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RESUMO

Avangos na engenharia tecidual trazem possibilidades terapéuticas inovadoras
na odontologia, aliados a reabilitagdo oral do paciente. Dentro da endodontia, este
campo € bastante novo e promissor, uma vez que pode revolucionar os tratamentos
atuais utilizados para as doengas de polpa dentaria e fornecer uma possibilidade de
regeneracgao pulpar.Os scaffolds sao estruturas tridimensionais semelhantes ao tecido
original, em textura macro e micro-geometria favorecendo a adesao celular e sua
consequente expressao. O melhor scaffold para a engenharia de tecidos seria a matriz
extra-celular descelularizada do tecido alvo, uma vez que, a descelularizagao permite
que os pesquisadores obtenham matrizes naturais, livres de células, caracterizadas
por organizagao 3D adequada e composigdao molecular adequada.

Este estudo se propdés a uma revisao sistematica sobre os melhores métodos para
descelularizagao e recelularizagdo da polpa dentaria para a confecgao de scaffolds
naturais para utilizacdo em revitalizagao pulpar.

Um total de 300 referéncias foi recuperado nas bases de dados eletrénicas
pesquisadas até maio de 2020, com primeira pesquisa realizada em julho de 2019.
Apos a remocao das duplicatas 174 titulos / resumos foram avaliados por dois
revisores independentes, calibrados de acordo com os critérios de elegibilidade
propostos. O resultado do processo de calibragcdo demonstrou um nivel de
concordancia substancial entre os revisores (k =0.75) e um total de 6 artigos foram
incluidos na sintese qualitativa de resultados.

Estudos in vitro e in vivo dos estudos recuperados demonstraram algum nivel de
resultados positivos em relagdo aos testes bioldgicos, mesmo a luz dos diferentes
niveis de complexidade dos testes realizados entre os diferentes estudos. Resultados
promissores foram observados no desenvolvimento de scaffolds biolégicos
decelularizados derivado da polpa dentaria com a perseveragao de componentes
estruturais extracelulares necessarios para regeneragédo tecidual. No entanto, os
dados atuais sdo heterogéneos demais para comparar e identificar as vantagens de

qualquer método especifico utilizado nos estudos recuperados.

Palavras-chave: Engenharia Tecidual, células tronco, biomateriais, polpa dental,

endodontia regenerativa.



ABSTRACT

Advances in tissue engineering creates innovative therapeutic possibilities in
dentistry, combined with oral rehabilitation of the patient. Within endodontics, this field
is quite new and promising, since it can revolutionize current treatments used for dental
pulp diseases and provide a possibility of pulp regeneration. Scaffolds are three-
dimensional structures similar to the original tissue, in texture macro and micro
geometry, which favors cell adhesion and its consequent expression. The best scaffold
for tissue engineering would be the decellularized extracellular matrix of the target
tissue, since decellularization allows researchers to obtain natural, cell-free matrices,
characterized by adequate 3D organization and adequate molecular composition.
This study proposed a systematic review on the best methods for decellularization and
recelularization of dental pulp for making natural scaffolds for use in pulp revitalization.
A total of 300 references were retrieved from the electronic databases searched until
May 2020, with the first search occurring in July 2019. After removing duplicates, 174
titles / abstracts were evaluated by two independent reviewers, calibrated according to
the proposed eligibility criteria. The result of the calibration process demonstrated a
substantial level of agreement between the reviewers (k = 0.75) and a total of 6 articles
were included in the qualitative synthesis of results.

In vitro and in vivo studies of the recovered studies demonstrated some level of positive
results in relation to biological tests, even in light of the different levels of complexity of
the tests ocurred in different studies. Promising results have been observed in the
development of decellularized biological scaffolds derived from dental pulp with the
perseverance of extracellular structural components necessary for tissue regeneration.
However, the current data is too heterogeneous to compare and identify the

advantages of any specific method used in the retrieved studies.

Keywords: Tissue Engineering, stem cells, tissue scaffolds, dental pulp,

regenerative endodontics.
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1 INTRODUGAO

A possibilidade de regeneracao pulpar vem ganhando destaque na
comunidade académica como uma nova diregdo para tratamentos de
doengas pulpares, convencionalmente tratadas pela endodontia. Essa
possibilidade se deve a avangos na medicina regenerativa e engenharia
tecidual (ET), além da introdugdo de novas fontes de células-tronco (CT)
de interesse especifico na odontologia (BACKTIAR et al., 2018).

A engenharia de tecidos e a medicina regenerativa envolvem muitos
materiais artificiais e biolégicos diferentes, entre eles temos os chamados
biomateriais ou scaffolds, frequentemente integrados em estruturas
compostas, que podem ser repovoadas com varios tipos de células
(PORZIONATO et al., 2018).

Os scaffolds s&o biomateriais de estruturas tridimensionais similares
ao tecido original, em textura macro e micro-geometria favorecendo a
adesao celular e sua consequente expressdo (PORZIONATO et al., 2018).

O melhor scaffold para a engenharia de tecidos seria a MEC (Matriz
extracelular alogénica) descelularizada do tecido alvo, uma vez que, a
descelularizacdo permite que os pesquisadores obtenham MECs naturais,
livres de células, caracterizados por organizagao 3D e composi¢ao molecular
adequadas, além de apresentarem uma alternativa para evitar a reagao
imunoldgica do leito receptor frente a um corpo estranho (PORZIONATO et
al., 2018).

Terapias em ET dentaria foram discutidas através da combinacgao de
biomateriais, células-tronco mesenquimais de origem n&o dental e células-
tronco dentarias (MURRAY et al., 2007, GONCALVES et al., 2017).

Descelularizar polpas dentarias saudaveis abre novas possibilidades
na odontologia regenerativa, uma vez que esses tecidos descelularizados
podem servir como suportes naturais para apoiar CT transplantadas (CHEN
et al., (2015), SONG et al., (2017), MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018),
HU et al., (2017), BACKHTIAR et al., (2020).

As CT sao muito utilizadas em ET e possuem como fungdes principais

proporcionar o desenvolvimento tecidual, a homeostasia e reparo em caso
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de danos aos tecidos. Estas células sao indiferenciadas, possuem a
capacidade de auto renovacgdo, ou seja, sdo capazes de se multiplicar,
mantendo seu estado indiferenciado e de originar diversos tipos de células
diferenciadas quando estimuladas (LA NOCE et al., 2014).

Diferentes pesquisadores desenvolveram estudos que determinaram
nichos de células-tronco de interesse especifico na odontologia. Assim,
constatou-se a presenca deste tipo celular na polpa dental de dente
permanente (GRONTHOS et al., 2000), na polpa de dentes deciduos
esfoliados (MIURA et al., 2003), na papila apical (HANDA et al., 2002), no
ligamento periodontal (HASEGAWA et al., 2005) e no foliculo dental
(HUANG et al., 2008).

Para a obtencéo de scaffolds viaveis para a regeneracgao tecidual a
eficiéncia da remocao das células (descelularizagao) € imprescindivel. A
descelularizagdo de um tecido depende da origem deste e da maneira que
serdo utilizados os processos quimicos e enzimaticos. Cada um destes
tratamentos afetam a composi¢do bioquimica, estrutura do tecido,
comportamento mecéanico da MEC, que implicardo na resposta do
hospedeiro frente a este material (GILBERT et al., 2006).

Assim, uma descelularizagcao eficaz € definida como a remocao de
todo o conteudo celular e nuclear sem afetar negativamente a composigao
da MEC (GILBERT et al., 2006, MATOUG-ELWERFELLI et al., 2018). A
composicao da MEC ndo pode ser danificada porque ha a necessidade
dessa matriz manter suas caracteristicas originais para que as células
possam se expressar adequadamente (GILBERT et al., 2006).

Os componentes da MEC se mantém constantes entre diferentes
espeécies de animais sendo, portanto, bem tolerados mesmo em
destinatarios xenodgenos (GILBERT et al., 2006). Essa caracteristica viabiliza
que estudos utilizem tais fontes teciduais na producdo de scaffolds
descelularizados, submetendo-as a variados processos de engenharia
tecidual. Defende-se que uma vez obtidos, os scaffolds contendo somente
componentes da MEC, em teoria, serdo isentos da nocividade imunoldgica,
reacao possivel de enxertos ndo-autdlogos (RIEDER, et al.,, 2004);
(SCHENKE et al., 2003).

Muitos sdo os mecanismos de desmineralizar, descelularizar e

14



repopular os 6rgaos, mas ainda ndo ha um processo definitivo para a polpa
dentaria, o que se torna uma questdo relevante a ser pesquisada pela
comunidade cientifica, com a emergente necessidade de avangar nos
estudos para mimetizar os tecidos e utiliza-los como scaffolds naturais. Este
estudo propde uma revisao sistematica sobre os melhores métodos para
descelularizacéo e recelularizagao da polpa dentaria para a confecgao de
scaffolds naturais para regeneragao pulpar.

A revisao sistematica € uma revisédo planejada para responder a uma
pergunta especifica e que utiliza métodos explicitos e sistematicos para
identificar, selecionar e avaliar criticamente os estudos publicados na
literatura cientifica, evitando o viés em cada uma de suas etapas
(SUTHERLAND et al., 2012). Trata-se de um estudo secundario, que tem
por objetivo reunir estudos semelhantes, avaliando-os criticamente em sua
metodologia e reunindo-os em uma analise estatistica, a metanalise, quando
é possivel (GALVAO et al., 2004). Quando os dados dos estudos
selecionados sao sintetizados, mas n&do podem ser estatisticamente
combinados, devido a falta de homogeneidade entre os estudos, a revisao
pode ser denominada “Revisao sistematica qualitativa”, na qual se inclui o
presente estudo (GALVAO et al., 2004, DEMATHE et al., 2012).

2 PROPOSICAO

A proposta deste trabalho é de revisar sistematicamente a literatura
disponivel a partir da pergunta PICO: “Quais sdo as melhores estratégias
para descelularizar e recelularizar a polpa dentaria a fim de produzir um

scaffold natural para regeneragcdo endodéntica?”

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo dessa revisdo sistematica € de avaliar criticamente e
sintetizar o conjunto de evidéncias disponivel na literatura cientifica acerca
das melhores estratégias de desenvolvimento de scaffolds naturais a partir

de meétodos de descelularizagao e recelularizagao pulpar.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar protocolos utilizados para descelularizagao da polpa dentaria.

- Avaliar a viabilidade celular pds recelularizagao de scaffolds naturais.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PROTOCOLO E REGISTRO

O protocolo de estudo foi registrado no Registro Internacional
Prospectivo de Revisbdes Sistematicas (PROSPERQO) sob o numero de
registro CRD42020146425 (PAGE et al., 2018).

Esta revisdo sistematica estd em conformidade com os Itens de
Relatorios Preferenciais para Revisdes Sistematicas e Meta-Analises
(PRISMA). Como método de assegurar a qualidade metodolégica do estudo,
foi preenchido o checklist PRISMA para revisdes sistematicas (anexo B),
(MOHER et al., 2009).

