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Resumo 

O tecido pulpar dentário tem sido descrito como fonte de células multipotentes, apresentam capacidade de 
autorrenovação e diferenciação em diferentes tipos celulares. Na terapia de tecidos essas células são 
promissoras. O objetivo do estudo foi isolar células-tronco mesenquimais de polpa dentária (CTMPD). O estudo 
foi composto por doadores entre 12 e 26 anos. As células foram isoladas a partir da polpa dentária obtida dos 
terceiros molares inclusos superiores. No isolamento, expansão e caracterização das CTMPDs o tecido foi 
acondicionado em placas de cultura, com meio específico completo e suplementado e mantidas em temperatura 
adequada até aderirem e atingirem a confluência de 80 %. Após, as células foram mantidas nas condições do 
início do isolamento e apresentaram 2 % da capacidade de formação de colônias. É possível concluir que as 
células-tronco da polpa dentária adulta são capazes de formar colônias e proliferar in vitro. 

Palavras-chave: Tecido pulpar dentário, células-tronco, osteogênese. 

Abstract 

Dental pulp tissue has been described as a source of multipotent cells, with the ability to self-renew and 
differentiate into different cell types. In tissue therapy these cells are promising. The aim of the study was to 
isolate dental pulp mesenchymal stem cells (CTMPDs). The study consisted of donors aged between 12 and 26 
years. Cells were isolated from dental pulp obtained from maxillary impacted third molars. In the isolation, 
expansion and characterization of CTMPDs, the tissue was placed in culture plates, with complete and 
supplemented specific medium and kept at adequate temperature until they adhered and reached 80% 
confluence. Afterwards, the cells were kept in the conditions of the beginning of the isolation and showed 2% of 
the colony formation capacity. It is possible to conclude that stem cells from adult dental pulp are able to form 
colonies and proliferate in vitro. 

Keywords: Dental pulp tissue, stem cells, osteogenesis. 

____________________________________________________________________

Introdução 

O tecido pulpar dos dentes tem sido descrito como 
fonte de células-tronco multipotentes, que 
apresentam capacidade de autorrenovação e 
diferenciação em diferentes tipos celulares. Na 
terapia de tecidos, as MSCs são um dos tipos mais 
promissores de células-tronco (DA SILVA MEIRELLES 
et al., 2009; CAPLAN E CORREA, 2011; DA SILVA 
MEIRELLES et al., 2015b). As MSCs foram isoladas e 
se tornaram referência no estudo de células-tronco  

adultas (FRIEDENSTEIN et al., 1976). As MSCs 
também são obtidas de vários órgãos e tecidos 
como: a membrana sinovial (DE BARI et al., 2001), 
cordão umbilical (MARESCHI et al., 2001), tecido 
adiposo (ZUK et al., 2001; VIEIRA et al., 2010; 
BOURIN et al., 2013), tendão 
(SALINGCARNBORIBOON et al., 2003), pâncreas (LIN 
et al., 2006), fígado (DAN et al., 2006), polpa 
dentária (NAKASHIMA, 2005; NAKASHIMA e 
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AKAMINE, 2005; SOARES et al., 2007), tecido 
cerebral humano (TATEBAYASHI et al., 2017).  

As MSCs são capazes de repor as células que 
morrem por motivos fisiológicos, secretam 
moléculas tróficas e moléculas imunomoduladoras 
como, por exemplo, fator de crescimento 
transformante β (TGF-β) (RIBATTI et al., 2011; DA 
SILVA MEIRELLES et al., 2016). Quando cultivadas, 
MSCs expressam CD105, CD73 e CD90, e são 
negativas (≤ 2% positivas) para os marcadores de 
superfície CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79α ou 
CD19 e HLA classe II. Além disso, MSCs cultivadas 
são capazes de diferenciar em osteoblastos, 
adipócitos e condroblastos sob condições padrão de 
diferenciação in vitro (DOMINICI et al., 2006). 

