estimulo ao
sistema imunologico, protecdo contra agentes infecciosos, inibicdo de tumores, regulacdo do
ciclo de sono e contribuicio para o desenvolvimento embrionario®®3. O mecanismo de agéo
do TNF-a é complexo, pois envolve a ativagdo de maltiplas vias de sinalizagdo®4,

Em estudos que empregaram células tronco da polpa dentaria (DPSCs), ocorreu a
demonstracdo de que em condi¢bes patologicas, pela acdo de citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a), essas células se diferenciam e iniciam a secrec¢éo de proteinas da matriz dentinaria,
como a sialoproteina dssea (lbsp), sialofosfoproteina dentinaria (Dspp) e osteocalcina (Ocn)®®>

57 Além disso, foi demonstrado um aumento da expressido do TNF-a em lesBes periapicais,
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demonstrando o seu papel na remodelacdo, reabsorcéo e desenvolvimento ésseo, auxiliando a
migragao e proliferacdo de células precursoras de osteoclastos®®.

Materias bioativos sdo usados em casos de exposic¢ao pulpar — protecdo pulpar direta —
visando promover uma protecdo contra contaminacdo ou lesdes periapicais e também
estimular o reparo tecidual®®. Estes possuem biocompatibilidade, agdo antimicrobiana,
atividade indutora de mineralizagio e excelente selamento nas margens®®®2, As finalidades da
protecdo pulpar direta sdo estimular as células da polpa a formacéo de tecido mineralizado,
promover selamento bioldgico da area de exposicao pulpar e evitar a contaminagéo por micro-
organismos da cavidade bucal®.

Alguns estudos relatam que em dentes cariados ou com defeitos minerais a expressao
de TNF-o é aumentada e estd associado aos sinais e sintomas clinicos, tudo isso porque em
dentes com caries profundas o tecido dentario ird receber uma grande quantidade de TNF-a,
ao qual ativarad canais como TRP (TRPA1, TRPV2 e TRPV4) no tecido pulpar e estdo
envolvidos no processo de manutencdo da inflamacdo e dor®*%. A investigacdo do efeito
desses materiais sobre células-tronco da polpa dentaria cultivadas em um ambiente
inflamatdrio pode contribuir para o entendimento de como o reparo com sintese de dentina

reparadora ocorre ap0s 0 uso clinico dos materiais bioativos.
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2. PROPOSICAO
2.1 Objetivos

O objetivo deste projeto € investigar mecanismos envolvidos na diferenciacdo de
células-tronco da polpa dentéria e biomineralizagdo sob estimulo inflamatdrio e em contato
com materiais bioativos, por meio de metodologias que visam a avaliagdo da (i) viabilidade
celular, (ii) proliferagdo e migracdo celular, (iii) atividade enzimatica de acetiltranferases e

(iv) (v) formacéo de nddulos de mineralizacdo como indicadores de biomineralizacéo.
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS

3.1. Cultura de células

Para este estudo, foram utilizadas células indiferenciadas da polpa dentaria de
camundongos (OD-21). O protocolo de trabalho com este tipo celular ja foi descrito
previamente por nosso grupo de pesquisa®®%-%8, As células estavam congeladas em vial
acondicionado em nitrogénio liquido (criopreservacao) e foram conservadas em solugdo
de congelamento composta por 90% de Soro Fetal Bovino (FBS; Gibco, Carlsbad, CA,
EUA) e 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO) (Mallinckodt Chemicals, Mallinckrodt
Baker Inc., Phillipsburg, EUA) até inicio da cultura. Para os experimentos, as células
foram transferidas para placas de cultura celular de 96 pogos, na densidade de 1 x 105
celulas / poco. As células foram mantidas em meio de cultura Eagle modificado por
Dulbecco's (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino (SBF) e antibioticos overnight,

em incubadora a temperatura de 37 °C, com 95% de ar e 5% de CO2.
3.2. Estimulo pro-inflamatoério

Para os experimentos, as células foram cultivadas em placas de cultura celular
de 96 pocos, na densidade de 1 x 105 células / poco. Foram criados cinco grupos
experimentais (Tabela 1). Foi utilizado o meio de cultura Eagle modificado por
Dulbecco's (DMEM) em overnight, na incubadora a temperatura de 370C, com 95% de
ar e 5% de CO2. Para experimentacdo as células foram estimuladas com 10 ng / ml de
TNF-a recombinante humano (R&D Systems, Minneapolis, MN), dissolvido em
DMEM contendo 5% de SFB para simulacio de um ambiente pro-inflamatdrio®®,

durante 7 dias e, a seguir, foram estimuladas com os materiais bioativos.

Tabela 1 — Distribui¢do dos grupos experimentais.

Grupo Célula Estimulos (TNF-a e biomaterias)
1 0OD-21 Apenas biomateriais
2 0OD-21 TNF-a + biomaterias
3 0D-21 Meio DMEM (controle negativo)
4 0D-21 TNF-a (controle positivo)

Fonte: proprio autor, 2023.
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3.3. Preparo dos materiais bioativos e teste por extracéo

Diferentes concentragdes dos materiais bioativos foram utilizados no intuito de
verificar a citotoxicidade e capacidade de estimular a producdo de tecido
biomineralizado. O presente estudo foi realizado em conformidade com as normas da
International Organization for Standardization (ISO)% n° 10993-5:2009. Para colocagio
dos materiais testados (Tabela 2) em contato com as células, foi realizado o método de
extragao.

Foram confeccionadas duas matrizes, cilindricas, com 10 mm de didmetro e 5
mm de altura, a partir de tiras de matriz para amalgama soldadas. Os materiais foram
manipulados de acordo com as instrucdes dos fabricantes, em fluxo, e inseridos nas
matrizes esterilizadas apoiadas em placa de vidro esterilizada, e com instrumental
esterilizado, um em cada matriz, gerando cilindros com volume de 47,5 mm3,

Os cilindros foram mantidos no fluxo sob luz ultravioleta (UV) para obtencéo da
presa inicial e eliminagdo de possiveis contaminagdes, durante 1 hora. Em seguida, os
mesmos foram colocados separadamente em tubos Falcon contendo 5 mL de meio
DMEM, os quais foram mantidos em refrigeracdo durante 72 horas antes do
experimento.

O extrato foi filtrado, os cilindros dos materiais descartados e, a partir do extrato
inicial dos materiais (1:1), foram obtidas diluicdes seriadas 1:10 e 1:100 para realizagédo
dos experimentos. As solucdes 1:1, 1:10 e 1:100 foram armazenadas sob refrigeracdo

até o uso, como descrito previamente?42%7°,

Tabela 2 — Materiais bioativos, composicéo e fabricante.

Material Composi¢ao de acordo com o fabricante Fabricante

Po: silicato tricalcico, silicato dicalcico, carbonato de

R L o Septodont (Saint
. . calcio, 6xido de calcio, 6xido de ferro, 6xido de
Biodentine™ o Maurdes Fosses,
zirconio.

Franga
Liquido: cloreto de célcio, polimero hidrossoluvel. ca)

Angelus Industria
Po: SiOz, Kzo, A|203, Nazo, Fe,0s3 , 503, CaO, Bian, MgO. deg
Residuos insoluveis de silica cristalina, 6xido de célcio e

MTA Branco L L Produtos
sulfatos de potdssio e sddio. , .
Odontolégicos S/A

Liquido: agua.
q g (Londrina, Brasil)
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Biodinamica
Hidréxido de g o T Quimica e
. Po: hidréxido de cdlcio pré-analise. .
calcio p.a. Farmacéutica Ltda

(Ibipora, Brasil)

Po: acido poliacrilico e éxidos de vidro quimico. Liquido:
Agua, copolimero de &cido acrilico e acido maleico,
acido tartarico.

3M do Brasil
(Sumaré, Brasil)

3M™ Ketac™
Molar Easy Mix

Base: monOGmeros compostos por Bis-GMA, UDMA, Bis-
MPEPP, TEGDMA.
Beautifil Bulk Parte inorgdnica: particulas de vidro de aluminio fldor-  Shofu Inc. (Kyoto,
Restorative boro-aluminio-silicato, particulas de ionébmero de vidro Japao)
pré-reagidas (S-PRG).
Sistema iniciador: canforoquinona.

Parte inorgdnica: particulas de

3M™ Filtek™ One silica ndo-aglomeradas/ndo-agregadas, particulas de 3M do Brasil
Resina Bulk Fill zirconia e particulas de trifluoreto de itérbio em (Sumaré, Brasil)
particulas.

Fonte: préprio autor, 2023.
3.4. Analise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram analisados utilizando o Software GraphPad
Prism 8.0 (Prism, Chicago, IL, EUA). Os dados foram analisados pelo teste de analise
de variancia (ANOVA) a dois critérios, seguido pelo teste de Tukey. Diferencas foram
consideradas significantes para p < 0,05. Dados foram expressos como valor médio e
desvio padrao.

3.5. Ensaio de viabilidade celular

Para avaliacdo da viabilidade celular, as células foram plaqueadas e mantidas em
incubadora a 37°C e 5% CO2 por 12 horas. Apos este periodo, as culturas foram
estimuladas com diferentes materiais bioativos para avaliar o potencial mineralizador
por 24 horas. A seguir, 10 yuL de um sal tetrazélico solivel em agua (MTT; brometo de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazélio, SigmaAldrich CO., Nimero de catalogo
M2128) suplementado com 150 mL de Roswell Park Memorial 6 Institute (RPMI) 1640
(Gibco) foi adicionado a cada poco e as placas foram protegidas da luz e incubadas a 37

°C, por 3 horas, em atmosfera contendo 5% de CO2 e umidade relativa de 95%. Ap0s o
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periodo de incubacdo, a absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 450 nm (SpectraMax Paradigm).