3.2 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os critérios de inclusao para esta revisao sistematica foram estudos
experimentais e estudos clinicos, em animais e humanos, que descreveram
0 uso de scaffolds naturais obtidos a partir de descelularizagdo e
recelularizagao da polpa dental. Nenhuma restricdo quanto ao ano de
publicagao foi imposta. Nenhuma restricado quanto ao idioma foi imposta nas
bases de dados pesquisadas para recuperagdo de artigos, mas foram
considerados elegiveis textos em lingua inglesa, espanhola, portuguesa e
italiana por dominio linguistico dos pesquisadores envolvidos no trabalho. A
pergunta PICO deste estudo foi a seguinte: “Quais sdo as melhores
estratégias para descelularizar e recelularizar a polpa dentaria a fim de
produzir um scaffold natural para regeneragéo endodontica?”

Essa pergunta deve responder aos quatro elementos metodologicos
fundamentais:

P= Populagao;



I= Intervencéo;

C= Grupo controle ou sem intervencéao e

O= Desfecho (outcome),

sendo:

- Populacéo: Polpas dentarias

- Intervencéo: Estratégias de descelularizagdo e recelularizagao da
polpa dentaria

- Grupo controle: Comparacgao entre os protocolos existentes

- Desfecho: Scaffold natural de polpa dental

3.3 BASES DE DADOS E FONTES DE INFORMAGCAO

As bases de dados \utilizadas para o estudo foram:
PubMed/MEDLINE, Cochrane, Web of Science , Scopus, Scielo, Lilacs. A
primeira busca nessas bases de dados foi realizada em julho de 2019 até
maio de 2020 e seus resultados foram recuperados e armazenados no
software de gerenciamento de referéncias Endnote. As listas de referéncias
dos estudos selecionados também foram avaliadas para recuperar os artigos

pertinentes dentro do escopo da reviséo.

3.4 ESTRATEGIAS DE BUSCA

Os unitermos cientificos — os descritores Mesh - sdo determinados
pela Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos e usados para
indexar artigos no Index Medicus e MEDLINE. Esses termos fazem parte do
vocabulario utilizado para representacdo dos documentos da base de dados
MEDLINE. A consulta dos unitermos em inglés pode ser feita no site do
Pubmed (http://www.ncbi.nim.nih. gov/mesh).

Para esta revisdo foram adotados os seguintes termos para busca:

Tissue Engineering - Termos MeSH: Tissue Engineering;

Termos ndo MeSH :Engineering, Tissue; Tissue Culture; Organ Culture

Techniques; Organoids; Tissue Therapy, Historical; Tissue Expansion;

17



Guided Tissue Regeneration; Investigative Techniques; In Vitro Techniques;
Culture Techniques; Cell Engineering; Bioengineering, Cell Engineering
Stem Cells 2 Termos MeSH: Stem Cells; Termos ndo MeSH: Cell, Stem;
Cells, Stem; Stem Cell; Progenitor Cells; Cell, Progenitor; Cells, Progenitor;
Progenitor Cell; Mother Cells; Cell, Mother; Cells, Mother; Mother Cell;
Colony-Forming Unit; Colony Forming Unit; Colony-Forming Units; Colony
Forming Units

Tissue Scaffolds= Termos MeSH: Tissue Scaffolds; Termos ndo MeSH:
Scaffold, Tissue; Scaffolds, Tissue; Tissue Scaffold; Tissue Scaffolding;
Scaffolding, Tissue; Scaffoldings, Tissue; Tissue Scaffoldings

Dental Pulp 2 Termos MeSH: Dental Pulp; Termos ndo MeSH: Pulp, Dental;
Pulps, Dental; Dental Pulps

Regenerative Endodontics 2> Termos MeSH: Regenerative Endodontics;
Endodontics; Regenerative Termos ndo MeSH: Endodontic, Regenerative;
Endodontics, Regenerative; Regenerative Endodontic

Search strategy

e (tissue engineering OR organ culture techniques OR organoids
OR tissue therapy, historical OR tissue expansion OR guided
tissue regeneration OR investigative techniques OR in vitro
techniques OR culture techniques OR cell engineering OR
bioengineering OR cell engineering OR engineering, tissue OR
tissue culture) AND (stem cells OR cell, stem OR cells, stem
OR stem cell OR progenitor cells OR cell, progenitor OR cells,
progenitor OR progenitor cell OR mother cells OR cell, mother
OR cells, mother OR mother cell OR colony-forming unit OR
colony forming unit OR colony-forming units OR colony forming
units) AND (tissue scaffolds OR scaffold, tissue OR scaffolds,
tissue OR tissue scaffold OR tissue scaffolding OR scaffolding,
tissue OR scaffoldings, tissue OR tissue scaffoldings) AND
(dental pulp OR pulp, dental OR pulps, dental OR dental pulps)
AND (regenerative endodontics OR endodontics OR
endodontic, regenerative OR endodontics, regenerative OR

regenerative endodontic).
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Essa estrategia de busca foi adaptada para buscas em Web of

Science e Scopus.

3.5 PROCESSO DE COLETA DE DADOS

Os estudos foram carregados no Endnote Basic (www.my-
endnoteweb.com) para construir uma biblioteca virtual.
Inicialmente dois autores independentes buscaram Titulos / resumos que
preencheram os critérios de elegibilidade que foram incluidos na reviséo
sistematica. Para os titulos / resumos com informacéao insuficiente para uma
decisdo, o texto completo foi recuperado e avaliado. Os textos completos
que preencheram os critérios de elegibilidade foram incluidos.

Todos os titulos e resumos de estudos encontrados foram avaliados
independentemente por dois revisores previamente treinados (RNSA e
PVTD) e calibrados para selegao do estudo (Kappa = 0.75), com base nos
critérios de inclus&o:

(1) Estudos que adotaram a estratégia de descelularizagédo da polpa dental
como possibilidade de confeccéo de scaffold natural;

@ Estudos experimentais e estudos clinicos.

Em seguida, os dois revisores avaliaram o texto completo dos
possiveis artigos elegiveis, considerando os critérios de exclusao:
(1) Estudos que nao especificaram os protocolos adotados de
descelularizagao e recelularizagéo pulpar;

@ Revisdes de literatura;

(3) Estudos clinicos nao controlados.
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@) Estudos que utilizaram scaffold de polpa dental para finalidades diferentes

de regeneracgao endodobntica

Para cada estudo incluido, os seguintes dados gerais foram
sistematicamente registrados por dois autores independentes (RNSA E
PVTD): Detalhes da publicagdo (autores e ano), detalhes metodologicos
(tipo de célula-tronco, tipo de scaffold, método adotado de descelularizagao

pulpar) e avaliagao de resultados.



Em ambas as fases, as discrepancias entre os autores da revisdo foram
resolvidas por meio de discussao.

Todos os artigos duplicados identificados foram excluidos manualmente.

Estudos que relataram a descelularizag&o de todo o 6rgao dentario e nao
destacaram os protocolos de descelularizagdo pulpar para seu uso como
scaffold natural e estudos que avaliaram um desfecho diferente de scaffold
natural foram excluidos. Scaffolds naturais de polpa dental que foram
desenvolvidos e testados para finalidades diferentes de regeneragao
endodontica foram excluidos. Se dois estudos usaram o mesmo conjunto de

dados de participantes e resultados, um foi excluido.

3.6 AVALIACAO DO RISCO DE VIES NOS ESTUDOS INCLUIDOS (RISK
OF BIAS)

Dois autores da revisdo (RA, ST) avaliaram o risco de viés nos estudos
incluidos, de acordo com as diretrizes fornecidas no Capitulo 8 do Manual
Cochrane de Revisdes Sistematicas de Intervengdes (Higgins 2011).
Qualquer desacordo foi resolvido por discussdao com um terceiro autor da
revisao (CC).

O risco de viés dos estudos experimentais foi baseado nas estratégias
utilizada nos estudos de Fukushima et al.(2019) e Del Fabro et al. (2016),
que usaram o sistema ARRIVE (Animals in Research: Reporting In Vivo
Studies Experiments) , diretrizes para experimentos em animais em revisao
sistematica para avaliar viés e outros critérios de estudos em animais, com
modificagcdes. Essa ferramenta levou em consideragdo os seguintes
parametros: ética (natureza da revisdo ética, permissdes e diretrizes
nacionais ou institucionais para o cuidado e uso de animais); procedimentos
experimentais (detalhes precisos de todos os procedimentos realizados);
dados experimentais em animais (detalhes dos animais utilizados, incluindo
espécies, estagio de desenvolvimento ou idade média, tipo de dentes e
diagnostico); calculo do tamanho da amostra; dados quantitativos (analise
estatistica de dados quantitativos dos estudos); Dados qualitativos /

Ocultacao da avaliagao de resultados (cegueira em estudos que apresentam
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dados qualitativos) e integridade das informagoes.

Para estudos laboratoriais, foi adotada uma avaliagdo de qualidade com
adaptagdes usada em revisdes sistematicas anteriores (Sarkis-Onofre et al.
2014, Rosa et al. 2015, Silva et al. 2018). Para a avaliagao da qualidade dos
estudos laboratoriais incluidos, foram considerados os seguintes
parametros: (i) calculo do tamanho da amostra, (ii) amostras com dimensodes
semelhantes, (iii) grupo controle, (iv) padronizagdo de procedimentos, (V)

analise estatistica e ( vi) outro risco de viés.

3.7 ESTRATEGIA PARA SINTESE DE DADOS E RESULTADOS

Cada estudo recuperado foi caracterizado quanto ao ano e local de
publicacao, origem de tecidos pulpares utilizados (humano ou animal) e tipo
de célula utilizada para recelularizagdo, bem como sua aplicagao in vivo ou
in vitro.

Uma sintese narrativa dos achados dos estudos estruturada em torno
dos protocolos de intervengéo, caracteristicas da populagédo alvo (polpas
dentais) e discusséo de resultados foi feita.

Devido ao escopo limitado para meta-analise relacionado a
heterogeneidade dos estudos, variedade de resultados e do pequeno

numero de ensaios, esta € uma revisao sistematica qualitativa.

4 RESULTADOS

Um total de 300 referéncias foi recuperado nas bases de dados
eletrénicas pesquisadas até maio de 2020, com primeira pesquisa realizada
em julho de 2019. Apds a remogado das duplicatas (126), 174 titulos /
resumos foram avaliados pelos dois revisores independentes, calibrados de
acordo com os critérios de elegibilidade (PVTD e RNSA). O exercicio de
calibracéao foi realizado com uma amostra de 20% dos estudos recuperados.
O resultado do processo de calibracdo demonstrou um nivel de
concordancia substancial entre os revisores (k =0.75).