Um biomaterial pode ser composto por substâncias 
que sejam biocompatíveis, não tenham efeitos 
tóxicos locais ou sistemáticos no tecido, oferecendo 
suporte para a viabilidade e adesão celular, 
proliferação e deposição da matriz extracelular 
(MEC)  (LIN et al., 2019). Atualmente os biomateriais 
são constituídos por componentes que são 
bioativos e biodegradáveis, interagindo com o 
organismo, ou seja, fazem parte do tecido (PIRES et 
al., 2015). Essa interação é baseada no 
conhecimento prévio sobre a comunicação entre 
célula e MEC, que, apesar de ser complexa, 
dinâmica e multifacetada, é estendida para a 
interação entre célula e o biomaterial (WU et al., 
2018). Para regenerar o tecido ósseo, os 
biomateriais projetados necessitam apresentar 
características como um suporte tridimensional 
(scaffold), que se assemelha a arquitetura da MEC, 
como o osso nativo, visando fornecer, in vivo, um 
microambiente celular (MOROZ et al., 2009; SHAO 
et al., 2016). A arquitetura da MEC óssea tornou-se 
uma fonte de pesquisa para um microambiente e 
organização de numerosos processos celulares, 
incluindo proliferação, diferenciação e fatores de 
crescimento (AFEWERKI et al., 2019).  

Em geral, os biomateriais utilizados na engenharia 
de tecidos são divididos em duas categorias: 
naturais e sintéticas (ZANETTI et al., 2013). Os 
biomateriais naturais, utilizados para a produção de 
scaffolds são encontrados naturalmente no MEC 
como o colágeno, ácido hialurônico, 
glicosaminoglicanos e hidroxiapatita. Os 
biomateriais tridimensionais (scaffolds) produzidos 
a partir desses materiais apresentam semelhança 
com os componentes do tecido hospedeiro, além de 
bioatividade. Os biomateriais sintéticos oferecem a 
versatilidade de criar microambientes 
tridimensionais com características ajustáveis, 
incluindo propriedades mecânicas, 
hidrofilia/hidrofobicidade e degradabilidade. 
Existem quatro tipos de materiais empregados 

como biomaterial em estudos de engenharia óssea: 
metais, cerâmicos, polímeros e compósitos 
(constituído por dois materiais distintos, ambos 
mantêm as suas propriedades individualmente) 
(NETO e FERREIRA, 2018). Os biomateriais podem 
ser criados com diferentes topografias 
considerando forma, dimensão, microestrutura ou 
nanoestrutura e tridimensionalidade, natureza 
química, nível de rigidez e elasticidade, 
propriedades mecânicas e capacidade de gerar 
estímulos (MAZZONI et al., 2020). 

Os scaffolds nano e micro-fibrosos são aplicados na 
engenharia de tecido ósseo devido à sua 
semelhança com a MEC (STOCCO et al., 2018). Entre 
os compósitos, algumas técnicas da engenharia 
tecidual prevê a utilização de biomateriais por 
eletrofiação. A eletrofiação é uma técnica 
empregada para criar fibras sub-micrométricas 
usando polímeros fundidos ou em solução. A 
solução (ou o material fundido) é colocada em uma 
seringa ou capilar, a qual é ejetada por uma bomba 
de fluxo constante. A solução injetada forma uma 
estrutura conhecida como filmes não tecidos 
(MANCIPE et al., 2019). Na busca do biomaterial 
mais adequado para a engenharia de tecido ósseo 
surgem as fibras produzidas por rotofiação, de poli 
(epsilon-caprolactona) (PCL) em associação com 
nano- hidroxiapatita (nHAp) - (PCL / nHAp - Fig.1), 
que serão empregadas neste estudo. As PCL / nHAp 
foram avaliadas in vitro e in vivo promovendo a 
formação de osso lamelar (SANTANA-MELO et al., 
2017; ANDRADE et al., 2019). Ainda, os compósitos 
nanoestruturados apresentaram excelentes 
propriedades biomiméticas, mecânicas e 
biocompatíveis, para a engenharia de tecido ósseo 
(SHAO et al., 2016).  

Os scaffolds nanofibrosos modificados têm o 
potencial de serem aplicados com sucesso na clínica 
de regeneração do tecido ósseo (UDOMLUCK et al., 
2019). Em meados de 2009 (YANG et al., 2010), 
utilizaram as Células-Tronco Mesenquimais de 
Polpa Dentária (CTMPD), com o biomaterial PCL / 
nHAp, e observaram que houve a diferenciação das 
CTMPDs em células semelhantes a odontoblastos. 
Porém os estudos publicados até o momento 
avaliam a aplicação do PCL / nHAp em associação 
com as MSCs obtidas de diversos tecidos. As MSCs 
associadas à biomateriais vêm sendo consideradas 
de grande valor terapêutico para a regeneração de 
tecidos. 
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Figura 1. Esquema do aparelho rotador que mostra uma imagem 
das PCL/nHAp. Fonte: Andrade et al., 2019. 