Para este experimento foram utilizadas duas dilui¢fes seriadas (1:10 e 1:100), a
partir do extrato inicial dos materiais (1:1). Entre os valores iniciais de absorbancia (24
horas ap6s estimulo) nos grupos de células tratadas com os biomateriais propostos nao
houve diferenca estatistica se comparado com o0 grupo controle em ambas as
concentragdes, conforme as Tabelas 3 e 4. Ademais, na concentragdo 1:10, foi
observada diferenca estatistica ao se comparar estimulos distintos: Biodentine
apresentou uma média 77,33% + 6.79% de viabilidade celular significativamente menor
se comparado com 0 MTA + TNF (120,70% + 14.39%) e Ketac + TNF (115,30% *
12.25%). O valor de p foi respectivamente, 0,0051 e 0,0195. Também foi observado
diferenca entre MTA e MTA + TNF (85.67% * 11.03% e 120.70% + 14.39%,
respectivamente; p = 0,0402) (Tabela 5A e Figura 2A). Na concentracdo 1:100, também
foi observada diferenca estatistica ao se comparar os estimulos: Biodentine apresentou
uma média 69.43% + 2.34% de viabilidade celular significativamente menor se
comparado com o RES (116.26% * 16.82%%), MTA + TNF (129.04% + 31.60%) e
Ketac + TNF (124.53% + 26.41%). O valor de p foi respectivamente, 0,0416, 0,0038 e
0,0092. Também foi observado diferenca entre MTA + TNF e FILL + TNF (129.04% +
31.60% e 80.74% = 8.85%, respectivamente; p = 0,031) (Tabela 5B e Figura 2B).
Importante salientar TNF- a ndo alterou a viabilidade celular na concentra¢ao estudada
(10 ng / ml).

Tabela 3 — Comparacdo entre os estimulos no ensaio de viabilidade celular na

concentracdo 1:10 e seus respectivos valores de p calculados pelo teste de Tukey.

. . .. Bio+ MTA+ Ca(OH), Ketac Res + Fill +
MTT1:10  Controle Bio MTA Ca(OH), Ketac Res Fill INE  TNF +(TNF)2 +TNF TNE  TNF
Controle - 0,454 0,931 0,999 >0,999 0,990 0,976 0,976 0,587 >0,999 0,896 >0,999 >0,999

Bio - - 0999 0931 0,334 0,055 0,994 0,994 0,005 0,698 0,020 0,818 0,372
MTA - - - >0,999 0,852 0,299 >0,999 >0,999 0,040 0,992 0,132 0,999 0,883
Ca(OH)2 - - - - 0,994 0,676 >0,999 >0,999 0,151 >0,999 0,392 >0,999 0,997
Ketac - - - - - 0,998 0,931 0,931 0,720 >0,999 0,958 0,999 >0,999
Res - - - - - - 0,412 0,412 0,997 0,921 >0,999 0,836 0,997
Fill - - - - - - - >0,999 0,064 0,999 0,196 >0,999 0,950
Bio+TNF - - - - - - - - 0,064 0,999 0,196 >0,999 0,950
MTA+TNF - - - - - - - - - 0,353 >0,999 0,251 0,676
Ca(OH)2+TNF - - - - - - - - - - 0,698 >0,999 >0,999
Ketac+TNF - - - - - - - - - - - 0,564 0,941
Res+TNF - - - - - - - - - - - - 1,000

Fill +TNF
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Fonte: proprio autor, 2023.

Tabela 4 — Comparacdo entre os estimulos no ensaio de viabilidade celular na
concentracdo 1:100 e seus respectivos valores de p calculados pelo teste de Tukey.

Bio+ MTA+ Ca(OH), Ketac Res + Fill +

MTT 1:100 i i
Controle Bio MTA Ca(OH), Ketac Res Fill TNF TNF  +TNE +TNF TNF TNF

Controle - 0,45 >0,999 0,0892 >0,999 0,979 0,008 >0,999 05133 >0,999 0,7431 >0,999 0,931
Bio - - 053 09847 0,332 0,042 0,082 0,139 00038 05133 0,0092 0,3315 0,999
MTA - - - 0,99 >0,999 0,957 0,994 0,999 04331 >0,999 0,6633 >0,999 0,963

Ca(OH), - - - - 0,963 0,418 0,613 0,773 0,0656 0,9951 0,1385 0,9625 >0,999
Ketac - - - - - 0,995 0,999 >0,999 0,6468 >0,999 10,8531 >0,999 0,853
Res - - - - - - >0,999 >0,999 0,9968 0,9625 >0,999 0,9951 0,246
Fill - - - - - - - >0,999 0,9716 0,9951 0,998 0,9998 0,403

Bio+TNF - - - - - - - - 09061 0,9996 0,9847 >0,999 0,563

MTA+TNF - - - - - - - - - 04487 >0,999 0,6468 0,031

Ca(OH),+TNF - - - - - - - - - - 0,6797 >0,999 0,957

Ketac+TNF - - - - - - - - - - - 08531 0,069

Res+TNF - - - - - - - - - - - - 0,853

Fill +TNF - - - - - - - - - - - - -

Fonte: préprio autor, 2023.

Tabela 5 — Médias e desvio-padréo do percentual de viabilidade celular obtidos a partir
de trés medidas em cada um dos estimulos. A, na concentragdo 1:10 e B, na

concentracéo 1:100.

A 1:10 B 1:100
Estimulo Média Desvio-padrao Estimulo Média  Desvio-padrao

Controle 100,00% 0,88% Controle 100,00% 0,88%
Bio 77,33% 6,79% Bio 69,43% 2,34%
MTA 85,67% 11,03% MTA 98,43% 9,65%
Ca(OH)2 91,67% 27,87% Ca(OH)2 84,95% 10,52%
Ketac 102,00% 12,92% Ketac 102,97% 17,73%
Res 111,00% 15,34% Res 116,26% 16,82%
Fill 87,67% 10,89% Fill 112,02% 16,08%
Bio+TNF 87,67% 10,35% Bio+TNF 108,99% 6,54%
MTA+TNF 120,70% 14,39% MTA+TNF 129,04% 31,60%
Ca(OH)2+TNF  96,33% 19,21% Ca(OH)2+TNF  98,53% 14,35%
Ketac+TNF 115,30% 12,25% Ketac+TNF 124,53% 26,41%
Res+TNF 94,33% 19,41% Res+TNF 102,52% 8,64%
Fill +TNF 101,14% 19,41% Fill +TNF 80,74% 8,85%

Fonte: proprio autor, 2023.
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Figura 1 — Representacdo gréfica da quantificacdo do percentual de viabilidade celular obtidos a

partir de trés medidas em cada um dos estimulos.

MTT 1:10 MTT 1:100
150 * 200 3 Bio+TNF
s * # mm Controle 2
< = Bio & 150 = MTA
S 100 « = MTA % = MTA+TNF
§ = Ca(OH), o 100 = Fil
g = Ketac B B Res+TNF
T 50 ]
E =1 Res % 50 ] C.omrole
g = Fil s = Bio
) 3 Bio+TNF 0 =3 Ca(OH),
ST Sttt . VTA+TNF x«"\gé\i‘f‘@wa‘wo“f"\\:’\‘{i“‘{i‘\‘{i“‘\i’\"ﬁ‘4‘" = Ketac
& & SRR B3 Ca(OH);+TNF & & FERFEES B Res
& B3 Ketac+TNF ey B Ca(OH),+TNF
=3 Res+TNF =3 Ketac+TNF
= Fill +TNF =1 Fill +TNF

A, na concentracdo 1:10 e B, na concentracdo 1:100. Nota: simbolos diferentes indicam diferenca entre os

estimulos marcados.

Fonte: proprio autor, 2023.
3.6. Proliferacéo celular

Para avaliacdo da proliferacdo celular, as células foram plaqueadas e mantidas
em incubadora a 37°C e 5% CO2 por 12 horas. Apds este periodo, as culturas foram
estimuladas por 12, 24, 36 e 48 horas. Decorridos estes periodos, 0 meio foi retirado dos
pocos e estes lavados com PBS e a placa foi congelada a -70°C. A proliferacdo celular
foi avaliada utilizando um ensaio de fluorescéncia para deteccdo de acidos nucleicos
(CyQUANT™ Cell Proliferation Assay Kit; Thermo Fisher Scientific). Neste protocolo
foi utilizado um corante que exibe uma fluorescéncia verde intensa quando ligado aos
acidos nucleicos celulares, permitindo mensurar a quantidade total de DNA. No
momento de uso, as células foram descongeladas a temperatura ambiente e foram
adicionados 200 pl de tampao de lise celular e do corante em cada pogo. A placa foi
incubada por 5 minutos em temperatura ambiente, protegida da luz. A fluorescéncia foi
medida utilizando um fluorimetro com filtros de 480 nm de excitacdo e 520 nm de
emissdo (SpectraMax Paradigm).

Para este experimento foi utilizada a diluicdo 1:100, a partir do extrato inicial
dos materiais (1:1). Nos grupos sem estimulo de TNF-a, foi observada diferenca
estatistica ao se comparar 0s quatro periodos propostos: o periodo de 12 horas
apresentou uma média 58,86% + 13,43% de proliferacdo celular significativamente

maior se comparado com o periodo de 36 horas (33,66% * 12,04%). O valor de p foi
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0,0005. Também foi observado diferenca entre o periodo de 24 horas e 36 horas
(62,99% + 13,61% e 33,66% + 12,04%, respectivamente; p < 0,0001. Alem disso
notou-se diferenca entre o periodo de 36 horas e 48 horas (33,66% + 12,04% e 52,49%
+ 5,52%, respectivamente; p = 0,0032) (Tabela 6A, Tabela 7A e Figura 3A). Vale
ressaltar que nos grupos sem TNF-a, apenas 0s materiais estimularam a proliferacéo
celular, sendo o efeito mais notavel apos 24 horas de estimulo. Nos grupos com
estimulo de TNF-a, ndo foi observada diferenca estatistica ao se comparar 0s quatro

periodos propostos (Tabela 6B e Figura 3B).

Tabela 6 - Comparacdo entre os estimulos sem e com TNF -a no ensaio de proliferacdo

celular na concentragdo 1:100 e seus respectivos valores de p calculados pelo teste de

Tukey.
A B
Sem TNF  12h 24h 36h 48h ComTNF  12h 24h 36h 48h
12h - 0,5205  0,0005  0,7543 12h - 0,6095 0,1116  0,4682
24h - - <0,0001 0,1216 24h - - 0,6385  0,9947
36h - - - 0,0032 36h - - - 0,7775

Fonte: préprio autor, 2023.

Tabela 7. Médias e desvios-padrdo do percentual de proliferacdo celular obtidos a partir

de duas medidas em cada um dos estimulos. A, na concentracdo sem TNF-a e B, com

TNF-a.

A B
Sem T TNF Meédia Desvio-padrido ComTNF Meédia Desvio-padrio
12h 58,86% 13,43% 12h 59,90% 7,87%
24h 62,99% 13,61% 24h 52,91% 12,93%
36h 33,66% 12,04% 36h 46,19% 14,08%
48h 52,49% 5,52% 48h 51,54% 8,20%

Fonte: proprio autor, 2023.
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Figura 2 — Representacdo grafica da quantificacdo do percentual de proliferacdo celular

obtidos a partir de duas medidas em cada um dos estimulos.
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A, grupo sem TNF-a e B, com TNF-a.