Em seguida, todos os titulos / resumos foram lidos na fase 1 pelos

revisores de forma independente. Doze estudos foram selecionados para a
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leitura de texto completo na fase 2 e seis foram incluidos na presente revisao
sistematica. As referéncias excluidas na fase 2 e os motivos da excluséo
séo exibidos no apéndice A. Um diagrama de fluxo da reviséo sistematica

foi fornecido na Figura 1, conforme a metodologia PRISMA.

Figura 1- Itens de relatério preferenciais para diagrama sistematico de analises
sistematicas e metanalises, mostrando o processo de sele¢do do estudo na reviséo
sistematica.

ﬁ Thulos identificados em bases de
dados eletrénicas
(n=300) Titulos entificados em
outras fontes de dados,
(n=0)
T L L 4
Titulos duphcados (n=126)

3

g .

i : Tiulos excluidos devido a

Thtulos tnados apds 4 remogao de o crtérios de elegibildade
duphcatas. (n=174) (n=162)

-E F

i Textos acessados na

E integra »

2 (n=12) Titulos excluidos apds

lestura integral de texto. (n=
) b)
P I
Titulos nciuidos na
sintese qualitativa, (n=6)
3
g

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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4.1 RESULTADOS DOS ESTUDOS INDIVIDUAIS

Os protocolos adotados por cada autor para descelularizagdo de polpa
dental, os tipos de células utilizados para sua recelularizagao, tamanho da

amostra e principais resultados podem ser encontrados nas tabelas 1 e 2.
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Scaffolds Baseados em polpas dentarias humanas para revitalizag

endodontica
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HU et al., (2017)

Dodecilsulfato de sédio a
10% (SDS) combinado com
1% Triton X-100 a 25-C por

2h.

Células tronco de polpa
dental humana (DPSC)

Polpas dentais de oito suinos
de 12 meses de idade.
Quatro dentes deciduos

anteriores da mandibula de

cada suino foram extraidos e

cortados ao seu longo eixo ,
para adquirir as polpas

dentais. As polpas foram
isoladas e descelularizadas.
n=(32)

Histologico e Imunoldgico

Excelente preservagdo da MEC. Os tecidos mineralizados
recém-formados foram regenerados apds serem transplantados
in vivo. A coloragéo imunofluorescente mostrou que proteinas
ECM, Col-IV, laminina, fibronectina, intergrin 1 e vimentina
foram retidas na polpa descelularizada , e eram semelhante a
polpa nativa. Excegdo a vimentina, que foi dirfinuida na polpa
descelularizada.

Microscépio eletronico de
varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para
investigar a microestrutura da polpa dentaria decelularizada.
Resultados indicam preservagédo dos componentes celulares da
matriz extracelular e das estruturas naturais.

ALQAHTANI
et al., (2018)

0.02% Trypsin, 0.05% EDTA
a37°C
por 1 h.
3% Triton X-100 por 30 min
Seguido por 4% de acido
deoxycholic por 30 min.

Células tronco de polpa
dental humana (DPSC)

Polpas extirpadas de
molares de suinos de 6
meses de idade n=(3)

Histolégico ,Imunolégico e
ensaio imunossorvente ligado
a enzima, ensaio PicoGreen,
Tomografia microcomputada.

A decelularizago foi considerada bem-sucedida quando nenhum
nicleo intacto era visivel nas segdes histoldgicas de H&E ou
DAPI. A MEC Reteve suas proteinas e uma quantidade
significativa de fatores de crescimento. MEC descelularizado
suporta a infiltragao celular juntamente com a expresséo de
polpa-dentina e marcadores vasculares (DSP e CD31) em
comparagao com os controles.

Backhtiar et al., (2020)

0.01% SDS por 48h,0.02%
trypsin e 0.05% EDTA.

As células-tronco
mesenquimais da medula
6ssea humana (hBMMSCs)

Tecido pulpar bovino.
Seis grupos experimentais
foram preparados: scaffolds
ndo reticulados de 1,50,
2,25,3,00mg/ mle
scaffolds reticulados de 1,50,
2,25 3,00 mg/ ml.

Histolégico e andlise de
DNA.

A andlise histolégica e de DNA confirmaram a descelularizagéo
completa. A diferenciagdo odontogénica foi maior quando as
células foram cultivadas em scaffolds de 3,00 mg/ ml. As
caracteristicas fisicas e celulares avaliadas neste estudo
destacaram o potencial do scaffold Cross-linked de 3,00mg / ml
ECM para regeneragao de polpa dentaria.. O exame histolégico
dos suportes implantados subcutaneos revelou baixa resposta
imunolégica e angiogénese aumentada em amostras reticuladas
em comparagdo com amostras ndo reticuladas.

CHEN et al., (2015)

1% sodium dodecy! sulphate
(SDS) por 12 h e 1% Triton X-
100 por 30 min.

Células estaminais do
foliculo dentério humanas (h-
DFCs)

Primeiro e segundo dentes
incisivos de suinos e germes
de segundo e terceiro
molares (M2 e M3,
respectivamente) foram
colhidas dos suinos em
miniatura de 28 semanas de
idade.

Anédlise imunoflurescente,
imunohistoquimica

Os tecidos regenerados do tipo PDL foram positivos para os
marcadores relacionados ao ligamento periodontal , Col-1, Col-3
, periostina e DSPP. Os tecidos semelhantes a polpa dentaria
também foram positivos para Col-1, Col-3 , DMP-1 e DSPP
com padrdes de expressdo em tecidos pulpares nativos.
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4.1.1 Caracterizacédo dos Estudos

Os 6 artigos incluidos nesta revisdo foram publicados entre 2015 e 2020,
sdo estudos experimentais em animais e estudos laboratoriais e foram
desenvolvidos por universidades dos seguintes paises: EUA (ALGAHTANI et
al., 2018 e SONG et al., 2017), UK (MATOUG-ELWERFELLIET et al., 2018),
China (CHEN et al., 2015 e HU et al., 2017), Canada (BAKHTIAR et al, 2020).

Em relagcédo a origem dos tecidos de polpa dental, SONG et al., (2017),
MATOUG-ELWERFELLIET et al., (2018) usaram polpas dentais humanas para
o desenvolvimento de seus estudos, enquanto ALQAHTANI et al., (2018) e HU
et al., (2017) e CHEN et al., (2015) fizeram uso de polpas dentarias de suinos
e BAKHTIAR et al (2020) polpa dentaria de bovinos.

Quanto a aplicabilidade dos scaffolds desenvolvidos, todos os autores
incluidos SONG et al., (2017), MATOUG-ELWERFELLIET et al., (2018),
ALQAHTANI et al., (2018), HU et al., (2017) e CHEN et al., (2015), BAKHTIAR
et al., (2020) avaliam o uso da DP-MEC como possibilidade terapéutica para
regeneracao endodontica.

Os autores HU et al., (2017) fizeram implantagao in vivo dos scaffolds em ratos
para avaliar a proliferacao celular e viabilidade dos mesmos, ALQAHTANI et al.,
(2018) fizeram seus testes em cachorros da raga beagle, Chen et al (2015) em
ratos e porcos, Song et al.,, (2017) e Matoug et al., (2018) fizeram suas
avaliagdes in vitro. BAKHTIAR et al., (2020) fizeram testes in vivo em ratos e in

vitro.

4.1.2 Descelularizagéo de Polpa Dentaria

A possibilidade de descelularizar polpas dentarias saudaveis abre novos
horizontes na odontologia regenerativa, uma vez que esses tecidos
descelularizados podem servir como suportes naturais para apoiar DMSCs
transplantados (CHEN et al., (2015), SONG et al.,, (2017), MATOUG-
ELWERFELLI et al., (2018), HU et al., (2017), BACKHTIAR et al., (2020).

Crapo e colaboradores sugeriram que para um tecido ser considerado
descelularizado ele deveria seguir os seguintes pontos: possuir quantidade de

DNA de dupla fita menor que 50 ng por mg de peso seco de tecido; ter
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fragmentos de DNA menores que 200 pares de bases; e auséncia de material
nuclear visivel nas coloragdes de DAPI ou H&E (CRAPO et al., 2011).

CHEN et al., (2015) relataram descelularizagdo bem sucedida de tecidos
pulpares utilizando 1% de dodecilsulfato de sddio (SDS) e 1% Triton X-100, em
polpas de animais (suinos). Protocolo semelhante ao utilizado por SONG et al.,
(2017) em polpas humanas.

Os autores SONG et al.,, (2017) compararam trés protocolos de
descelularizacdo de fatias de polpa dental humana e o melhor protocolo
avaliado foi de 3 ciclos de SDS a 1% + Triton X-100 a 1% para garantir a
descelularizacdo maxima e o comprometimento minimo da composicéo e
organizagao da MEC.

Os pesquisadores MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) publicaram
pela primeira vez na literatura um artigo considerando a descelularizagéo de
toda a polpa dental humana, ndo apenas fragmentos. O tecido foi processado
de acordo com um protocolo previamente descrito por WILSHAW et al., (2006)
para membrana amniética humana; usando solugao hipoténica de Tris-buffer
(10mM TRIS e inibidores de protease + [0.1% EDTA e aprotinina (10 KIU mL -
1)] e 0.03% SDS, enxaguado em Tris - buffered salina e Tris- acido cloridrico
(50 nM) eDnase (50 U/mL) + Rnase (1U/ML U/mL) + Rnase (1U/ML). Seu
resultado foi um scaffold de polpa dental (DP-MEC) preservando a
histoarquitetura / composicdo da polpa dentaria e apoiando a viabilidade e
proliferagdo das células-tronco da polpa dentaria humana.

HU et al., (2017) investigaram as caracteristicas da MEC de polpa dental
descelularizada de suinos e avaliaram se poderiam mediar a regeneragao da
polpa. Em estudos anteriores em humanos a polpa foi descelularizada
juntamente com a fatia do dente, como a polpa dental suina é maior que a polpa
humana e inadequada para esse processo de descelularizacdo, os autores
fizeram a descelularizagdo da polpa suina apds a sua extracdo do canal
radicular. As polpas dentarias foram adquiridas a partir dos dentes anteriores
inferiores da mandibula de suinos com 12 meses de idade e descelularizados
com 10% de dodecilsulfatosodio (SDS) combinado com Triton X-100.

BACKHTIAR et al., (2020), fizeram a descelularizagdo de tecidos
pulpares de bovinos para obtencado de scaffolds MEC. O tecido pulpar foi

extraido dos dentes de bovinos e mantido em gelo seco enquanto transportado
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para o laboratério para evitar lise celular e danos na matriz. As amostras foram
lavadas em (PBS) e mantidas a -80- C durante a noite e posteriormente
descongeladas e divididas em segmentos de 5 x 5 mm. As amostras foram
lavadas com agua desionizada dupla em quatro ciclos de 15 minutos, seguidas
de uma hora de lavagem com tripsina 0,02% (T4799-5G, Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA), acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,05% (Master-dent,
Dentonics Inc, EUA) em PBS (Invitrogen, 21600- 051, Carlsbad, Califérnia,
EUA) no agitador e entdo, lavadas com dodecilsulfato de sédio a 0,1% p / v
(SDS, Sigma-Aldrich L4390) por 48 h em quatro ciclos de 12 h. Em seguida,
foram lavadas por 24 h usando agua desionizada dupla (trocada a cada hora)
para remover o SDS residual.