Este trabalho teve como objetivo principal isolar 
expandir e caracterizar as culturas de células-tronco 
mesenquimais de polpa dentária (CTMPD), por 
análises de proliferação celular, ensaio clonogênico, 
diferenciação osteogênica e citometria de fluxo, em 
amostras de terceiros molares inclusos superiores 
com indicação de exodontia para futura associação 
com scaffolds contendo PCL. 

Materiais e Métodos 

A metodologia aplicada neste estudo teve o caráter 
experimental quantitativo, foram realizados os 
cultivos in vitro de CTMPDs (n = 5 dentes). A 
população de estudo foi composta por adolescentes 
e adultos, com idades entre 12 e 26 anos, 
submetidos à extração dos dentes terceiros molares 
inclusos superiores. As células foram isoladas a 
partir da polpa dentária obtida dos dentes 
removidos na cirurgia (JESUS et al., 2011).  

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados sob 
controle rigoroso da cadeia asséptica, devido à 
grande presença de microrganismos no meio bucal 
(TELLES et al., 2016). Foram realizadas assepsia intra 
e extrabucal com digluconato de clorexidina à 2% e 
à 0,12% respectivamente. Logo após a exodontia, os 
elementos dentários foram examinados e limpos 
com gluconato de clorexidina à 2% para, em 
seguida, ser realizado, com broca cirúrgica (broca 
Zecrya para odontosecção) sob refrigeração 
constante com água destilada, o corte da estrutura 
dentária na junção cemento-esmalte para a 
remoção da polpa coronária e radicular com cureta 
para pulpotomia (escavador haste longa nº1 para 
pulpotomia, ABC Instrumentos Cirúrgicos, Brasil) e 
imediatamente colocadas em recipientes 
individuais (Fig. 2), contendo meio de cultura 
(HDMEM - Hepes buffered Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium - Sigma Chemichal Co. St. Louis, 
EUA), com 50 mg / ml de gentamicina (Novafarma, 
Anápolis, GO, Brasil), acondicionadas entre 4 e 8ºC 

(JESUS et al., 2011; TELLES et al., 2016). As amostras 
foram imediatamente transportadas para o 
laboratório de Células-Tronco e Engenharia de 
Tecidos (LACET), do Programa de Pós-Graduação 
em Biologia Celular e Molecular Aplicada à Saúde, 
ULBRA - Canoas - RS, onde o tecido foi processado 
para obtenção dos cultivos celulares. 

 
Figura 2. Remoção e obtenção de tecido pulpar. a) Dente 
seccionado com a polpa da câmara pulpar (flecha); b) Remoção 
total da polpa (coronal e radicular com uma cureta; c) Polpa no 
tubo graduado contendo meio HDMEM; d) Tecido pulpar obtido 
de um terceiro molar. Fonte: Telles et al., 2016. 

No isolamento, expansão e caracterização dos 
cultivos celulares das CTMPDs, o tecido obtido foi 
imediatamente acondicionado em placas com meio 
de cultura completo (culture complete medium - 
CCM) - Dulbecco Modified Eagle Medium, 
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 
mM de ácido 4- (2- hidroxietil) -1-
piperazinoetanossulfónico (HEPES), 100 U de 
penicilina/mL e 10 mg de solução de 
estreptomicina/mL), e mantidas em uma 
incubadora a 37°C com atmosfera umidificada 
contendo 5% de CO2, por 14 dias, até que as células 
aderiram a placa e atingiram confluência de 80 %. 
Após o isolamento as células foram mantidas em 
uma incubadora a 37°C, nas mesmas condições do 
início do isolamento. As células foram mantidas até 
a passagem 12. Para avaliação da taxa de células 
formadoras de colônias foram plaqueadas 200 
células/ poço em placas de 6 poços, com meio CCM, 
em sextuplicatas. O meio foi trocado após 72 h, 
durante 7 dias.  
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A pesquisa teve aprovação no Comitê de Ética em 
Pesquisa com Seres Humanos da ULBRA sob o 
número CAAE: 35501420.9.0000.5349.  

Resultados e Discussão 

Na literatura diversas terapias voltadas à 
engenharia de tecidos que utilizam as células-
tronco devido ao seu grande potencial na 
odontologia e na medicina regenerativa atual.  Por 
meio da padronização de isolamento das CTMPDs 
foram obtidas células com morfologia fibroblástica, 
capacidade de adesão ao fundo da placa de cultura, 
apresentação típica de células-tronco 
mesenquimais. Ademais, observou-se que ao 
sofrerem congelamento e descongelamento, as 
células estudadas mantiveram-se com capacidade 
clonogênica. Foi observado 2% da capacidade de 
formação de colônias. Na figura 3 está apresentada 
a imagem ilustrativa de uma cultura com 100% de 
confluência. 