Fonte: préprio autor, 2023.
3.7. Quantificacio da atividade de histona acetiltransferases (HAT)

Para mensurar a atividade de histona acetiltransferases foi utilizado o HAT
activity colorimetric assay kit (BioVision Research Products, Mountain View, CA,
EUA) seguindo as orientacdes do fabricante. Inicialmente, 50 ug de lisado celular foi
diluido em &gua destilada para um volume final de 40 ul. Em seguida foi adicionado 68
ul do reagente assay mix. A solucédo resultante foi incubada a 37°C por 60 minutos. A
absorbancia foi determinada em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 400 nm
(SpectraMax Paradigm).

Para este experimento foram utilizadas duas dilui¢Ges seriadas (1:10 e 1:100), a
partir do extrato inicial dos materiais (1:1). Entre os valores iniciais de atividade de
HAT nos grupos de células tratadas com os biomateriais propostos ndo houve diferenca
estatistica se comparado com o grupo controle em ambas concentragfes (140% +39% e
170% +27%, respectivamente 1:10 e 1:100). Nos grupos sem estimulo de TNF-q, foi
observada diferenca estatistica ao se comparar: RES que apresentou uma média
191,12% +0% de acetilacdo de histona significativamente maior se comparado ao
controle (100% =+0%). O valor de p foi 0,022. Além disso notou-se diferenga nos
grupos com estimulo de TNF-a, sendo esses: controle e Ketac + TNF, controle e Res +
TNF, controle e Fill + TNF (100% +0% e 191,12% +0%; p = 0,022 para todas
comparagOes) (Tabela 8, Tabela 9 e Figura 4). O valor médio de 191,12% +0%; p =
0,022 corresponde a leitura méxima do ensaio colorimétrico nas condicdes realizadas,

embora seja de diversos estimulos. Sendo assim, o valor real do ensaio pode ser
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superior ao aqui descrito sugerindo um novo estudo para este teste com uma escala de

mediacdo ampliada.

Tabela 8. Comparacdo entre os estimulos sem e com TNF -a nos ensaios HAT e seus

respectivos valores de p calculados pelo teste de Tukey.

Bio + MTA + Ca(OH), + Ketac + Res + Fill +

HAT i i
Controle Bio MTA Ca(OH), Ketac Res Fill TNF  TNF N TNE TNF TNF

Controle - 0,994 0,998 0,898 0,381 0,022 0,860 0,316 0,176 0,999 0,022 0,022 0,022
Bio - - >0,999 >0,999 0,906 0,113 >0,999 0,849 0,631 >0,999 0,113 0,113 0,113
MTA - - - >0,999 0,860 0,093 1,000 0,792 0,562 >0,999 0,093 0,093 0,093

Ca(OH), - - - - 0,995 0,250 >0,999 0,986 0,898 1,000 0,250 0,250 0,250
Ketac - - - - - 0,754 0,998 >0,999 >0,999 0,849 0,754 0,754 0,754
Res - - - - - - 0,286 0,827 0,963 0,090 >0,999 =>0,999 >0,999
Fill - - - - - - - 0,993 0,929 1,000 0,286 0,286 0,286

Bio+TNF - - - - - - - - >0,999 0,780 0,827 0,827 0,827

MTA+TNF - - - - - - - - - 0,548 0,963 0,963 0,963

Ca(OH),+TNF - - - - - - - - - - 0,090 0,090 0,090
Ketac+TNF - - - - - - - - - - - >0,999 >0,999
Res+TNF - - - - - - - - - - - - >0,999

Fonte: préprio autor, 2023.

Tabela 9. Médias e desvio-padrao do percentual de acetilagdo de histona.

Estimulo Média Desvio-padrao
Controle 100,00% 0,00%
Bio 120,84% 24,06%
MTA 118,61% 21,68%
Ca(OH)2 131,98% 37,39%
Ketac 152,56% 54,52%
Res 191,12% 0,00%
Fill 133,91% 13,96%
Bio+TNF 155,64% 50,18%
MTA+TNF 164,14% 38,16%
Ca(OH)2+TNF  117,79% 18,45%
Ketac+TNF 191,12% 0,00%
Res+TNF 191,12% 0,00%
Fill +TNF 191,12% 0,00%

Fonte: proprio autor, 2023.
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Figura 3 — Representacdo grafica da quantificacdo do percentual de acetilacdo de
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Fonte: proprio autor, 2023.
3.8. Formagcao de nodulos de mineralizagéo

A formacdo de nédulos de mineraliza¢do foi avaliada cultivando as células por
21 dias em meio que favorece a mineralizacdo da matriz extracelular. Este meio
consiste de meio DMEM suplementado com 10 mM de B-glicerofosfato (Sigma), 50 ug
/ ml de &cido ascérbico (Sigma), soro fetal bovino a 1% e antibioticos. As células foram
plaqueadas na densidade de 2 x 105 células por poco, em placas de 60 mm. A seguir, 0
meio de cultura foi removido dos pocos e foram adicionados os estimulos. Como
controle, os experimentos foram realizados em meio de cultura DMEM regular com a
adicdo das mesmas substancias descritas para 0 meio que favorece a mineralizacdo. O
meio de cultura foi trocado a cada trés dias e a progressao da cultura avaliada por
microscopia de campo claro. A multicamada de células juntamente com os nddulos de
mineralizacdo depositados foram corados por Vermelho de Alizarina utilizando
protocolos descritos previamente®®’t, Sucintamente, as culturas foram fixadas com
etanol a 70% por 10 minutos e coradas com uma solucdo de Vermelho de Alizarina a
2%, pH 4,0 (Sigma), por 5 minutos a temperatura ambiente. A quantificacdo do
acumulo de célcio no meio extracelular foi realizada apds a liberacdo do célcio ligado
ao corante obtido pelo tratamento com 100 mM de cloreto de cetilpiridineo (Sigma),

durante 1 hora, sob constante agitacdo. A absorbancia do corante liberado foi
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determinada em espectrofotémetro, no comprimento de onda de 570 nm (SpectraMax
Paradigm), e normalizada pelo conteido de proteina total na cultura.

As células indiferenciadas da polpa dentaria de camundongos (OD-21),
apresentaram significativa formacao de nddulos de mineralizacdo em meio osteogénico,
apos estimulo com 10ng/mL de TNF-a por 21 dias se comparado com o grupo que nao

recebeu estimulo com TNF-a (Figura 5).

Figura 4 — Formagdo de nddulos de mineralizacdo de células da polpa dentaria de
camundongos (OD-21), apés 21 dias de estimulo com 10ng/mL de TNF-q.
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Para visualizacdo dos nddulos, as células foram fixadas e coradas com Vermelho de alizarina.

Fonte: proprio autor, 2023.
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4. DISCUSSAO

Pesquisas que avaliaram as interagdes entre o material de capeamento e a polpa
a ser tratada demonstraram que materiais biocompativeis sdo capazes de estimular a
diferenciacdo de células-tronco pulpares em osteoblastos e consequentemente a
mineralizacdo’>"*.Quando ocorre a destruicdo da camada odontoblastica e o
capeamento pulpar é realizado, 0 complexo dentino-pulpar se regenera através do
recrutamento, diferenciacdo e proliferacdo de células progenitoras e pela formacéo de
dentina reparadora’?. Desta forma, muitos estudos vém sendo realizados com o objetivo
de determinar qual o melhor material a ser utilizado para recobrir o tecido pulpar
exposto’. Uma vez que, a diferenciagio e proliferacdo das células pulpares podem ser
afetadas drasticamente pela interacdo das células tronco da polpa dentaria (DPSCs) com
0s materiais empregados durante o capeamento pulpar. Foi descrito em um estudo que
0S materiais bioativos mais utilizados com sucesso no capeamento sdo: o mineral
triéxido agregado (MTA) e o hidréxido de calcio (Ca (OH)2)™. Atrelado a esses
achados, nosso estudo indicou um papel significativo desses materiais quando
relacionados aos mecanismos envolvidos no processo de diferenciacdo celular, tendo
uma possivel relacdo com processos de mineralizagao.

Varios estudos in vitro demonstraram que a biocompatibilidade,do MTA esta
relacionanda a sua baixa de citotoxicidade’®’® e genotoxicidade™®’’, auséncia de
producio de espécies reativas de oxigénio’’,adesdo em células 6sseas’®® e aumento na
proliferacdo celular’®®82 Recentemente, 0 MTA foi relacionado com a liberacdo de
prostaglandina E2, evidenciando uma importante relagdo com o processo de formacéo
da ponte de dentina®®’. Corroborando para esses achados, neste projeto foi possivel
observar que o MTA apresentou maior potencial de viabilidade celular quando
comparado aos outros materiais bioativos, indicando seu potencial mineralizador. Além
disso, em ambiente pro-inflamatorio, este também apresentou boa viabilidade
destacando seu sucesso como material bioativo devido as caracteristicas ja
mencionadas.

Perard et al. (2012)% avaliaram os efeitos bioldgicos da Biodentine sobre células
de linhagem odontoblastica (MDPC-23) e em células da polpa (OD-21). Além disso,
avaliaram os efeitos da Biodentine e do MTA quanto a expressdo génica em cultura
celular para os genes envolvidos na diferenciacdo odontogénica. Os autores utilizaram o

ensaio da fosfatase &cida para comparar a biocompatibilidade dos materiais. A
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diferenciacédo celular foi determinada por PCR em tempo real. As células MDPC-23 na
presenca de MTA tiveram os maiores niveis de viabilidade em relacdo as mesmas
células expostas a Biodentine e ao controle no periodo de 7 dias. Para as células OD-21,
a taxa de proliferacdo no mesmo periodo foi significativamente menor quando da
presenca de MTA e Biodentine em relagdo ao grupo controle. Concluiram que a
Biodentine e MTA podem modificar a proliferacdo de células pulpares, e que seus
efeitos podem variar ao longo do tempo, dependendo da linhagem celular considerada.
Deste modo, podemos observar com o estudo descrito que ha similaridade entre a
Biodentine e MTA sendo tal constatacdo reforcada neste trabalho ao observar que ndo
houve diferenca estatistica entre esses materiais em ensaios como o HAT, indicando sua
funcéo-chave nos processos de autorrenovagdo, manutencdo de pluri/ multipoténcia das
ceélulas estudadas.

Estudos avaliaram a resposta de células humanas da polpa humana apds
capeamento pulpar direto com cimento a base de Ca(OH)2 e outros materias biativos
também estudados no atual projeto’®®-°!  Assim como nosso estudo, os autores
concluiram que, apesar, do reparo e processo de inducdo da mineralizacdo seja mais
lento no Ca(OH)2 , todos os materiais estudados sdo capazes de promover com Sucesso
a biomineralizagdo e uma possivel diferenciacdo celular.