Os autores ALQAHTANI et al., (2018) afirmam sucesso ao obter MEC
descelularizada derivada de polpa dental suina. Para a descelularizagcéo, o
tecido de polpa foi triturado por laminas de bisturi (<2 x 2 mm) e a proporgéo de
tecido de volume de liquido foi de 1:20 para melhor lavagem de tecidos. O tecido
da polpa triturada foi submetida a tratamento com 0,02% de tripsina, 0,05% de
EDTA a 37 ° C durante 1 h. Em seguida, o tecido foi colocado em uma
incubadora sob vacuo de 60 a 80 mm Hg. O tecido foi tratado com 3% de Triton
X-100 durante 30 min e, em seguida, com acido desoxicoélico 4% durante 30
min. O tecido foi lavado 3 vezes com agua desionizada destilada durante 20
min / lavagem. Apds este procedimento, o tecido foi tratado com acido
peracetico a 0,1% (PAA), em 4% de etanol (EtOH), durante 30 min. Uma
lavagem final com PBS foi realizada durante 2 dias a 4 ° C, em que PBS foi
trocado a cada 12 h. A MEC reteve suas proteinas e uma quantidade
significativa de fatores de crescimento. Os autores afirmam por este estudo a
viabilidade de produzir um scaffold de polpa dental descelularizada (DP-MEC)
€ encorajam seu uso para regeneracao da polpa dental.

Os principais métodos de descelularizagdo, bem como o modo de agao
dos agentes e efeitos na MEC dos trabalhos selecionados podem ser
apreciados na tabela 3.

Tabela 3: Principais métodos de descelularizacdo, modo de agao e efeitos na
MEC.
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Estudos
Metodo_ £ ~ Modo de agéo Efeitos na MEC selecionados que
descelularizacéo o
utilizaram
Seu mecanismo de agao
rompe as ligagoes lipidio-
lipidio e lipidio-proteina, SONG et

Detergente nao

Quebra as ligagdes lipidio-
lipidio e proteina-lipidio,

mas mantém as ligagdes
proteina- proteina, assim

al:(2017), HU et al;
(2017), CHEN et

Tritlc?:l;zz 00 deixa as ligagbes proteina- sdo chamados de al; (2015);
proteina intactas. relativamente nao- ALQAHTANI et al.,
desnaturantes, deixando as (2018).
proteinas do tecido em uma
conformacgao funcional
Remove remanescentes SONG et al:

Solubiliza o citoplasma e
membranas celulares

nucleares e proteinas
citoplasmaticas; tende a
romper a estrutura do tecido

(2017), HU et al;
(2017), CHEN et

DERSTEETE N6 nucleares; tendem a nativo el (2
2 desn’aturar remove GAGs e’ danifica o EACRAITIAR @ el
proteinas colageno. Eficaz para (2O [l TOtE -
' R ELWERFELLI et
solubilizacdo da membrana
al., (2018) .
celular e nuclear.
Solucdes Eficiente para lise celular, MATOUG-
hi otc‘;r(m;icas e Lise celular por choque mas nao remove com ELWERFELLI et
hip ertonicas osmético. eficassia os remanescentes | al., (2018) ; Song
P celulares. et al.,(2017).
BACKHTIAR et al.,

Agentes quelantes:

EDTA

Agente quelante que se liga
a ions metalicos divalentes
, interrompendo assim a
adesdo celular a MEC.

Sem exposicao isolada,
normalmente usado com
métodos enzimaticos (por

exemplo, tripsina)

(2020); MATOUG-
ELWERFELLI et
al., (2018) ;
ALQAHTANI et al.,
(2018), SONG et

al., (2017).
A exposigao prolongada
Cliva ligagdes peptidicas no pode perturbar a estrutura | BACKHTIAR et al.,
. - da MEC, (2020);
Eninie Tijpeiie IAa:joeCLdz remove laminina, ALQAHTANI et al.,
gelLy fibronectina, elastina e (2018)

GAGs
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HU et al.,(2017),

Catalisa a hidrdlise do Dificil de remover do tecido MATOUG-
interior de ligagdes de ELWERFELLI et
Endonucleases ; , e pode
ribonucleotideos e desencadear uma resposta al., (2018),
cadeias de it BACKHTIAR et al.,
desoxirribonucleotideos 9 (2020)

Agitagao Mecanica

Pode causar lise celular,
mas mais comumente
usado para facilitar a

Agitagao agressiva ou
sonicagao pode atrapalhar a
MEC conforme o material

SONG et al(2017);
MATOUG-
ELWERFELLI et
al., (2018) ; HU et

exposi¢cao quimica e celular € removido el (20,
~ . BACKHTIAR et al.,
remocao de material celular (2020)
Durante o rompimento das
células devido a
solubilizagéo das
membranas pelo SDS,
Aprotinina e Inibidora de proteases (Ser ocorre liberagéo de MATOUG-
coqueteis Cys, Asp & ’ proteases que podem ELWERFELLI et
inibidores de metalop’eptidases) provocar danos na al., (2018), SONG
proteases ultraestrutura da matriz etal., (2017).

extracelular. Coquetéis de
inibidores de proteases,
impedem a degradagéo de
proteinas da matriz.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.1.3 Recelularizagao do scaffold obtido

Os autores HU et al., (2017) conduziram a regeneragao pulpar pela
semeadura de células-tronco da polpa dental humana em polpa
descelularizada e transplantadas subcutaneamente em camundongos
Balb/c nude por 8 semanas. A polpa descelularizada demonstrou forma e
estrutura naturais preservadas sem nenhum componente celular. A
coloracao H&E mostrou que tecidos semelhantes a polpa foram regenerados
na matriz recelularizada, que era rica em tecidos fibrosos em 70% da area
total. Estruturas semelhantes as vasculares também foram encontradas no
tecido pulpar regenerado. Assim, os autores concluem que a polpa dental
suina descelularizada mantém componentes da MEC favorecendo a
proliferagao e diferenciagao de células-tronco.

Proteinas naturais da matriz extracelular tem importantes fungdes no

reparo e regeneracao tecidual (Hu et al., 2017). No estudo de Hu et al.,(2017)



diferentes proteinas de matriz tém padrdes de expressao especificos. Col-1V
e laminina foram expressas em membranas basais derivadas de vasos
vasculares e envolvidas na formagao de vasos sanguineos. A expressao de
Col-IV e laminina foi concentrada na regido da membrana basal do tipo
vascular, sugerindo que essas duas proteinas podem participar da
regeneragdo vascular da polpa. A fibronectina e a integrina foram
amplamente expressas, sugerindo que essas duas proteinas estavam
envolvidas na manutencao da estrutura bruta da polpa. A vimentina foi
expressa principalmente na camada odontoblastica e pode estar relacionada
a diferenciagao odontoblastica e formacgao de dentina.

ALQAHTANI et al., (2018) utilizaram células tronco de polpa dentaria
humana (DPSC) para a recelularizacdo dos scaffolds MEC. Os autores
realizaram um estudo piloto in vivo, em que o scaffold de polpa dental foi
implantado por 8 semanas em um modelo de canal radicular canino (canais
radiculares desbridado de molares e pré-molares de caes da raga beagle).
Os resultados desse estudo mostram que a MEC descelularizada suporta a
infiltragdo celular juntamente com a expressédo de marcadores vascular e de
polpa-dentina (CD31 e DSP) comparados aos controles.

BACKHTIAR et al.,, (2020) avaliaram a proliferacédo celular dos
scaffolds utilizando células tronco mesenquimais da medula éssea humana
(hBMMSCs). A viabilidade celular mais alta e proliferagdo de hBMMSCs foi
observada nos scaffolds reticulados de 3,00 mg/ ml. A analise da expresséo
génica mostrou um aumento significativo de dmp-1 e colageno-| em scaffolds
reticulados de 3,00 mg / ml em comparagdo com os outros scaffolds. O
exame histolégico dos suportes implantados subcutaneos revelou baixa
resposta imunoldgica e angiogénese aumentada em amostras reticuladas
em comparagdo com amostras nao reticuladas. As células-tronco
mesenquimais tém um tamanho médio de 30 mm (GE et al., 2014) ; portanto,
os tamanhos de poros estabelecidos para os scaffolds (60-90 mm) sao
considerados adequados para proliferagao e diferenciagao de células-tronco
mesenquimais.( BACKHTIAR et al., 2020)

MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) realizaram a recelularizagao in
vitro de 3 scaffolds de polpa humana descelularizada usando DPSC com a

densidade de 5.5 x 104 cells mL-1 (1 x 104 cells) , estas amostras foram
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semeadas dinamicamente durante 24 h. A viabilidade dos DPSCs humanos
semeados no meio descelularizado foi avaliado apds 7 e 14 dias de cultura
e resultados mostraram que os scaffols recelularizados foram capazes de
sustentar o crescimento e proliferagdao de DPSCs em cultura.

SONG et al., (2017) conduziram a recelularizagcéo in vitro dos scaffolds
obtidos, por células tronco da papila apical humana (SCAP). A
recelularizacdo mostrou proliferacdo de SCAP em todo o scaffold e
diferenciacdo em odontoblastos perto das paredes dentinarias, além da
capacidade do scaffold de apoiar a proliferacédo e diferenciacéo de células-
tronco humanas da papila apical.

Os autores, CHEN et al., (2015) conduziram a recelularizagao através
de células tronco do foliculo dentario humanas (h-DFCs). Polpas dentarias
nativas da matriz extracelular (DPEM) implantadas in vivo sem DFCs em
camundongos Balb/c nude apresentaram remodelagao e revascularizagao
sem necrose no centro. Os vasos sanguineos formados na DPEM
asseguraram que as células infiltradas recebessem oxigénio e nutrientes
suficientes e se beneficiaram das arquiteturas de vasos preservados. Em
relagdo a implantagcdo de DFSCs em DPEM , ndo houve diferenciagcao
osteogénica ou odontogénica. Resultado que, segundo os autores,

possivelmente, se deve ao menor tempo de cultura (SCAP).

4.2 RISCO DE VIES

A avaliacio do risco de viés dos estudos inclusos nessa revisio sistematica
pode ser apreciada nas tabelas 3 e 4.

Todos os estudos incluidos in vivo/ in vitro tiveram respaldos éticos para seu
desenvolvimento e descreveram os procedimentos experimentais com
detalhes precisos dos procedimentos realizados. Os estudos que
apresentaram dados qualitativos ndao apresentaram cegamento na avaliagao

dos resultados.
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Todos os estudos realizaram analises estatisticas dos seus resultados

quantitativos.
Todos os estudos foram classificados como “baixo risco de viés” de acordo

com os critérios adotados.