 
Figura 3. Célula-tronco de polpa dentária em passagem 4. 

Na figura 4 observam-se colônias obtidas através de 
ensaio clonogênico. Como resultado, a taxa de 
formação de colônias foi 2%, caracterizando a 
capacidade clonogênica. 

 
Figura 4. Coloração com Giemsa de colônias formadas por 
CTMPDs. 

Alguns autores mostraram resultados 
semelhantes aos que foram encontrados com as 
CTMPDs descritas no trabalho. Silva et al. (2016) 
descreveram células-tronco de tecidos 
periodontais e da polpa dentária que foram 
usadas para reconstruir os tecidos dentários e 
podem ser úteis como alternativa na ausência de 
dentes, pois são mais promissoras devido a sua 
afinidade com os tecidos-alvo. Os resultados do 
isolamento das CTMPD para aplicação em 
engenharia de tecido ósseo  apresentados por 
Silva et al. (2016) mostraram que nas amostras 
testadas por digestão enzimática e explante, o 
tecido levou em torno de 14 dias para que as 
células ficassem em suspensão no cultivo celular. 
As culturas de CTMPDs quanto à taxa de adesão 
e proliferação celular foram observadas em 
pacientes com idade máxima de 25 anos, tempo 
de cultura de 72 horas na passagem 3 (P3), em 
frascos T175. Quando as células atingiram a 
confluência, elas foram separadas, contadas e 
ressemeadas na densidade (células/cm2 ) de cada 
amostra, então foi  calculada a média de todas as 
amostras e determinado o DPT = 131,35 ± 0,22. 
Segundo Paino et al. (2017), as células 
apresentaram o DPT = 49 ± 2h. Nesse estudo 
CTMPDs foram plaqueadas a uma densidade de 
50.000 células/poço em placas de 6 poços e a 
uma densidade de 100.000 células em frascos 
T25; as curvas de crescimento foram realizadas 
em  24, 48 e 72 horas, e 7, 14 e 21 dias de cultivo. 
Segundo Bressan et al. (2012), as CTMPDs foram 
cultivadas em meio não diferenciador, em placas 
de 6 poços a uma densidade inicial de 5 x 104 

células/cm2. Quando as células atingiram a 
confluência, elas foram separadas, contadas e 
ressemeadas a uma densidade de 5 x 104 

células/cm2. O DPT foi avaliado in vitro em 3 
diferentes passagens: P2 (passagem inicial), P5 
(passagem de médio prazo) e P8 (cultura de 
longo prazo. Foi observado um crescimento bem 
definido para cada passagem em qualquer idade. 
Para a faixa etária (até 67 anos), a capacidade 
proliferativa diminui com o tempo e durante o 
envelhecimento in vitro. Para os doadores até 25 
anos foi observado um alto valor de DPT e 
mantido em todas as passagens celulares. 
Comparando os dois artigos pode-se considerar 
que não há uma padronização quanto a 
obtenção dos dados para calcular o DPT. Para 
avaliação do ensaio clonogênico das colônias, foi 
observado 2 % da capacidade de formação de 
colônias, houve o aparecimento de 4 
colônias/poço/placas de 6 poços, com mais de 50 
% células cada colônia. O método demonstrou 
eficiência na formação de colônias e proliferação 
celular, com frequência de 22 a 70 
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colônias/células plaqueadas e taxa média de 
expansão e proliferação celular de 131,35 ± 0,22. 
Nos ensaios de diferenciação osteogênica, 
adipogênica e condrogênica das culturas 
CTMPDs e dos controles, após o meio indutor, 
pode ser observada a diferenciação 
macroscopicamente ou microscopicamente, 
dependendo da quantidade de depósito. Na 
diferenciação osteogênica, as CTMPDs 
apresentaram matriz extracelular (MEC) 
secretada por osteoblastos rica em Ca+2 
enquanto, na diferenciação condrogênica, 
apresentaram MEC rica em glicosaminoglicanos. 
Os resultados dos ensaios foram compatíveis 
com os protocolos preconizados por (GRONTHOS 
et al., 2000). 

Considerações Finais 

Até o momento conclui-se que as células-tronco da 
polpa dentária adulta extraídas do terceiro molar, 
aqui denominadas CTMPDs são capazes de 
proliferação celular in vitro, capacidade 
clonogênica, são aderentes e possuem morfologia 
fibroblástica típica de célula-tronco mesenquimal.  
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