Leyhausen et al. (1998)% tiveram como objetivo determinar e comparar a
compatibilidade de cimentos de iondmero de vidro convencionais e modificados por
resina, entre eles, foi estudado o Ketac. Os materiais foram manipulados e
polimerizados segundo as recomendacfes do fabricante. Assim, varios extratos de tais
materiais foram obtidos em diferentes periodos e incubados com fibroblastos gengivais
humanos (FGH) e fibroblastos de ratos (3T3). A viabilidade celular e determinacdo do
DNA foi obtida pela coloracdo da cultura de células. Os extratos contendo o Ketac ndo
inibiram o crescimento celular nos ensaios realizados, assim como no nosso trabalho.
Com base nesses achados, pode-se concluir que embora 0s cimentos ionoméricos
possuam citotoxidade, o Ketac revelou uma boa biocompatibilidade, sendo capaz de
induzir viabilidade e proliferacdo celular, além de expressar atividades enzimaticas e de
biomineralizacéo.

Vérias pesquisas avaliaram a citotoxidade e biocompatibilidade de componentes
monoméricos encontradas na composicdo de resinas compostas sobre cultura celular®
%, Foram observados que alguns monémeros resinosos - dentre eles BisGMA e

TEGDMA - foram responsaveis pela diminuigdo da sintese de DNA de maneira dose
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dependente. Por outro lado, pequenas concentracfes de UDMA, BisGMA, TEGDMA e
BPA produziram um baixo efeito estimulador sobre linfocitos-T de células da polpa
dental. Além disso, fatores como reducdo da espessura dentinéria, a polimerizacdo
incompleta e o tempo de exposicdo prolongado podem contribuir para 0 aumento
significativo da citotoxidade dos componentes encontradas nas resinas compostas.
Neste trabalho, é importante destacar que foram utilizadas resinas compostas as quais
em sua composi¢cdo ha particulas de fltor, deste modo, embora na literatura existem
varios trabalhos relacionando a citotoxidade das resinas compostas para linhagens de
células, no atual estudo, as resinas compostas testadas apresentaram baixa citotoxidade
as células OD-21, sendo capazes até de induzir uma mineralizagdo bem significativa.
Dessa forma, sugere-se um novo estudo para comparar 0s mecanismos envolvidos na
inducdo de mineralizacdo celular dessas resinas compostas e as demais estudadas na
literatura.

Estudos demonstraram que a citocina TNF-a inibiu a atividade de fosfatase
alcalina, um mediador de diferenciacdo odontoblastico e osteogénico, em periodos
prolongados®*8, Enquanto que, Paula-Silva et al., 2009a%®, em um estudo in vitro
demonstraram que 0 TNF-o estimulou as células da polpa dentiria em fendtipo
odontoblastico. Por outro lado, Lamarque (2022)%, observou in vitro que células da
polpa dentaria estimuladas com TNF-o induziram a biomineraliza¢do, e inibiram a
diferenciacdo de pré-osteoblastos, aléem de que, 0 TNF-a reduziu a expressdo de Runx-
2, elemento chave na transcri¢do associado a diferenciacdo osteoblastica. Outro estudo
in vitro relatou que células-tronco da polpa dentaria (DPSC) senescente apresentaram
uma maior diferenciagdo odontoblastica com o TNF-a devido a altos niveis de
TNFR1%. Corroborando com os achados encontrados, em nosso trabalho, observou-se
que o estimulo de TNF-a a 10ng/mL ndo alterou a viabilidade celular, a proliferagdo, a

acetilagéo de histonas e a mineralizagao.
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5. CONCLUSOES

Houve viabilidade celular significativa nos grupos com biomateriais em
ambiente inflamatério. O uso de biomaterais promoveu proliferacdo celular
independente do estimulo inflamatdrio. No ensaio HAT, foi possivel associar os efeitos
dos estimulos aos seus mecanismos epigenéticos. Os resultados demonstraram
significativa biocompatibilidade dos materiais nos ensaios propostos, ilustrando que
seus efeitos podem contribuir para o entendimento da sintese de dentina reparadora

(diferenciacdo celular) ap6s o uso clinico de materiais bioativos.



10.

11.

12.

33

REFERENCIAS

Couve E, Osorio R, Schmachtenberg O. The amazing odontoblast: activity,
autophagy, and aging. J Dent Res. 2013;92(9):765-72.

Farges JC, et al Dental Pulp Defence and Repair Mechanisms in Dental Caries.
Mediators Inflamm.2015;2015:230251.

Yalvac ME, et al. Isolation and characterization of stem cells derived from human
third molar tooth germs of young adults: implications in neo-vascularization, osteo-
, adipo- and neurogenesis. Pharmacogenomics J. 2010 Apr;10(2):105-13.

Emilia E, Neelakantan P. Biomarkers in the dentinpulp complex: role in health and
disease. J Clin Pediatr Dent. 2015 Winter;39(2):94-9.

Araujo-Pires AC, et al. Mesenchymal stem cells as active prohealing and
immunosuppressive agents in periapical environment: evidence from human and
experimental periapical lesions. J Endod. 2014;40(10):1560-5.

Ding G, Niu J, Wei F. Current understanding of orofacial tissue derived
mesenchymal stem cells: an immunological perspective. Histol Histopathol. 2015
Mar;30(3):255-65.

Silva CN, et al. O tecido da polpa dentaria como fonte de células-tronco. Revista
Saude em Foco 2019;11:295-308.

Gronthos S, Mankani M, Brahim J, Robey PG, Shi S. Postnatal human dental pulp
stem cells (DPSCs) in vitro and in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A. 2000 Dec
5;97(25):13625-30.

Miura M, et al. SHED: stem cells from human exfoliated deciduous teeth. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2003 May 13;100(10):5807-12.

Gancheva MR, Kremer KL, Gronthos S, Koblar SA. Using Dental Pulp Stem Cells
for Stroke Therapy. Front Neurol. 2019 Apr 29;10:422.

Okajcekova T, et al. A Comparative In Vitro Analysis of the Osteogenic Potential
of Human Dental Pulp Stem Cells Using Various Differentiation Conditions. Int J
Mol Sci. 2020 Mar 26;21(7):2280.

Xuan K, et al. Deciduous autologous tooth stem cells regenerate dental pulp after
implantation into injured eeth. Sci Transl Med. 2018.22;10(455):eaaf3227.

Norma utilizada para elaboracéo das referéncias: Estilo VVancouver



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

34

Piva E, Tarlé SA, Nor JE, Zou D, Hatfield E, Guinn T, Eubanks EJ, Kaigler D.
Dental Pulp Tissue Regeneration Using Dental Pulp Stem Cells Isolated and
Expanded in Human Serum. J Endod. 2017 Apr;43(4):568-574.

Machado CES, et al. Células-tronco de origem dental: caracteristicas e aplicacfes
na medicina e odontologia. Rev Odontol. Aragatuba 2015;36(1):36-40.

Aratjo AG, Vasconcelos RG, Vasconcelos MG. Células-tronco derivadas da
polpa dentaria - diferenciacdo, proliferacdo e mediadores quimicos envolvidos:
uma revisao de literatura. Salusvita 2020;39(2):435-458.

Yoshida S, et al. Insight into the Role of Dental Pulp Stem Cells in Regenerative
Therapy. Biology (Basel). 2020 Jul 9;9(7):160.

Hartwig FP, Moreira GMSG. Epigenética e célulastronco: um novo caminho para
a compreensdo dos mecanismos de plasticidade, diferenciacdo e imprinting.
Vittalle, Rio  Grande, 23(1): 37-43, 2011. Disponivel em:
https://periodicos.furg.br/vittalle/ article/view/1816.

Efroni S, et al. Global transcription in pluripotent embryonic stem cells. Cell Stem
Cell. 2008 May 8;2(5):437-47.

Sorek M, Oweis W, Nissim-Rafinia M, Maman M, Simon S, Hession CC,
Adiconis X, Simmons SK, Sanjana NE, Shi X, Lu C, Pan JQ, Xu X, Pouladi MA,
Ellerby LM, Zhang F, Levin JZ, Meshorer E. Pluripotent stem cell-derived
models of neurological diseases reveal early transcriptional heterogeneity.
Genome Biol. 2021 Mar 4;22(1):73.

Dupont C, Armant DR, Brenner CA. Epigenetics: definition, mechanisms and
clinical perspective. Semin Reprod Med. 2009 Sep;27(5):351-7.

Harvey AJ, et al Transcriptional differences between rhesus embryonic stem cells
generated from in vitro and in vivo derived embryos. PL0S One.
2012;7(9):e43239. Hench LL. Bioceramics. J Am Ceram Soc 2005;81:1705—
1728.

Spangenberg L, Shigunov P, Abud AP, Cofré AR, Stimamiglio MA, Kuligovski
C, Zych J, Schittini AV, Costa AD, Rebelatto CK, Brofman PR, Goldenberg S,
Correa A, Naya H, Dallagiovanna B. Polysome profiling shows extensive
posttranscriptional regulation during human adipocyte stem cell differentiation
into adipocytes. Stem Cell Res. 2013 Sep;11(2):902-12.

Zych J, Spangenberg L, Stimamiglio MA, Abud AP, Shigunov P, Marchini FK,
Kuligovski C, Cofré AR, Schittini AV, Aguiar AM, Senegaglia A, Brofman PR,



24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

35

Goldenberg S, Dallagiovanna B, Naya H, Correa A. Polysome profiling shows the
identity of human adipose-derived stromal/stem cells in detail and clearly
distinguishes them from dermal fibroblasts. Stem Cells Dev. 2014 Nov
15;23(22):2791-802.

Silva LABD, Hidalgo LRDC, de Sousa-Neto MD, Arnez MFM, Barnett F,
Hernandez PMG, Faccioli LH, Paula-Silva FWG. Cytotoxicity and Inflammatory
Mediators Release by Macrophages Exposed to Real Seal XT and Sealapex
Xpress. Braz Dent J. 2021 Jan-Feb;32(1):48-52.

Kunert M, Lukomska-Szymanska M. Bio-inductive materials in direct and
indirect pulp capping-a review article. Materials (Basel). 2020;13(5):1204.

Hench L, Polak J. Third Generation biomedical materials. Science,
2022:295:1014-1017.

Arandi NZ. Calcium hydroxide liners: a literature review. Clin Cosmet Investig
Dent 2017:9 67-72.