Tabela 4: Risco de viés em estudos laboratoriais.

Itens da
goalculo Amostras Grupo Padronizagdo  Analise  Descrigao do Cuie avag:gao
Estudo tamanh _com control d_e SHELEID| | (sl riscos qualidade R
dimensdes procedimento a o] . o)
o da e A h de atendidos
semelhante s realizada experimental 9
amostra S viés /
avaliados
SONG et al., Baix
2017 1 1 1 1 1 1 1 77 o
MATOUG-
ELWERFELL 1 1 1 1 1 1 6/7 Baix
letetal, - [o)
2018
Tabela 5: Risco de viés de estudos experimentais em animais.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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5 DISCUSSAO

Os Scaffolds ideais para engenharia de tecidos sdo biocompativeis,
e direcionam a proliferagcdo, migracdo, adesao e diferenciagcao celular
adequada no tecido alvo (CHEN et al., (2015), HU et al., (2017), SONG et
al., (2017), MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) , ALQAHTANI et al.,,
(2018), BACKHTIAR et al., (2020). Conforme o uso de scaffolds
descelularizados tem crescido em popularidade, os métodos de
descelularizacéo foram adaptados para preservar MECs especificas de cada
tipo de tecido (Guyette et al. 2014).

De acordo com a estrutura da MEC a ser descelularizada, tratamentos
fisicos, quimicos e enzimaticos foram desenvolvidos. A membrana celular é
rompida através de um procesamento fisico, como a agitagédo, presséo,
congelamento, descongelamento para assim, liberar o conteudo celular.
Para quebrar as conexdes extracelulares é necessaria a utilizagao de
tratamentos quimicos, com solugdes basicas, acidas, solventes organicos,
agentes quelantes, solugdes hipoténicas ou hipertbnicas. Para clivar as
ligacbes de peptideos e nucleotideos, tratamentos enzimaticos com
proteases e nucleases, s&o utilizados (HOSHIBA et al., 2010).

Os processos que ocorrem para que se possam utilizar as
membranas extra-celulares sao descelularizagdo, desinfecgdo e
esterilizagdo, métodos que podem influenciar determinantemente a resposta
de remodelacédo do tecido e seu resultado funcional (SCHANER et al., 2004).
Geralmente, tais protocolos sdo adequadamente combinados para
potencializar o efeito da descelularizagao (HOSHIBA et al., 2010).

A tabela 6 mostra os protocolos simplificados de descelularizagao
(detergente utilizado, enzima, agente quelante) adotados pelos estudos
selecionados, agrupados por autor, a fim de facilitar o entendimento das

semelhancgas de cada estudo.
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Tabela 6: Protocolos de reagentes de descelularizagdo agrupados por autor.

SDS SDS + Triton+
Protocolo SDS + Triton x +TRIPSINA + APROTININA  Tripsina +
EDTA + EDTA EDTA
Song et al; (2017), . MATOUG-  ALQAHTANI
Autores Hu et al; (2017), B:ICk(hzt(')azro‘;t ELWERFELLI  etal,,
Chen et al; (2015) v et al., (2018) (2018)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

5.1 O PAPEL DE SOLUGOES HIPOTONICAS E HIPERTONICAS

Solugbes hipoténicas e hipertdnicas promovem lise de células por
choque osmotico e rompem ligagdes DNA-proteina com minimo efeito na
MEC e na arquitetura original do 6rgdo (CRAPO, GILBERT, BADYLACK
2011).

MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) utilizaram a solugao hipoténica
Tris- buffer (10 mM Tris e inibidores de proteases + 0,1% EDTA e aprotinina).
As proteases foram utilizadas para clivar as ligagdes de peptideos enquanto
a solugao hiperténica promoveu lise de células por choque osmdtico e
ruptura de ligagbes DNA-proteina.

Song et al., (2017), por sua vez, utilizaram uma solugéo hipertdénica (0,01 M
Tris- HCL e 1mm EDTA) para esse fim.

5.2 DETERGENTES IONICOS E NAO IONICOS

Os detergentes ibnicos e nao ibnicos estdo entre os métodos mais
comumente utilizados, uma vez que sao detergentes bastante fortes e
capazes de romper completamente a membrana celular. Dodecil Sulfato de
Sédio (SDS) e Triton-X s&o muito utilizados nos protocolos de
descelularizacdo, visto que dissolvem com eficacia as membranas e lipideos
da célula (KEANE et al., 2015). O SDS, detergente ibnico, foi utilizado em
protocolos de descelularizagao dos autores CHEN et al., (2015), HU et al.,
(2017), SONG et al., (2017), MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018),
BACKHTIAR et al., (2020), em diferentes concentragdes (Tabela 1).

O SDS é considerado um detergente eficaz para solubilizacdo da
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membrana celular e nuclear. Entretanto, existem preocupacgdes quanto ao
potencial de toxicidade ao tecido em que o detergente é utilizado. (Kheir et
al. 2011).

SHUPE et al.; (2010) analisaram caracteristicas de metodologias de
descelularizacdo de tecidos e concluiram que, muitas vezes, apenas um
agente descelularizante ndo é capaz de fazer a completa remocéo celular,
existindo a necessidade de complementagdo com um outro agente.

Os autores SONG et al., (2017), HU et al., (2017) e CHEN et al.,
(2015) utilizaram a combinacdo dos detergentes SDS + Triton-X para
dissolver as membranas e lipideos das células para obtencdo de seus
scaffolds. Quanto a concentragao desses detergentes, SONG et al., (2017)
e CHEN et al., (2015) utilizaram 1% de SDS e 1% de Triton X 100 enquanto
HU et al., (2017) utilizaram 10% de SDS e 1% Triton X 100.

Para minimizar os efeitos adversos sobre os constituintes da matriz
remanescente do tecido descelularizado, protocolos que usam SDS
idealmente aplicam multiplas etapas de lavagens com baixa concentragao e
curto periodo de tempo de exposicdo. O tempo de exposicdo e numero de
ciclos foram diferentes nos estudos de SONG et al., (2017) e CHEN et al.,
(2015), apesar de utilizarem a mesma concentragao dos detergentes. SONG
et al., (2017) fizeram 3 ciclos de 24 horas de exposi¢cdo ao SDS e 1 ciclo de
exposigao ao Triton-X 100, enquanto o tempo de exposi¢cédo utilizado por
CHEN et al., (2015) foi de 12 horas para SDS e Triton X-100 por 30 minutos.
HU et al., (2017) submeteram sua amostra a solugéo de 10% SDS e 1%
Triton X por 32 horas, com a solugao trocada a cada 8 horas.

ALQAHTANI et al., (2018) nao fizeram uso do detergente idbnico SDS
no seu estudo. Os autores combinaram 0,02% Tripsina e 0,05% de EDTA ao
tempo de exposicido de 1 hora acrescido de 3% de Triton X-100 para a
descelularizagdo das polpas dentais. A tripsina € uma enzima utilizada
comumente em protocolos de descelularizagao e sua interagdo com o tecido
biolégico pode causar alteracdo no conteudo de colageno, laminina,
fibronectina e GAGs. Assim, o tempo de exposi¢céo do tecido ao agente é um
fator decisivo para o sucesso do processo de descelularizacao (Fu et al 2014,
Hrebikova, Diaz, Mokry , 2013).

O detergente ndo idnico Triton X-100 foi utilizado em diferentes
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concentracdes pelos autores CHEN et al., (2015), HU et al., (2017), SONG
et al., (2017), ALQAHTANI et al., (2018). O Triton X-100 é relatado como
sendo mais eficaz em remocgao celular de tecidos finos mas alguma
interrupcdo da ultraestrutura e remocédo de GAGs foram relatadas na
literatura (Gilbert et al. 2006, Crapo et al. 2011). Detergentes nao ibnicos
geralmente tem um efeito minimo sobre a estrutura do tecido (Gilbert,
Sellaro, Badylak 2006). Seu mecanismo de agdo rompe as ligagoes lipidio-
lipidio e lipidio-proteina, mas mantém as ligagdes proteina- proteina, assim
sdo chamados de relativamente ndo- desnaturantes, deixando as proteinas
do tecido em uma conformacao funcional (SEDDON, CURNOW, BOOTH,
2004).

Os autores MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) defendem que o
uso de SDS a 0,03% em tampao por 24 h e tratamento enzimatico por
nuclease, sao capazes de descelularizar a polpa dentaria humana sem
utilizar o Triton X.

Backhtiar et al., (2020) também seguiram um protocolo de
descelularizagdo sem a utilizagao de Triton X, em polpa dentaria bovina. Os
autores fizeram uso de SDS a 0,01% por 48 h, juntamente com tripsina a
0,02% e EDTA a 0,05%, o que levou a preservagao da estrutura da MEC,
eliminando completamente os componentes celulares. A quantidade de
GAG e colageno preservados, demonstraram um protocolo eficaz na

manutengao de importantes componentes da MEC.

5.3 TRATAMENTOS QUIMICOS E ENZIMATICOS

O uso de tratamentos somente enzimaticos remove residuos
celulares, porém, a completa remocéao celular é dificil e pode induzir a uma
resposta imune (CRAPO, GILBERT, BADYLAK, 2011).

O EDTA foi utilizado nos protocolos de ALQAHTANI et al., (2018),
MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) e Backhtiar et al., (2020) como agente
quelante, para quebrar conexdes extracelulares, atuando na dissociacéo de
células das proteinas da MEC por sequestrar ions metalicos, removendo Ca?
e Mg?, que sao responsaveis por estabilizar proteinas de adesao das células

ao colageno e a fibronectina na matriz (Gailit and Ruoslahti, 1988; Gilbert et
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al; 2006). O EDTA é geralmente utilizado em associacdo com outros
agentes, pois sdo insuficientes para remover células superficiais (CRAPO,
GILBERT, BADYAK, 2011). O tratamento enzimatico de tripsina/ EDTA pode
ser adicionado antes do tratamento com detergente para ajudar a quebrar as
ligacdes entre as membranas celulares e a MEC (GILBERT et al., 2006, e foi
utilizado nos estudos de ALQAHTANI et al., (2018) e BACKTIAR et al.,
(2020).

A associacado de tratamento enzimatico (tripsina), agente quelante
(EDTA) e detergente n&o idnico (Triton X) resultou em uma descelularizagéo
considerada bem sucedida por ALQAHTANI et al., (2018), uma vez que
nenhum nucleo intacto era visivel nas sessdes histolégicas DAPI ou H&E. A
MEC reteve suas proteinas e uma quantidade significativa de fatores de
crescimento. Os resultados do PicoGreen confirmaram que o DP- MEC
tiveram significativamente menos residuos de cadeia dupla de DNA
comparado ao tecido pulpar nativo.

Para atingir o requisito padrdo de menos de 50 ng de DNA residual
por miligrama de tecido seco (Brown et al. 2011), marcador para a eficacia
da descelularizagao, os autores realizaram varias modificagdes no protocolo
original: Aplicar pressao de vacuo permitiu uma melhor penetragéo do tecido
em comparagao ao tratamento apenas com acidos e detergentes (Gilbert et
al. 2006).

Para o processo de descelularizacdo € comum a utilizacdo de
inibidores de proteases (Ser, Cys, Asp e metalopeptidases), como aprotinina,
utilizada por MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018), e leupeptina. Durante o
rompimento das células devido a solubilizagdo das membranas pelo SDS,
ocorre liberagao de proteases que podem provocar danos na ultraestrutura
da matriz extracelular (Gilbert et al., 2006). Com isso, é interessante utilizar
coquetéis de inibidores de proteases, a fim de impedir a degradagao de
proteinas da matriz.

O grau de descelularizagao influencia a capacidade regenerativa da
MEC. Protocolos de descelularizagdo severos podem tornar a MEC
citotoxica, devido ao efeito residual dos agentes descelularizantes na MEC.
Portanto, € necessario um protocolo de descelularizagdo otimizado para

fornecer potencial regenerativo adequado.
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Backhtiar et al; (2020) desenvolveu seus scaffolds usando uma nova
abordagem com diferentes concentracbes de MEC da polpa dentaria
(Crosslinked scaffolds). Os resultados dessa nova abordagem ao biomaterial
mostraram que, enquanto a biodegradabilidade do scaffold foi reduzida pela
reticulacdo, a biocompatibilidade do scaffold crosslinked foi
significativamente melhorada. Este estudo destaca a importancia da
densidade da matriz extracelular e dos niveis de reticulagdo ao projetar
enxertos para fins regenerativos.

Os autores observaram maior viabilidade celular e proliferacdo de
hBMMSCs nos crosslinking scaffolds de 3,00 mg / ml. A andlise da
expressao génica mostrou significativo aumento de dmp-1 e colageno-l em
scaffolds crosslinked de 3,00 mg / ml em comparagao aos outros scaffolds
desenvolvidos no estudo. O exame histologico dos scaffolds implantados
subcutaneamente revelou baixa resposta imunolégica e angiogénese
aumentada em amostras reticuladas em comparagao com amostras nao
reticulada. A coloragao com tricrémio e azul alciano de Masson confirmou a
estrutura preservada de colageno e glicosaminoglicana da polpa dentaria

CHEN et al., (2015) e Song et al. (2017) relataram descelularizagdo
bem sucedida de tecidos dentarios utilizando 1% de dodecilsulfato de sédio
(SDS) e 1% Triton X-100. Apesar desses resultados, MATOUG-
ELWERFELLI et al., (2018) advoga que, o uso de protocolos de
descelularizagdo com menores concentragdes de detergentes € vantajoso
para a regeneracao futura do tecido. Assim, avaliaram a viabilidade de
descelularizar toda a polpa dentaria usando um unico ciclo de concentragdes
mais baixas de SDS (0,03%) para desenvolver um scaffold biolégico
descelularizado para uso em regeneracao pulpar.

Song et al., (2017) e MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018),
verificaram que a polpa dental humana de dentes saudaveis extraidos pode
ser descelularizada para formar um scaffold de MEC.

SONG et al, (2017) desenvolveram seu estudo com a
decelularizagdo da polpa dentaria humana , utilizando fatias de dente,
essencialmente discos polpa-dentina de 1,5 mm de espessura; enquanto
MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) afirmaram serem os pioneiros a obter

sucesso com a descelularizacdo de toda a polpa dentaria humana
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recuperada dos dentes extraidos. A eficiéncia de remocgdo de DNA
(aproximadamente 98% dos Conteudo de DNA) no estudo de MATOUG-
ELWERFELLI et al., (2018) foi comparavel ao relatado por SONG et al.
(2017).

MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) utilizaram um unico ciclo de
SDS sem o uso de Triton X-100. O protocolo de descelularizagao utilizado
no estudo de MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) resultou em preservacgao
de acidos polissacarideos, fibronectina e distribuicdo de laminina com
alteracdes minimas nas estruturas de tecidos e morfologia.

SONG et al., (2017) avaliaram trés protocolos diferentes para
descelularizagao, sendo o protocolo mais eficaz aquele que incorporou trés
ciclos de 1% de SDS e 1 ciclo de 1% de Triton X-100. A avaliagédo adicional
das amostras geradas com este protocolo demonstrou que a MEC foi
preservada em morfologia e composi¢ao, e o SCAP semeado neste scaffold
mostrou ligagao e proliferagao tridimensionais.

SONG et al., (2017) e MATOUG-ELWERFELLI et al., (2018) utilizaram
polpa dental humana de dentes saudaveis extraidos para formar um scaffold
MEC, entretanto, HU et al., (2017) sugeriram que com a limitada disponibilidade
e pequeno tamanho de polpa dental humana, a utilizagdo das mesmas poderia
nao atender a aplicagdes clinicas.

HU et al., (2017) propuseram a utilizagao de tecidos pulpares xendégenos
para a revitalizacao pulpar. Tecidos acelulares xenégenos tém sido utilizados
para regeneracdo e raramente causam reagao imune. HU et al.,(2017)
defendem que os suinos sao amplamente utilizados em estudos biomédicos ,
incluindo na regeneragcao da polpa dentaria, uma vez que a estrutura da
denti¢do suina é semelhante a de humanos.

HU et al., (2017) utilizaram dodecilsulfato de sédio a 10% (SDS)
combinado com 1% Triton X-100 para a descelularizagédo das polpas dentarias,
apos a extragcdo do canal radicular. Métodos utilizados para polpas humanas
nao seriam eficientes em suinos, porque esta € maior que a polpa humana, foi
utilizado um método de descelularizagdo usado previamente nas glandulas
submandibulares de ratos (Z. Gao et al., 2015).

CHEN et al., (2015) utilizaram o protocolo de 1% de dodecilsulfato de

sédio (SDS) e 1% Triton X-100, para a descelularizagdo de polpas de suinos
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com tempo de exposi¢do ao SDS , de 12 horas enquanto HU et al., (2017)
submeteram sua amostra a solucéo por 32 horas, com a solucao trocada a cada
8 horas. Os scaffolds de polpa suina, testados por HU et al.,(2017) quando
combinado com DPSCs humanos e transplantado para camundongos Balb/c
nude, promoveram novos tecidos mineralizados e crescimento de tecido
semelhante a polpa dental, resultados que indicam que os scaffolds de MEC
de polpa dentaria xenégenas podem ser adequados para a regeneragao de
polpa dentaria.

BACKHTIAR et al., (2020) também defendem o uso de fontes xendgenas
de polpa dentaria para regeneragédo endoddntica, devido a boa compatibilidade
com os tecidos descelularizados de animais e a limitada fonte de polpas
dentarias humanas para viabilizar a sua utilizagdo clinica. A MEC bovina foi
utilizada como fonte acessivel para produzir um scaffold adequado para
regeneracao pulpar no seu estudo.

Quanto ao tipo de célula tronco utilizada para conduzir a regeneragao
pulpar, os autores: HU et al., (2017), ALQAHTANI et al., (2018), MATOUG-
ELWERFELLIET et al., (2018) utilizaram células tronco da polpa dental humana
(DPSC), BACKHTIAR et al., (2020) células tronco da medula éssea (BMMSCs),
CHEN et al., (2015) células tronco do foliculo dentario humano (hBMMSCs) e
SONG et al., (2017) células tronco da papila apical humana (Tabelas 1 e 2).

Na ultima década, avancos substanciais foram feitos no campo da
engenharia de tecidos dentarios baseada em células-tronco. Na odontologia,
no campo de regeneragao da polpa, as hDPSCs mostraram ser eficazes em
ampla gama de modelos in vivo (Lambrichts et al., 2017). As hDPSCs foram
utilizadas nos estudos de HU et al., (2017), ALQAHTANI et al., (2018),
MATOUG-ELWERFELLIET et al., (2018) com resultados promissores.

As células tronco da papila apical (SCAP) foram utilizadas por SONG et
al., (2017) com é6timos resultados (Tabela 1). As células-tronco da papila apical
sdo conhecidas por proliferagdo e mineralizacdo mais rapidas, melhores
capacidade de migragao e atividade da telomerase do que as DPSCs (Huang
et al. 2009).

Células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea (BMMSCs)
sdo outra fonte que tem sido amplamente usada em procedimentos
regenerativos (Lei et al. 2013) e foram utilizadas por BACKHTIAR et al., (2020)
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para a recelularizagao dos scaffolds obtidos. O uso de tais células com um
scaffold de matriz dentinaria foi associado a diferenciacdo das células-tronco
em células semelhantes a odontoblastos polarizadas com processos de
penetracado nos tubulos dentinarios (Lei et al. 2013, BACKHTIAR et al., 2018).
No estudo de BACKHTIAR et al., (2020) a avaliagado da relagdo de hBMMSCs
com os scaffolds, com base na fixagao celular e morfologia, demonstrou que os
scaffolds fornecem um ambiente de cultura adequado para as células, com
fixacao celular a superficie do scaffold.

Células-tronco do foliculo dentario (DFSC) sédo capazes de diferenciagéo
em multilinhagem, incluindo osteogénese (DAI et al., 2011). Esse tipo de célula
tronco foi utilizada no estudo de Chen et al., (2015), entretanto no grupo e que o
DPEM e DFSCs foram co-cultivados ndo houve diferenciagdo osteogénica ou
odontogénica, o que foi possivelmente devido a co-cultura mais curta, segundo

o autor.

6 CONCLUSAO

E possivel desenvolver um scaffold descelularizado biolégico contendo
a estrutura estrutural original da MEC de polpa dental, com componentes
necessarios para a regeneracgao especifica do tecido (MATOUG-ELWERFELLI
et al., 2018).

A polpa dental humana de dentes saudaveis extraidos pode ser
descelularizada para formar um scaffold MEC capaz de apoiar a proliferagao e
diferenciacdao de SCAP (Song et al., 2017 , MATOUG-ELWERFELLI et al.,
2018). Entretanto, devido a limitada disponibilidade e pequeno tamanho de
polpa dental humana, a utilizacdo das mesmas poderia nao atender a
aplicagoes clinicas (Hu et al., 2017).

O potencial de matrizes extracelulares xenogénicas foi demonstrado em
estudos incluidos nessa revisdo como uma promissora possibilidade
regenerativa de polpas dentarias (HU et al.,, 2017, ALQAHTANI et al.,,
BACKHTIAR et al., 2020, CHEN et al., 2015).

Muitas vezes, apenas um agente descelularizante ndo é capaz de fazer
a completa remogéo celular, existindo a necessidade de complementagdo com

um outro agente (SHUPE et al.; 2010). Nos estudos recuperados os
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detergentes idnicos SDS e Triton X-100 foram utilizados e demonstraram
eficiéncia em descelularizar a MEC de popa dental, e a diminuicdo da
concentragao dos detergentes durante a descelularizagdo mostrou resultados
significativos quanto a preservacéo da MEC.