Paula-Silva FW, Ghosh A, Arzate H, Kapila S, da Silva LA, Kapila YL. Calcium
hydroxide promotes cementogenesis and induces cementoblastic differentiation of
mesenchymal periodontal ligament cells in a CEMP1- and ERK-dependent
manner. Calcif Tissue Int. 2010b;87(2):144-57. Pereira M, Oliveira L, Almeida L.
Células tronco dentarias. Revista do CROMG 2018;17(2):16-25.

Daltoé MO, Paula-Silva FW, Faccioli LH, GatonHerndndez PM, De Rossi A,
Bezerra Silva LA. Expression of Mineralization Markers during Pulp Response to
Biodentine and Mineral Trioxide Aggregate. J Endod. 2016 Apr;42(4):596-603.
Queiroz AM, Amaral THA, Mira PS, Paula-Silva FWG, Nelson-Filho P, Silva
RAB, Silva LAB. In vivo evaluation of inflammation and matrix
metalloproteinase expression in dental pulp induced by luting agents in dogs.
Revista Cientifica do CRORJ (Rio de Janeiro Dental Journal) 2019;4(1):61-72.
Queiroz AM, Amaral THA, Paula-Silva FWG, Nelson-Filho P, Silva RAB,
Gaton-Hernandez PM, Silva LAB. Luting agents differentially modulate
inflammation and matrix metalloproteinases in connective tissue. Revista
Cientifica do CRO-RJ (Rio de Janeiro Dental Journal) 2018;3(1):8-15.

Lucisano MP, Pucinelli CM, Carvalho FK, PaulaSilva FWG. Protecdo pulpar
indireta. In: Silva LAB. Tratamento endodontico em criangas. Protocolos clinicos

em dentes deciduos e permanentes jovens. led.: Manole, 2022;67-82.



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

36

Glossario de Termos Endodonticos € atualizado regularmente para refletir os
avancos na endodontia. A edicédo atual foi atualizada em margo de 2020.
Tsukamoto-Tanaka H, et al. Histochemical and immunocytochemical study of
hard tissue formation in dental pulp during the healing process in rat molars after
tooth replantation. Cell Tissue Res. 2006;325(2):219-229.

Zhao C, Hosoya A, Kurita H, et al. Immunohistochemical study of hard tissue
formation in the rat pulp cavity after tooth replantation. Arch Oral Biol.
2007;52(10):945-953.

Edanami N, et al. Impact of remnant healthy pulp and apical tissue on outcomes
after simulated regenerative endodontic procedure in rat molars. Sci Rep. 2020
Dec 1;10(1):20967.

Couve E, Osorio R, Schmachtenberg O. The amazing odontoblast: activity,
autophagy, and aging. J Dent Res. 2013 Sep; 92(9):765-72.

Bleicher F. Odontoblast physiology. Exp Cell Res. 2014;325(2): 65-71.

Cooper PR, Holder MJ, Smith AJ. Inflammation and regeneration in the dentin-
pulp complex: a double-edged sword. J Endod. 2014;40(4 Suppl):S46-51.
Chmilewsky F, Jeanneau C, Dejou J, About I. Sources of dentinpulp regeneration
signals and their modulation by the local microenvironment. J Endod. 2014;40(4
Suppl):S19-25.

Xu K, Xiao J, Zheng K, Feng X, Zhang J, Song D, Wang C, Shen X, Zhao X, Wei
C, Huang D, Feng G. MIiR-21/STAT3 Signal Is Involved in Odontoblast
Differentiation of Human Dental Pulp Stem Cells Mediated by TNF-o. Cell
Reprogram. 2018;20(2):107-116.

Li Z, Jiang CM, An S, Cheng Q, Huang YF, Wang YT, Gou YC, Xiao L, Yu WJ,
Wang J. Immunomodulatory properties of dental tissue-derived mesenchymal
stem cells. Oral Dis. 2014 Jan;20(1):25-34.

Ding DC, Shyu WC, Lin SZ. Mesenchymal stem cells. Cell transplant. 2011;
20(1):5-14;

Mezey E, Nemeth K. Mesenchymal stem cells and infectious diseases: Smarter
than drugs. Immunol Lett. 2015;168(2): 208-14.

Idriss HT, Naismith JH. TNF alpha and the TNF receptor superfamily: structure-
function relationship(s). Microsc Res Tech. 2000;50(3):184-195.



46.

47.

48.

49.

50.
51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

37

Hirsch V, Wolgin M, Mitronin AV, Kielbassa AM. Inflammatory cytokines in
normal and irreversibly inflamed pulps: A systematic review. Arch Oral Biol.
2017; 82:38-46.

Pezelj-Ribaric S, Anic I, Brekalo I, Miletic I, Hasan M, Simunovic-Soskic M.
Detection of tumor necrosis factor alpha in normal and inflamed human dental
pulps. Arch Med Res. 2002;33(5):482—-484.

Xu T, et al. Mesenchymal stem cell-based theraoy for radiation-induced lung
injury. Stem Cell Res Ther. 2018;9(1):18.

Fiers W. Tumor necrosis fator. Characterization at the molecular, cellular and in
vivo level. FEBS Lett. 1991 Jul 22;285(2):199-212.

Aggarwal KM, Hibbert A. 1991. J. Phys. B: At. Mol. Opt. Phys. 24, 3445.

Vilcek J, Lee TH. Tumor Necrosis Factor. Journal of Biological Chemistry.
1991;266(12);7313-7316.

Wride MA, Sanders EJ. Potential roles for tumour necrosis factora during
embryonic development. Anat Embryol 191,1-10(1995).

Kruger JM, et al.A physioloic role for IL-1 beta and TNF-alpha. Ann NY Acad
Sci. 1998;856:148-159.

Prso IB, Kocjan W, Simi¢ H, Brumini G, Pezelj-Ribari¢ S, Borci¢ J, Ferreri S,
Karlovi¢ IM. Tumor necrosis factor-alpha and interleukin 6 in human periapical
lesions. Mediators Inflamm. 2007;2007:38210.

Chen X, et al. Interaction of TNF with TNF receptor type 2 promotes expansion
and function of mouse CD4+CD25+ T regulatory cells. J Immunol.
2007;1(179):154-61.

Paula-Silva FWG, Ghosh A, Silva LA, Kapila YL. TNF-alpha promotes an
odontoblastic phenotype in dental pulp cells. J Dent Res. 2009a;88(4):339-44.
Suzuki S, et al., Dentin sialoprotein and dentin phosphoprotein have distinct roles
in dentin mineralization. Matrix Biol. 2009 May;28(4):221-9.

Nikolic N, Jakovljevic A, Carkic J, Beljic-lvanovic K, Miletic M, Soldatovic |,
Andric M, Ivanovic V, Milasin, J. Notch signaling pathway in apical
periodontitis: correlation with bone resorption regulators and proinflammatory
cytokines. Journal of endodont. 2019;45(2):123-128.

Associacdo Brasileira de Odontopediatria. Terapia Pulpar em Dente Deciduo. In.:
Associacdo Brasileira de Odontopediatria. Diretrizes para Procedimentos Clinicos
em Odontopediatria. Rio de Janeiro: Santos; 2020. P.185-202.



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

38

Youssef AR, Emara R, Taher MM, Al-Allaf FA, Almalki M, Almasri MA,
Siddiqui SS. Effects of mineral trioxide aggregate, calcium hydroxide, biodentine
and Emdogain on osteogenesis, Odontogenesis, angiogenesis and cell viability of
dental pulp stem cells. BMC Oral Health. 2019 Jul 2;19(1):133.

Yaghoubi S, Matin MM. The effects of mineral trioxide aggregate on
osteo/odontogenic potential of mesenchymal stem cells: a comprehensive and
systematic literature review. Biomater Investig Dent. 2020 Dec 2;7(1):175-185.Y
Toida Y, Kawano S, Islam R, Jiale F, Chowdhury AA, Hoshika S, Shimada Y,
Tagami J, Yoshiyama M, Inoue S, Carvalho RM, Yoshida Y, Sano H. Pulpal
response to mineral trioxide aggregate containing phosphorylated pullulan-based
capping material. Dent Mater J. 2022 Feb 1;41(1):126-133.

Silva LAB. Tratamento Endodontico em Criancas: Protocolos Clinicos em Dentes
Deciduos Permanentes Jovens. Santana da Parnaiba: Editora Manole, 2022,

Horst OV, et al. Caries induced cytokine network in the odontoblast layer of
human teeth. BMC Immunol. 2011 Jan 24;12:9.

Liu J, et at. Tumor Necrosis Factor-a Regulates teh TRPA 1 Expression in Human
Odontoblast-Like Cells. J Pain Res. 2020 Jul. 6;13:1655-1664.

Lorencetti-Silva F, Pereira PAT, Galvdo AF, Faccioli LH, Paula-Silva FWG.
Prostaglandin E2 Induce Expression of Mineralization Genes by Undifferentiated
Dental Pulp Cells. Braz Dent J. 2019 Jun;30(3):201-207.

Bastos LA, Lorencetti-Silva F, Fontanari C, Arnez MFM, Thomé JPQ, Paula-
Silva FWG. Effects of papain-based gel for caries removal on macrophages and
dental pulp cells. Braz Dent J. 2019 Oct 7;30(5):484-490.

Silva FL, de Campos Chaves Lamarque G, de Oliveira FMMPC, Nelson-Filho P,
da Silva LAB, Segato RAB, Faccioli LH, Paula-Silva FWG. Leukotriene B4
loaded in microspheres regulate the expression of genes related to odontoblastic
differentiation and biomineralization by dental pulp stem cells. BMC Oral Health.
2022 Feb 23;22(1):45.

International Organization for Standardization. I1SO 10993-5: Biological
evaluation of medical devices — Tests for in vitro cytotoxicity. Geneva: 1SO;
2009.

Longo DL, Paula-Silva FW, Faccioli LH, GaténHernandez PM, Queiroz AM,

Silva LA. Cytotoxicity and cytokine expression induced by silorane and



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

39

methacrylate-based composite resins. J Appl Oral Sci. 2016 Jul-Aug;24(4):338-
43.

Paula-Silva FW, et al. Calcium hydroxide promotes cementogenesis and iduces
cementoblastic differentiation of mesenchymal periodontal ligament cell in a
CEMPI- and ERK-dependent manner. Calcif Tissue Int. 2010;87(2):144-57.
Smith AJ, Cassidy N, Perry H, Begue-Kirn C, Ruch JV, Lesot H. Reactionary
dentinogenesis. Int J Dev Biol. 1995;39(1):273-80

Graham GM, Thrasher TA, Popovic MR. The effect of random modulation of
functional electrical stimulation parameters on muscle fatigue. IEEE Trans Neural
Syst Rehabil Eng. 2006;14(1):38-45.