A preocupacéao de utilizar uma baixa concentragdo de detergentes que
seja eficaz na descelularizagdo da ECM, sem causar danos a estrutura, pode
explicar a variedade de protocolos buscando aperfeicoar esse processo.

Uma nova abordagem de biomaterial foi proposta por Backhtiar et al;
(2020), com diferentes concentragcdes de MEC da polpa dentaria, os chamados
Crosslinked scaffolds. Os resultados dessa nova abordagem ao biomaterial
mostraram que, enquanto a biodegradabilidade do scaffold foi reduzida pela
reticulagédo, a biocompatibilidade do scaffold crosslinked foi significativamente
melhorada. Este estudo destaca a importancia da densidade da matriz
extracelular e dos niveis de reticulagdo ao projetar enxertos para fins
regenerativos.

Estudos in vitro e in vivo dos estudos recuperados demonstraram algum
nivel de resultados positivos em relagdo aos testes biologicos (CHEN et al.,
(2015), HU et al., (2017), SONG et al., (2017), MATOUG-ELWERFELLI et al.,
(2018) , ALQAHTANI et al., (2018), BACKHTIAR et al., (2020), mesmo a luz
dos diferentes niveis de complexidade dos testes realizados entre os diferentes
estudos, no entanto, os dados atuais sao heterogéneos demais para comparar
e identificar as vantagens de qualquer método especifico utilizado nos estudos
recuperados.

Encorajamos mais estudos sobre os métodos de descelularizagdo de
polpas dentarias humanas e de animais, bem como sua recelularizagdo e
aplicabilidade clinica para que se estabeleca um confiavel protocolo de

desenvolvimento desses scaffolds.
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ANEXO A: Registro PROSPERO

UNIVERSITY W
Centre for Reviews and Dissemination

NOTICE: PROSPERO will not be available from Fri Nov 22 2019 01:00:00 GMT-0300 (Horario
Padrao deBrasilia) for approximately two hours. Please do not use PROSPERO during this time

Systematic review

1. * Review title.

Give the working title of the review, for example the one used for obtaining funding. Ideally the title
should state succinctly the interventions or exposures being reviewed and the associated health or
social problems.Where appropriate, the title should use the PI(E)COS structure to contain information
on the Participants, Intervention (or Exposure) and Comparison groups, the Outcomes to be measured
and Study designs to be included.

Current advances in the development of natural dental pulp scaffolds: innovative approaches

of decellularization and recellularization. A systematic review

2. Original language title.

For reviews in languages other than English, this field should be used to enter the title in the language
of thereview. This will be displayed together with the English language title.

3. * Anticipated or actual start date.

Give the date when the systematic review commenced, or is expected to

commence.08/07/2019

4. * Anticipated completion date.

Give the date by which the review is expected to be completed.

31/05/2020

5. * Stage of review at time of this submission.

Indicate the stage of progress of the review by ticking the relevant Started and Completed boxes.
Additionalinformation may be added in the free text box provided.

Please note: Reviews that have progressed beyond the point of completing data extraction at the time
of initial registration are not eligible for inclusion in PROSPERO. Should evidence of incorrect status
and/or completion date being supplied at the time of submission come to light, the content of the
PROSPERO record will be removed leaving only the title and named contact details and a statement
that inaccuracies inthe stage of the review date had been identified.

This field should be updated when any amendments are made to a published record and on completion
andpublication of the review. If this field was pre-populated from the initial screening questions then you
are notable to edit it until the record is published.



The review has not yet started: No

Review stage StartedCompleted

Preliminary searches Yes No
Piloting of the study selection process Yes No
Formal screening of search results against eligibility criteria Yes No
Data extraction Yes No
Risk of bias (quality) assessment Yes No
Data analysis Yes No

Provide any other relevant information about the stage of the review here (e.g. Funded proposal,
protocol notyet finalised).

Protocol not yet finalised Protocol

not yet finalised

6. * Named contact.
The named contact acts as the guarantor for the accuracy of the information presented in the register
record.Raysa Amorim

Email salutation (e.g. "Dr Smith" or "Joanne") for correspondence:
Miss Amorim

7. * Named contact email.
Give the electronic mail address of the named contact.
raysaamorim14@hotmail.com

8. Named contact address

Give the full postal address for the named contact.

9. Named contact phone number.

Give the telephone number for the named contact, including international dialling code.

10. * Organisational affiliation of the review.

Full title of the organisational affiliations for this review and website address if available. This field
may becompleted as 'None' if the review is not affiliated to any organisation.

Universidade Federal de Juiz de Fora
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Organisation web address:
ppg.odontologia@ufijf.edu.br

11. * Review team members and their organisational affiliations.

Give the title, first name, last name and the organisational affiliations of each member of the review
team.Affiliation refers to groups or organisations to which review team members belong.

Miss Raysa Amorim. Universidade Federal de Juiz de Fora

Professor Antonela Polimeni. Sapienza Universita di Roma

Dr Simone Staffoli. Sapienza Universita di Roma

Dr Carlos Maranduba. Universidade Federal de Juiz de Fora

Professor Antonio Marcio Carmo. Universidade Federal de Juiz de Fora
Mr Paulo Victor Doriguetto. Universidade Federal de Juiz de Fora

12. * Funding sources/sponsors.

Give details of the individuals, organizations, groups or other legal entities who take responsibility
for initiating, managing, sponsoring and/or financing the review. Include any unique identification
numbersassigned to the review by the individuals or bodies listed.

Master's dissertation for the title of Master of Dentistry by the universidade Federal de Juiz de Fora

13. * Conflicts of interest.

List any conditions that could lead to actual or perceived undue influence on judgements concerning
themain topic investigated in the review.

None

14. Collaborators.

Give the name and affiliation of any individuals or organisations who are working on the review but who
arenot listed as review team members.

15. * Review question.

State the question(s) to be addressed by the review, clearly and precisely. Review questions may be
specificor broad. It may be appropriate to break very broad questions down into a series of related more
specific questions. Questions may be framed or refined using PI(E)COS where relevant.

What are the best strategies to decellularize and recellularize the dental pulp in order to produce a natural scaffold
for endodontic regeneration?

16. * Searches.

State the sources that will be searched. Give the search dates, and any restrictions (e.g. language or
publication period). Do NOT enter the full search strategy (it may be provided as a link or attachment.)

We will search the following electronic bibliographic databases: MEDLINE/PubMed, Web of Science,
Cochrane Library, SciELO, LILACS, Scopus. The full search strategy is based on the search
components “Tissue Engineering”,”Stem Cells”, “Tissue Scaffolds”, “Dental Pulp “,”"Regenerative

Endodontics”. No publication date or language restrictions will be applied. We will screen the reference



lists of included studiesfor additional eligible studies not retrieved by our search. The searches will be
re-run just before the final analyses to retrieve the most recent studies eligible for inclusion.No language

or publication period restrictions

17. URL to search strategy.

Give a link to a published pdf/word document detailing either the search strategy or an example of a
searchstrategy for a specific database if available (including the keywords that will be used in the
search strategies), or upload your search strategy.Do NOT provide links to your search results.
https://www.crd.york.ac.uk/PROSPEROFILES/146425 STRATEGY_20191121.pdf

Alternatively, upload your search strategy to CRD in pdf format. Please note that by doing so you
areconsenting to the file being made publicly accessible.

Do not make this file publicly available until the review is complete

18. * Condition or domain being studied.

Give a short description of the disease, condition or healthcare domain being studied. This could
includehealth and wellbeing outcomes.

Tissue engineering in endodontics and odontology comes as an ally in the recovery of "devitalized"
teethwith pulp infection, or damaged oral tissues, and conventional endodontic treatment. The

confection of natural scaffolds seeks to preserve dental vitality and revolutionize current odontology.

19. * Participants/population.

Give summary criteria for the participants or populations being studied by the review. The preferred
formatincludes details of both inclusion and exclusion criteria.

Inclusion criteria:
1)all animal and human dental pulp (all species, all sexes) that described the decellularization protocol.
2)In vivo studies: All animal and human species , approved by the ethics committee of each study institutionof the included

articles.

20. * Intervention(s), exposure(s).

Give full and clear descriptions or definitions of the nature of the interventions or the exposures to
bereviewed.

Current methods for decellularization of dental pulp and methods for recellularization of dental pulp for

tissueand other protocols for making viable natural scaffolds.

The use of stem cells for pulp revitalization will be addressed as well as their typology.

21. * Comparator(s)/control.

Where relevant, give details of the alternatives against which the main subject/topic of the review will
be compared (e.g. another intervention or a non-exposed control group). The preferred format includes
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detailsof both inclusion and exclusion criteria.
Inclusion criteria: -Natural animal and human dental pulps control group, according to each selected study.

-comparison between decellularization protocols of each study included

Exclusion criteria: Another intervention at dental pulp.

22. * Types of study to be included.

Give details of the types of study (study designs) eligible for inclusion in the review. If there are no
restrictions on the types of study design eligible for inclusion, or certain study types are excluded, this
shouldbe stated. The preferred format includes details of both inclusion and exclusion criteria.

Articles dealing with decellularization and recellularization methods of dental pulp.

Inclusion criteria are studies that describe dental pulp decellularization protocols for natural scaffold

makingand dental pulp recellularization with stem cells.

23. Context.
Give summary details of the setting and other relevant characteristics which help define the
inclusion orexclusion criteria.

24.* Main outcome(s).

Give the pre-specified main (most important) outcomes of the review, including details of how the
outcome isdefined and measured and when these measurement are made, if these are part of the
review inclusion criteria.

Inclusion criteria: -A viable dental pulp scaffold produced -the best decellularization protocols-the

best strategies for recellularization

Exclusion criteria: no relevant outcomes reported

Outcomes will be assessed for risk of bias and GRADE quality control

Timing and effect measures
Better decellularization and recellularization protocols may encourage the production of new studies in

tissueengineering.A viable dental pulp scaffold can be used to rehabilitate patients.

25. * Additional outcome(s).

List the pre-specified additional outcomes of the review, with a similar level of detail to that required for
mainoutcomes. Where there are no additional outcomes please state ‘None’ or ‘Not applicable’ as
appropriate

to the review Not
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applicable

Timing and effect measures
Not Applicable

26. * Data extraction (selection and coding).

Describe how studies will be selected for inclusion. State what data will be extracted or obtained. State
howthis will be done and recorded.

For each included study, the following general data were systematically

reported: publication details (authors and year), methodological details (stem cell type, scaffold type,

adoptedpulp decellularization / recellularization method) and outcome evaluation

(regeneration of dentinal pulp.). In both phases, discrepancies between the review authors were resolved
by discussion.

All identified duplicate articles have been manually deleted.

Studies were uploaded to Endnote Basic (www.my-endnoteweb.com) to delete and build a virtual library.

Theses / abstracts that present the eligibility criteria that were included in the systematic review. For
titles / resumes with insufficient information for an assessment, the full text was retrieved and

evaluated. Full textsincluding eligibility criteria have been included.

All study titles and curricula were selected by two trained reviewers and calibrated for study selection

basedon the inclusion criteria.

27. * Risk of bias (quality) assessment.

Describe the method of assessing risk of bias or quality assessment. State which characteristics of
thestudies will be assessed and any formal risk of bias tools that will be used.

Two review authors will assess the risk of bias in the included studies according to the guidelines
provided inChapter 8 of the Cochrane Manual for Systematic Intervention Reviews (Higgins 2011). Any
disagreement will be resolved by discussion between the authors. All included studies will be evaluated
on the following seven specific key points:1. sequence generation (selection bias);2. allocation

concealment (selection bias);3. concealment of participants and staff (performance bias);4. concealment



of outcome evaluator (detection bias);5. integrity of outcome data (friction bias);6. risk of selective data

reporting (reporting bias);7.risk of another bias.

28. * Strategy for data synthesis.

Provide details of the planned synthesis including a rationale for the methods selected. This must not be generic text but
should be specific to your review and describe how the proposed analysis will be appliedto your data.

We will provide a narrative synthesis of the findings from the included studies, structured around the
type ofintervention, target population characteristics, type of outcome and intervention content. We will
provide summaries of intervention effects for each study by calculating risk ratios (for dichotomous
outcomes) or standardized mean differences (for continuous outcomes).We anticipate that there will be
limited scope for meta-analysis because of the range of different outcomes measured across the small

number of existing trials. Then this will be a qualitative systematic review.

29. * Analysis of subgroups or subsets.

State any planned investigation of ‘subgroups’. Be clear and specific about which type of study or
participant will be included in each group or covariate investigated. State the planned analytic
approach.

This is a qualitative synthesis and while subgroup analyzes may be realized it is not possible to specify

thegroups in advance

30. * Type and method of review.

Select the type of review and the review method from the lists below. Select the health area(s) of
interest foryour review.

Type of review Cost
effectivenessNo

DiagnosticNo
EpidemiologicNo
Individual patient data (IPD) meta-analysisNo

InterventionNo
Meta-analysisNo

MethodologyYes
Narrative synthesisNo

Network meta-analysisNo
Pre-clinicalNo

PreventionNo
PrognosticNo
Prospective meta-analysis (PMA)No

Review of reviewsNo
Service deliveryNo

Synthesis of qualitative studiesNo
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Systematic reviewYes
OtherNo

Health area of the review
Alcohol/substance misuse/abuseNo

Blood and immune systemNo

CancerNo
CardiovascularNo

Care of the elderlyNo
Child healthNo

Complementary therapiesNo
Crime and justiceNo

DentalYes
Digestive systemNo

Ear, nose and throatNo
EducationNo
Endocrine and metabolic disordersNo

Eye disordersNo
General interestNo

GeneticsNo
Health inequalities/health equityNo

Infections and infestationsNo
International developmentNo
Mental health and behavioural conditionsNo

MusculoskeletalNo
NeurologicalNo

NursingNo
Obstetrics and gynaecologyNo

Oral healthYes
Palliative careNo

Perioperative careNo
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PhysiotherapyNo
Pregnancy and childbirthNo

Public health (including social determinants of health)No
RehabilitationNo

Respiratory disordersNo
Service deliveryNo

Skin disordersNo
Social careNo

SurgeryNo
Tropical MedicineNo
UrologicalNo

Wounds, injuries and accidentsNo
Violence and abuseNo

31. Language.

Select each language individually to add it to the list below, use the bin icon to remove any added in
error.English

There is not an English language summary

32. * Country.

Select the country in which the review is being carried out from the drop down list. For multi-
nationalcollaborations select all the countries involved.

Brazilltaly

33. Other registration details.

Give the name of any organisation where the systematic review title or protocol is registered (such as
with The Campbell Collaboration, or The Joanna Briggs Institute) together with any unique
identification numberassigned. (N.B. Registration details for Cochrane protocols will be automatically
entered). If extracted data will be stored and made available through a repository such as the
Systematic Review Data Repository (SRDR), details and a link should be included here. If none, leave
blank.

34. Reference and/or URL for published protocol.
Give the citation and link for the published protocol, if there is one
Give the link to the published protocol.
Alternatively, upload your published protocol to CRD in pdf format. Please note that by doing so you
areconsenting to the file being made publicly accessible.
No | do not make this file publicly available until the review is complete

Please note that the information required in the PROSPERO registration form must be completed in full
evenif access to a protocol is given.

35. Dissemination plans.
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Give brief details of plans for communicating essential messages from the review to the
appropriateaudiences.

Do you intend to publish the review on completion?
Yes

36. Keywords.

Give words or phrases that best describe the review. Separate keywords with a semicolon or new line.
Keywords will help users find the review in the Register (the words do not appear in the public record
but areincluded in searches). Be as specific and precise as possible. Avoid acronyms and abbreviations
unless these are in wide use.

37. Details of any existing review of the same topic by the same authors.
Give details of earlier versions of the systematic review if an update of an existing review is being
registered,including full bibliographic reference if possible.

38. * Current review status.

Review status should be updated when the review is completed and when it is published.
Fornewregistrations the review must be Ongoing.
Please provide anticipated publication date

Review_Ongoing

39. Any additional information.

Provide any other information the review team feel is relevant to the registration of the review.

40. Details of final report/publication(s).
This field should be left empty until details of the completed review are available.
Give the link to the published review.
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Section/topic # Checklist item S pelricte] G
page #
TITLE
Title 1 | Identify the report as a systematic review, meta-analysis, or both. #paginas
iniciais.
ABSTRACT
Structured 2 | Provide a structured summary including, as applicable: background; objectives; #8.9
summary data sources; study eligibility criteria, participants, and interventions; study
appraisal and synthesis methods; results; limitations; conclusions and
implications of key findings; systematic review registration number.
INTRODUCTION
Rationale Describe the rationale for the review in the context of what is already known. #15,16,17
Objectives 4 | Provide an explicit statement of questions being addressed with reference to #18
participants, interventions, comparisons, outcomes, and study design (PICOS).
METHODS
Protocol and 5 | Indicate if a review protocol exists, if and where it can be accessed (e.g., Web #17,18
registration address), and, if available, provide registration information including registration
number.
Eligibility criteria 6 | Specify study characteristics (e.g., PICOS, length of follow-up) and report #18,19
characteristics (e.g., years considered, language, publication status) used as
criteria for eligibility, giving rationale.
Information 7 | Describe all information sources (e.g., databases with dates of coverage, contact | #19,20
sources with study authors to identify additional studies) in the search and date last
searched.
Search 8 | Present full electronic search strategy for at least one database, including any #19,20
limits used, such that it could be repeated.
Study selection 9 | State the process for selecting studies (i.e., screening, eligibility, included in #19,20,21
systematic review, and, if applicable, included in the meta-analysis).
Data collection 10 | Describe method of data extraction from reports (e.g., piloted forms, #20,21
process independently, in duplicate) and any processes for obtaining and confirming data
from investigators.
Data items 11 | List and define all variables for which data were sought (e.g., PICOS, funding #18,19,20,21
sources) and any assumptions and simplifications made.
Risk of bias in 12 | Describe methods used for assessing risk of bias of individual studies (including #21,22
individual studies specification of whether this was done at the study or outcome level), and how
this information is to be used in any data synthesis.
Summary 13 | State the principal summary measures (e.g., risk ratio, difference in means). #22
measures
Synthesis of 14 | Describe the methods of handling data and combining results of studies, if done, | #23

results

including measures of consistency (e.g., I for each meta-analysis.
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Risk of bias 15 | Specify any assessment of risk of bias that may affect the cumulative #34,35
across studies evidence (e.g., publication bias, selective reporting within studies).

Additional 16 | Describe methods of additional analyses (e.g., sensitivity or subgroup #35
analyses analyses, meta-regression), if done, indicating which were pre-specified.
RESULTS

Study selection | 17 | Give numbers of studies screened, assessed for eligibility, and included | #24 25

in the review, with reasons for exclusions at each stage, ideally with a
flow diagram.

Study 18 | For each study, present characteristics for which data were extracted #15,19,20,21,22,23
characteristics (e.g., study size, PICOS, follow-up period) and provide the citations.
Risk of bias 19 | Present data on risk of bias of each study and, if available, any outcome | #35
within studies level assessment (see item 12).
Results of 20 | For all outcomes considered (benefits or harms), present, for each #26
individual study: (a) simple summary data for each intervention group (b) effect
studies estimates and confidence intervals, ideally with a forest plot.
Synthesis of 21 | Present results of each meta-analysis done, including confidence #Estudos
results intervals and measures of consistency. heterogéneos.N&o se
aplica meta-analise.
Risk of bias 22 | Present results of any assessment of risk of bias across studies (see #35
across studies Item 15).
Additional 23 | Give results of additional analyses, if done (e.g., sensitivity or subgroup #N3o foi feita meta
analysis analyses, meta-regression [see ltem 16]). analise
DISCUSSION
Summary of 24 | Summarize the main findings including the strength of evidence for each | #36
evidence main outcome; consider their relevance to key groups (e.g., healthcare
providers, users, and policy makers).
Limitations 25 | Discuss limitations at study and outcome level (e.g., risk of bias), and at | #37,38,39,40,41,42,43
review-level (e.g., incomplete retrieval of identified research, reporting
bias).
Conclusions 26 | Provide a general interpretation of the results in the context of other #45
evidence, and implications for future research.
FUNDING
Funding 27 | Describe sources of funding for the systematic review and other support | #N3o se aplica

(e.g., supply of data); role of funders for the systematic review.

From: Moher D, Liberati A, Tetzlaff J, Altman DG, The PRISMA Group (2009). Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-Analyses: The
PRISMA Statement. PLoS Med 6(7): e1000097. doi:10.1371/journal.pmed 1000097
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ANEXO C- comprovante de envio de artigo cientifico a revista

Traduzir a mensagem para: Portugués (Brasil) | Nunca traduzir do: Inglés

Journal of Dentistry <em(@editorialmanager.com>
Qua, 13/10/2021 02:48
Dear miss Amorim,

Your submission entitled "Decellularization and recellularization of dental pulps for the development of natural scaffolds -
Systematic review Abstract" has been assigned the following manuscript number: JJOD-D-21-01307.

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to the Editorial Manager as an author.
The URL is https://www.editorialmanager.com/jjod/.

Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Journal of Dentistry

#AU_JJIOD#

To ensure this email reaches the intended recipient, please do not delete the above code
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is https://www.editorialmanager.com/jjod/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to the Journal of Dentistry.

Kind regards,

Journal of Dentistry
#AU JJOD#

To ensure this email reaches the intended recipient, please do not delete the above code

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal registration details at any
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