Zander HA, Glass RL. The healing of phenolized pulp exposures. Oral Surg Oral
Med Oral Pathol. 1949;2(6):803-10.

Yasuda Y, Ogawa M, Arakawa T, Kadowaki T, Saito T. The effect of mineral
trioxide aggregate on the mineralization ability of rat dental pulp cells: an in vitro
study. J Endod. 2008b;34(9):1057-60.

Bin CV. Efeito de biomateriais no crescimento e funcionalidade de celulas
progenitoras da polpa dentéria [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Instituto de
Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2014.

Camargo SE, Camargo CH, Hiller KA, Rode SM, Schweikl H, Schmalz G.
Cytotoxicity and genotoxicity of pulp capping materials in two cell lines. Int
Endod J. 2009;42(3):227-37

Moghaddame-Jafari S, Mantellini MG, Botero TM, McDonald NJ, Nor JE. Effect
of ProRoot MTA on pulp cell apoptosis and proliferation in vitro. J Endod.
2005;31(5):387-91.

Al-Rabeah E, Perinpanayagam H, MacFarland D. Human alveolar bone cells
interact with ProRoot and tooth-colored MTA. J Endod. 2006;32(9):872-5.

Zhu Q, Chen G, Huang Y. [The relationship between sensitivity to arsenic
trioxide and antioxidative capacity of malignant hematopoietic cells]. Zhonghua
Zhong Liu Za Zhi. 2000;22(5):359-61.

Oviir T, Pagoria D, Ibarra G, Geurtsen W. Effects of gray and white mineral
trioxide aggregate on the proliferation of oral keratinocytes and cementoblasts. J
Endod. 2006;32(3):210-3.



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

40

Takita T, Hayashi M, Takeichi O, Ogiso B, Suzuki N, Otsuka K, et al. Effect of
mineral trioxide aggregate on proliferation of cultured human dental pulp cells. Int
Endod J. 2006;39(5):415-22.

Minamikawa H, et al. Effect of mineral trioxide aggregate on rat clonal dental
pulp cells: expression of cyclooxygenase-2 mRNA and inflammation-related
protein via nuclear factor kappa B signaling system. J Endod. 2009;35(6):843-6.
Torabinejad M, et al. Histologic assessment of mineral trioxide aggregate as a
root-end filling in monkeys. J Endod. 1997;23(4):225-8.

Regan JD, Gutmann JL, Witherspoon DE. Comparison of Diaket and MTA when
used as root-end filling materials to support regeneration of the periradicular
tissues. Int Endod J. 2002;35(10):840-7.

Main C, Mirzayan N, Shabahang S, Torabinejad M. Repair of root perforations
using mineral trioxide aggregate: a long-term study. J Endod. 2004;30(2):80-3.
Chong BS, Pitt Ford TR, Hudson MB. A prospective clinical study of Mineral
Trioxide Aggregate and IRM when used as root-end filling materials in
endodontic surgery. 2003. Int Endod J. 2009;42(5):414-20.

Perard M, et al Spheroid model study comparing the biocompatibility of
Biodentine and MTA. J Mater Sci Mater Med. 2012;24(6):1527-34.

Accorinte MLR, et al. Evaluation of mineral trioxide aggregate and calcium
hydroxide cement as pulp-capping agents in human teeth. J Endod. 2008;34(1):1-
6.

Masuda-Murakami Y, Kobayashi M, Wang X, Yamada Y, Kimura Y, Hossain M,
et al. Effects of mineral trioxide aggregate on the differentiation of rat dental pulp
cells. Acta Histochem. 2009;112(5):452-8.

Min KS, Park HJ, Lee SK, Park SH, Hong CU, Kim HW, et al. Effect of mineral
trioxide aggregate on dentin bridge formation and expression of dentin
sialoprotein and heme oxygenase-1 in human dental pulp. J Endod.
2008;34(6):666-70.

Leyhausen G, et al. Biocompatibility of various light-curing and onde
conventional glass-ionomer cement. Biomaterials. 1998;19-559-641.

Hanks CT, Straw SE, Wataha JC. et al. Cytotoxicity effects of resin components
on cultured mammalian fibroblasts. J. Dent. Res., Chicago, v. 70, n. 111, p.1450 —
1455, Nov.1991.



94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

41

Jontell, M.; Hanks, C.T., Bratel, J. et al. Effects of unpolymerized resin
components on the function of accessory cells derived from the rat incisor pulp. J.
Dent. Res., Chicago, v.74, n.5, p. 1162-1167, May 1995.

Bouillaguet. S; Wataha. J,C; Hanks, C.T.; et al.. In vitro cytotoxicity and dentin
permeability of HEMA. J Endod., Chicago, v.22, n.5, p.244-248, May 1996.
MacDougall, M.; Selden, J.K.; Nydegger, J.R. et al. Immortalized mouse
odontoblasto cell line MO6-G3 application for in vitro biocompatibility testing.
Am J Dent., San Antonio, v.11, Issue spc., p.11-16, Jan. 1998.

Nakayama K, Hirata-Tsuchiya S, Okamoto K, Morotomi T, Jimi E, Kitamura C.
The Novel NF kB Inhibitor, MTI-I1 Peptide Anti-Inflammatory Drug, Suppresses
Inflammatory Responses in Odontoblast-Like Cells. J Cell Biochem. 2016
Nov;117(11):2552-8.

Min KS, Kwon YY, Lee HJ, Lee SK, Kang KH, Lee SK, Kim EC. Effects of
proinflammatory cytokines on the expression of mineralization markers and heme
oxygenase-1 in human pulp cells. J Endod. 2006 Jan;32(1):39-43.

Lamarque GCC. Influéncia do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) na
diferenciacdo e mineralizacdo de células pré-osteoblasticas e da polpa dentéria
[tese]. Ribeirdo Preto: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto; 2022

Nozu A, Hamano S, Tomokiyo A, Hasegawa D, Sugii H, Yoshida S, Mitarai H,
Taniguchi S, Wada N, Maeda H. Senescence and odontoblastic differentiation of
dental pulp cells. J Cell Physiol. 2018 Jan;234(1):849-859.

Silva CA, Almeida-Junior LA, Paula-Silva FWG. Células-tronco dentérias:
caracteristicas e aplicabilidades na bioengenharia tecidual. Anais do Il CONAIS.
Disponivel em https://doity.com.br/media/ doity/submissoes/60a13d97-c150-
4de2af85-54ad0a883292-trabalho-conais-vfinalpdf.pdf. Acesso em 14/05/2022.



APENDICE

APENDICE A — Artigo publicado na area pesquisada.

a frontiers
FOR \T/OUNG M rND‘EF dai: 10 ..1-.;!;!]:-.:“

HUMAN HEALTH
e 2022
46

CAN WE HELP TEETH TO REPAIR THEMSELVES?

Caroline Amaro da Silva, Luciano Aparecido de Almeida-Junior and Francisco Wanderley

Garcia Paula-5Silva”

Departrrent of Pediatnc Clinics, Schood of Dentislry of Bibedrdo Freto, Universily of 550 Paulo, Ribeirfo Preto, Brazil

YOUMG REVIEWER:

JOHNSON

AGE: 13

Dental caries can cause cavities in teeth and can lead to severe pain.
Decay is caused by bacteria that thrive on sweets and foods rich in
carbohydrates, so they can be seen as the villains that lead to the
formation of cavities. To protect themselves against decay, the teeth
create a type of hard barrier inside themselves to keep decay out.
The formation of this barrier is called tocoth repair because the tooth
cells rebuild, from within, the walls that were destroyed by decay.
Scientists have tried to imitate the creation of this barrier in their
laboratories, by using the tooth cells that can form various parts of
the tooth. But achieving the entire process of tooth repair in the
laboratory is not an easy task. Scientist and dentists still need to learn
a great deal!

WHY TO RE-GROW DENTAL TISSUES?

When we see a toocth within a person’'s mouth, we see only part of the
tooth—the rest is inside the bone. The part we see is called the crown
and the part that is inside the bone is called the root. Each tocoth has
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a different shape, but all teeth have the same tissues and structures.
The outermost structure of the tooth is called the enamel, and it
acts as a protective covering. Tooth enamel is the hardest substance
in the human body! Underneath the enamel there is dentin, formed
by several tunnels that reach the innermost part of the tooth, which
is called the pulp. In the pulp, there are blood vessels and nerves.
Teeth also have a tissue called cementum, which covers the tooth
root and attaches them firmly to the bone (Figure 1). In this article,
we will specifically focus on the pulp tissue and dentin and explain
how researchers have been studying—and trying to recreate—the
process by which these tissues re-grow to protect the tooth when it
is damaged.

Cavities happen because some of the bacteria that live in the mouth
can produce acids that destroy the tissues of teeth. When the cavity
is close to the dental pulp, the person might feel pain. The human
body is highly intelligent, and when it feels threatened by something,
it creates ways to protect itself. This happens in response to tooth
decay! The teeth try to prevent the decay from reaching and entering
into the pulp. The teeth do this by forming an extremely strong
barrier inside themselves, made of minerals. This barrier is similar to
dentin. As scientists began to study this process, they called it tooth
regeneration, meaning that it is the tooth's way of building new tissue
to protect itself from tooth decay.

DENTIN AND DENTAL PULP REGENERATION

The protective, dentin-like barrier created by teeth to protect
themselves from cavities can be seen by dentists when they take X-rays
of the teeth (Figure 2). The tooth can also form the barrier after the
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dentist has removed the decay, because the dentist uses products
that help the tooth to rebuild and form new tissue. This treatment
protects the tooth. Based on these discoveries, several studies are
taking place to help us to better understand how teeth manage to
regenerate themselves and how we can use what we discover to treat
tooth decay and other diseases of the mouth.

Fqure 2

There are millions of bacteria that live right inside the mouth, but they
are not present inside the teeth. If people do not brush their teeth,
bacteria will feed on the leftover food that sticks to the teeth, and they
will produce acid. The acid can eventually pierce the enamel, allowing
the bacteria to enter the tooth. This can cause infection and pain.

Researchers have found that, in the pulp of teeth, there are incredibly
special cells that can form new tooth parts. These celis are called stem
cells. Stem cells are also found in other parts of the body, such as the
bone marrow and fat tissue. When the teeth are invaded by bacteria,
the powers of these pulp stem cells can be activated, to regenerate
the teeth [1, 2|.

HOW ARE STEM CELLS COLLECTED

Dental pulp stem cells can be found in both permanent/adult teeth
[2] and baby teeth [3]. Studies investigating stem cells from baby
teeth have found that these stem cells can multiply and transform
themselves into many other types of cells, such as heart, liver, bone,
muscle, and several other types (Figure 3A}. It is much easier to collect
stem cells from baby teeth than from adult teeth, because baby teeth
fall out naturally. Stem cells from adult teeth can also form several cell
types.
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When a tooth is donated for the purpose of stem cell collection, it
must be placed in a suitable liguid and with the right nutrients, so that
the cells inside the tooth do not die. The entire process takes place in
a specialized laboratory, where scientists remove the pulp from the
tooth and place it in the conditions that will allow it to grow and
raultiply [2]. Several steps are required to collect pulp stermn cells so
that they can be used in research (Figure 3B].

Cnce the stemn cells grow and multiply in the laboratory, they can
be used in research on tissue regeneration. These studies are called
regenerative therapies. Regenerative therapy is a new way to re-form
structures that have been lost or destroyed, such as the destruction of
the tooth tissues by tooth decay [4, 5. Itis important to remember that
these therapies are still in the early stages of research, and dentists do
not yet perform these procedures in their dental offices.

WHY IS THIS IMPORTANT?

stem cells inside the tooth can help with the tooth-regeneration
process. Repairing teeth is important to prevent you from experiencing
toothache and will also help you to eat better, heal from illnesses so
that people can live with an excellent guality of life. Also, studies are
being conducted so that the transforming power of pulp stem cells
can be used not only to regenerate teeth, but also to allow repair the
tissues from other crgans, such as heart, liver and brain.
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Hesumn

Tntrodugio: Atwalmente, com o pvango da hiclogia celular, ha oma maior vanedade de ieonicas
utilizndus para regenerngao/ repare lecidual, destncando-se o wso das célulns-troneo, Ohjetive:
Realizar uma revisio de liematorn sobre as coracteristions ¢ aplicagies clinicas das céluls-
tronco de origem dentina, Método: As bases de dados utlzades foram Medhme (Pobmed),
Scientific Eletronie Library Cnline (SCIELOY ¢ Periodicos CAPES, tendo como eriténos de
e oo wrtrges quie ot learmm células-trones dentaria em estados i vites o i vvo, imdexadoy
no periodo de 2008 a 2021, nos wdicimes portuguds ¢ inglés. Resultados: Oy avangos dos
catucdos utihzands celulas-troneo mesenguimals evidenciomm que estas possucm grande
capacidade de prolid o, nutorrenovagdan ¢ potencinl por se diferenciar cme diviersas
Imhagens celulares como  osteoblastos, odontoblostos, adipocitos, neoardnmios ¢ oélulas
crdoleliais, wmando-se wmi altemativa prormisson parn gmpliar ps possibilidodes wrapéoticas
frente a orgdos oo tecidos lesados por docngns, tmomas ou defonmidades congénitas. A
Crdomiologin possur wm importante papel na evolugio da biocngenhana ¢ mdmeras pesquisas
tem isolade esses células e regides da boca, como as células-tronco de dentes deciduos
cafolindos huwmanos (SHEL, células-tronco de dentes permanentes (DPSC), eclulas-tronco do
lrgamento periodontal (IFLSC), células-tronco da papila apical dentaria {(SCAP) e céluls-
tronco do folicalo dental TRDFPC) Em 2000, Gronthos e colaboradores torwm o8 ploneiros a
caraclerizar as célulps-troneo pulpares, comprovands sua similandade 85 células-tronco
mescnguimas da medula dssen, Além de sup ala dxa proleferativa e possibilidades par a
regenergdo ou repars do complexo dentinopualpar em dentes comprometidos, t@is celulas 560
urni fomde atracnie para o trataments de doengas como o Parkinson, o Alzheimer, o dinbetes ¢

cor. Cenelusiior As células-trones possuem propricdades Stimas de molediterenc
L|u."rli1l'l i tacihidade de poesso ¢ oblengio, Acredite-se que, cm om futuro ndo muaito distante, o

usn dessas células se torme vsual. Mo entanto, plé o presente momento, mais estudos ainda sio
necessirios parn confinmar sua viahilidade.

Palavras-chave: Célulps-tronco; Engenharnn tecidual; Odontologia,
Avrea Tematica: Inovagies ¢ Teenologias na Beologen Celular,

Muasdalidade: Trabalho completo,
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Avangos na biologie molecular ¢ celular vém contnbumdo de forma exprossiva parm o

desenvalvimento da engenharia tecidual (Stlva et al,, 2009}, Messe cendrio, o buscs por uma
tombe que permita a repargdo c'on regencragio de orgdos o tecidos lesados & crescente
(Machado et al,, 2005}, Como alternativa promissora, as celulas-troneo estio sendo cadn vez
miis estudadas ¢ oestas se destacam pela sua altn capacidade proliterative, assime com,
potencinl de diferenciagio em diversos tipos celulares {Pereira et al,, 2008,

O ermo células-troneo fod proposto, pela primeirn ves eme TR0 pelo histologista rosso,
Alexandre Moximoy que postulou a existéncin de células-troneo de ongem hematopoiGtica

(Percira etal,, 2008 Atualmente, sio definidas como oélulas precursoras idiferenciadns com

capacidade de autorrenovagio tlimetades e de produgr pelo menos um tpo celular altmmente

capecializado (Selva et al,, 2009}, Existem duas cotegonias de oélulas-tronco: ns embrionirias

pluripotentes, ws quats sio encontradas nomassa celular do blastocisto ¢ a inhagem de eclulas

une o rnolispotentes, que sio encontmdas em eeidos especializados ¢ dferenciados, coma
hemmtopoiéticn, neural, pele, reting, figado, medula Gssea e dentes {Armdjo et al,, 2020,

Embora ns célulns-trones embriondris possam se diferenciar em todos o8 lecidos, o8

miétodos parn sua abtengio esharram cm dilemns éicos, legnis, religiosos, moriis ¢ politicos,

sendo assim, o utihzegdo de célulns-tronco mesengquimais ¢ favordvel para pesquisag
tratamentos devido a sua promissorn caracteristica de reparo ¢ homeostase  tecidual
{Mascimento; Galvio, 20195, Mo gue tnge a Odontologia, indmeros estudos tém isolado

celulps-tromee mesenquimais da polpa dos dentes deciduos, dentes  permanentes, no

perodonto ¢ ni gengiva (Pawla-Silva et ol 2008%; Okajeekova et al,, 20200, Essas células sao

altwmente proliferativas, apresentam propriedodes de muolisditerenciagio, além de facilidade
de oblengio ¢ boa interatevidade com biomateriag { Taumaturgo; Vasques; Figueiredo, 20046},
sugerindo forlemente suas possivers aplicagbes nn Chdontologin e Medicing regencrativas
(Silva et al,, 20049,

As celulas-tronco dentiarias representam wm grande avango para o Odontologia, porém
a cadn nova descoberta, mais guestionamentos ¢ desafios aparecem parn confinmar sua
winhilidade (Percira et al., 2008). Estudos recentes demonstram que as eélulas mditerencindas
nos tecidos dentarios (Figura 1) sio wma alternativa promissors devido is terapins biologicas
bascadas na regeneragiorreparo de Grgios ¢ tecndos lesados por doengas, traumas ¢
deformidades congénitas (Machado et al., 2005, Park; Cha; Park, 2006; Nascimento; Galvao,

014).
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Fonte: Autores, 2021

Diante do exposto, este estudo teve coma objetivo realizur uma revisio de literatura

sobre as caracteristicas ¢ aphcagdes clinicas das células-tronco de ongem dentariu

2 METODO

Reahizou-se uma revisio de estudos disponiveis na literatura, publicados no periodo de

2009 u 2021, por meto de busca bibliografica nas bases de dados Pubmed, SCIELO ¢

Periddicos CAPES. Para a pesquisa, fornm utilizados os seguntes desentores: Células-tronco
(Stem cells), Engenharia tecidual {Tissue engmeering) ¢ Odontologm (Dentistry), Os
cruzamentos entre os desentores foram realizados entre “células-troneo™ {stem cells) ¢ um dos

ontros dois descritores, ntilizando o operador booleano “AND"™,
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Come criterios de inelusio, forum adotndos artigos nos wdiomas inglés ¢ portuguds,
artiges que utilizaram eélulas-troneo de origem dentaria em estados e vdteo o i vive, revisio
de hteratury, trabalho de conclusio de curso, dissertagio de mestrado ¢ tese de doutorado,
Foram observados alguns aspectos para a mclusio dos estudos na revisio, como a
significhnein, a contiabilidade ¢ cloresa no detalhomento metodoldgioo das imformagies
apresentadas, Além disso, toi indispensivel o disponthilidade integral do texto parm soa
inclusio no estndao,

Foram excluidos da nmostra os trabalhos que nilo apresentomum releviimein sobre o tema
ahordudo ¢ gque ndo wtilizaram células-trones de origem dentaria nos experimentos. Dessa

torma, apds eriteriosa filtrngem, foram selecionadas 27 referéneins nesta revisio,

TADDS E DISCUSSAD

1

Has-tronco denti

constituem uma atreente fonte para a bioengenharia tecidual

devido nsua peessibilidade ¢ por serem obtidas de fomma minimamente invasiva, podendo ser
il em vanos cendnos clinicos, pois, 40 menos propensas o desenvolver lumores quando
trumsplantadas { Pereira et al., 200K

Estas cclulas representom wma altemativa terpéoticn para muitas doengas, como
dinbetes, anomnhias congenitas, npamas do tecido nervoso, Parkinson, Alzheimer ¢ outrms
alteraghes degencrtivies, exposigdes polpanes, defeitos periodontais ¢ o perda do Grgio

dentino (Mascimento; Cialvio, 20009,

Células-tromen da polpa dentédria

A polpa denting apresenta tungdes importantes para a manutengio de um dente, sendo

nervagan, fommagio de dentina, resposta imunologica, suprimentos de nutrientes ¢
oigenio {Oknjockoyn et al,, 202407, I constituida por um tecido conjuntive trouxao e dividida
em quatrg camadns, sendo a lerceirn composta por eélulas progenitoms com plasticidode ¢
pluripotcnen (Weiss et al,, 2020},

As células-tronco da pelpa dentarin foram descritas pela primeim vez por Cironthos ¢

colaboradores, e 2000, gque isolaram as eclulas da polpa de terceiro molar humano ¢

commipararam com as células-tronco da medula dssen (Okajeckova et 2020 Percira et al.,
201K} Essns eclulas apresentarnm heterogeneidade, multipotencialidade, capacidade de
proditeracio o de tormaegao de coldnias e ovaee (Pereira et nl, 20080 FEmsegoida, ambém foi
descoberta wma rica fonte de células-troneo mesenguimais na polpa de dente deciduo humann

{(Percira et al., 2008; Silva et al., 2009, Estas, por sua vez, twmbém apresentarm capacidade
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de proliferagio ¢ de diferencingao, além de poderem reparar estruturs dentirias dam ficadas,
induzir regeneracio dssea o, possivelmente, tratar fecidos neamis lesados, (Silvaet al,, 2009;
Cinncheva et al,, 2009 Oknjeckova et al., 20200,

As cdlulas-tronen da polpa de dentes permanentes ou DPFSCs representaum . menos gue

1% da populagio de células presentes na polpa dentania (Oliveira, 20060, Sio capazes de
produzer tecido mortoldgico com cameteristicas tuncionais analogos sos da polpa dentiria
{XMuan et al, 2008), Reguerem um meis indwtor ¢ wm arcabougo parn induzir o formagio de
o840, cemento ¢ dentina in vive (Pereira et al., 2006; Piva et al., 2007).

As DPSCs foram ransplantadas no liguido cefalomagquidiano de mtos que torum

adones

induzidas lesdes corticnls ¢ om oan

se postenorn, essas oclulas exprossamm me
especiticos de neurdnios lestonados (Machado et al., 2005). Também sio capares, in vifeo ¢
em transplantes @ vive, de formar dentina cctopiea, impressionando pela sus hahilidade de
serar um complexo dentinopulpar, compoesto por matnz mineralizada, wibulos dentindrios
alinhados ¢ preenchidos por profongamentos de odontoblastos — armnpo similar ao encontrudo

nis estruturns dentimas humanas natomis {Aradjo et al, 20200

As eclulas-tronco da polpa de dentes deciduos oo SHEDs foram identi ficadas como mma

populagio de células clonogénicas com alta capacidade proliferativa, capazes de formar osso
¢ dentima (Araijo et al,, 2020}, Quando comparadas as células-tronco provenientes da medula
dssen ¢ da polpa de dentes permanentes, apresenturam maior tea de proliferngao, mdicando
que possuem habilidade de se diterenciorem em odontoblastos funcionais, condrocitos,
adipocitos, eclulas nearms ¢ endotelmis,  além de cstimularem o osteopéncse  apos

transplantagio in wive (Percira ot al., 20061 Xoan et al., 2008 usaram dentes permancntes

Jowvens que sofreram rmoma cormo modelo para avaliar se a implantagio de SHEDs no interior

doveanal radicalar podena regenerar o teeido pulpar perdido e concluimm que em Ge 12 meses
apds o tratamento, o compraments da mie aovmentow ¢ o fornme apical fol fechado, Também
ohservarum que a implantagdo dessas células nio teve efeitos sobre o resposta imune, fungio
hepiticn ¢ tungito renal, apos 24 meses do tratamento, Além dessas aplicagbes, as SHEDs
arndnrum aelucidar os mecanismos ctioldgicos da fssura lahio palating, sendo utilizadas na

hioengenhorn dos tecidos nherdos nessa patologin CTanitkawn et al., 20200,

Celulas-tronen da papila apical
O primeiro relato de isolamento de uma populagao de 5CAPs, tol realizado por
Sonoynmn ¢ colabordores, em 200, contirmando que esta estrtura representa uma tonte de

celulas-tronco mesenguimais. {Meneses, 20200, E

as cclulas apresentam heterogenicidade, ¢
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seu perfil molecular apresento-se dingmico devido a sua habilidade de expressar diterentes

murcadores, dependendo da sua atrvagio e diterenciagio (Meneses, 20200,

As BUAPS apresentam potencial parn se diferenciar em osteshlastos, odontoblastos ¢
cm outros tipos celulares, como adipbeitos ¢ neuranios, semelhantes ao observado em células-
tromeo pulpares ¢ do medala dssen {Meneses, 20200, Em relato de caso, Chrepa et al., 2017
removerum ¢ processarmm a papila apical de um dente com necrose pulpar ¢ naogénese
incomplets par cultura celular ¢ andlise imunohistoquimeca ¢ observaram que, mesmo sobre
condighes inflamatorias, as SCAPs mantivernm a sua viabihidade celular e expressamm os
mesmos marcadores de eclulas da papila apical provenientes de elementos dentais higidos.,

Sendo assim, um estudo comprovou que as celulas-tronco da papila dentina tém
capacidade de tommar denting priméria para a raiz, sendo esan constatagio validada quando
cusas celulas foram transplantaudas em ratos imunocomprometidos emowms matriz apropriada,
evidenciando a formagio de estrutura semelhante po complexo dentinopulpar {Percira et al.,

2004,

Celulas-tronen do ligamento periodantal
As o cllulas-tronco  do ligamento periodontal oo PILSCs  ém potencial - para
diferenciagio em maltiplas linhagens, sendo capaees de adguinr fendtipo adipogenico,

ostenginico ¢ condrogénico {n vive {Paula-Silva et al., 2000; Pergirn et al., 20061, Podem

também regenerar cemento dentino ¢ Dgamente penodontal em vanos modelos animars

{Tatllo et al., 2009}, Atualmente as pesquisas com celulas-tromeo do hgamento periodontal

estdn panhando crescente populanidade e trazendo novas possibilidades no tratamento de
distarbios relactonados 4 itlamagdo o regencragio penodontal (Ma et al., 200%; Huo et al.,
200K, Zhuetal., 2018,

Em estudo in vive, forem extraidas ¢ transplantadas células estromals mesenguimans
mulispotentes derivados do ligamento periodontal humano {PRL-MS) parn observacio da
regencracio penodontal. Essas celulas foram isoladas de dentes de deg pacientes ¢ cultivadas
com suplementos ostesindutores por duss semanas cm placas de coltura, Em seeuida, forwm
trunsplantados ma superticie de ralzes dentarias. Os resulindos validaram a seguranga ¢
cticiacin dos PDL-MSC em deteitos periodontais graves, reduzmdo n profundidade de
sondagem ¢ panhando espago clinico de msergio. BEsses efeilos  terapluticos  foram
acompanhados por 19 meses ¢ nito houve eventos adversos (Onizuka e Dwata, 20049).

Em ooutro estudo, PRDLSCs foram cultivadas o induzidas osteogenicomente ¢ depois

semeadas em arcabougo bitisico de fostato de caleio {BOP). O resulados mostramm que tal
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trunsplante promovew a regencragio periodontal, inclwinds novae tonmagio Ossea, sem

apresentarem consequéncias imunologicas ou imflamatorms adwversas {Lio et al,, 2000,

Com hase nos estudos mencionndos, nola-se que essas célulns w0m polencial de

aumentar signtficativamente a eficicia dos tratamentos periodontais, bem como gernr noves
possiblidades em outras areas do engenharia de tecidos {Tatullo et al., 2009%; Cneeaka e Iwata,

2009 Ma et al., 200%; Hu et al,, 2008, £hua et al, 201K},

Celulas-tronen do folicaly dentirio
As célulps-troneo do toliculo dentario representaom eélulps de um tecide om

desenvolvimento, apresentando, poranto, wmn maor plasticidade doogque as demuis oélulas-

tronco dentarias. Apresentam diterenciagio osteopgénica, adipogénicn, neurogénica, além de
serem capazes de formar ligamento periodontal (Pereira et al, 2016},

As DFPCs guando combinadas com uma mainz de dentina tratada, podem tormar um
lecido semelhante ao compleso dentinopuipar ¢ quando induzidas por células da bamha de
Hertwig, podem produzer tecido perniodontal (Matichescu et al., 20200, Sowmya et al., 2015
avalram o polencial de diterencingio dessas célulns colievando-ns em rés metos de indugiio
diferentes. Como resullado,  observormm gque wma concentrongao crescente de fator de
crescimento de fibroblasto humano recombinante (rthFGE-2) contirmou a diferenciagiio
tibroblastics das DFPCs ¢ dependendo do fhdor de crescimento, elas podem se diterenciar em
linhagens periodontais espectticas, comprovada por anihse quantitativa.

Em estudo recente, as carmeteristicas odontogénicas das eélulas-tronco do foliculo
dentiano torem comparadas a5 SHEDs na regeneragdo radicular, sendo this carscteristicas

determinadas fe vitro, As células toram transplantadas em camundongos para venfics

5114
potencins regenerativos e concluirom que as DFPCY exbirnm matores tesns de proliferagiio
e capacidade de osteogénese ¢ adipoglnese, enquanto as SHEDs apresentaram mator
capacidade de migmgio e excelente potencial neurogenico, Ambas as células-tronco possuiam

capacidade de diferen

o odontogénicn, i ovive, semelhantes. (Y ang et al,, 200097,

[ imporiante ressallar que os estudos referentes aaplicabilidade dessas células sio
crescentes {Matichesco et al,, 2020; Sowmyn et al., 2005; Yang et al., 2019 ¢ comprovam seu
potencial de se diterenciar em fibroblastos ¢ miteragir com o o850 ¢ cemento, caracteristicns

imiportantes par bioengenhana de tecidos (Machado et al,, 2005),

4 CONCLUSAD
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Nos ultimos anos, o empenho na busca por formas de penmitir o reparagio teeidual, ¢

ate mesmo a formagio de novos tecidos ¢ orgilos ¢ crescente. A bioengenhuna vem
desenvolvendo substitutos biologicos capazes de manter, restaurar ou gprimorar a fungdo de
argios e/on tecidos injunados, Destaca-se nessa novi abordugem o uso de eélulas-tronco ¢ a
Odontologia que vem desempenhando papel tundamental para o desenvolvimento dessas
terapias, A potencialidade terapéutica das células-tronco dentinias tem sido claramente
demostradn por diversos estudos. Por serem fontes de ficil acesso e obtengdo, tais células
gerwm bastante interesse para a Medicina regenerativa.

Camcterizadas pela sun alta capacidade de proliferagio ¢ diterenciagio em virios
tecidos, as células-tronco dentarias conseguem regencrar o complexo dentinopulpar. o
cemento, o ligamento periodontal ¢ o osso alveolar, Além das aplicagdes na Odontologia,
essas celulas demonstraram ser umy alternativie promissora no tratamento de doengas
degenerativies (doengn de Parkinson ¢ doenga de Alzheimer), dinhetes mellitug, doengas

autoimunes ¢ regenerar teeudo dsseo ¢ muscular.
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