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Resumo

O tecido pulpar dentario tem sido descrito como fonte de células multipotentes, apresentam capacidade de
autorrenovagao e diferenciagdo em diferentes tipos celulares. Na terapia de tecidos essas células sdo
promissoras. O objetivo do estudo foi isolar células-tronco mesenquimais de polpa dentéria (CTMPD). O estudo
foi composto por doadores entre 12 e 26 anos. As células foram isoladas a partir da polpa dentdaria obtida dos
terceiros molares inclusos superiores. No isolamento, expansdo e caracterizagdo das CTMPDs o tecido foi
acondicionado em placas de cultura, com meio especifico completo e suplementado e mantidas em temperatura
adequada até aderirem e atingirem a confluéncia de 80 %. Apds, as células foram mantidas nas condi¢Ges do
inicio do isolamento e apresentaram 2 % da capacidade de formacdo de col6nias. E possivel concluir que as
células-tronco da polpa dentdria adulta sdo capazes de formar col6nias e proliferar in vitro.

Palavras-chave: Tecido pulpar dentdrio, células-tronco, osteogénese.

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.

Introdugio adultas (FRIEDENSTEIN et al., 1976). As MSCs
também sdo obtidas de varios orgdos e tecidos

O tecido pulpar dos dentes tem sido descrito como como: a membrana sinovial (DE BARI et al., 2001)

fonte de células-tronco multipotentes, que cordio umbilical (MARESCHI et al., 2001), tecido
apresentam capacidade de autorrenovagdo e adiposo (ZUK et al., 2001; VIEIRA et al., 2010;
diferenciacdo em diferentes tipos celulares. Na BOURIN ot al. 2013) tendso
terapia de tecidos, as MSCs sdo um dos tipos mais (SALINGCARNBORIBOON et al., 2003), pancreas (LIN

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 referéncia no estudo de células-tronco

et al.,, 2006), figado (DAN et al., 2006), polpa
dentadria (NAKASHIMA, 2005; NAKASHIMA e
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AKAMINE, 2005; SOARES et al.,, 2007), tecido
cerebral humano (TATEBAYASHI et al., 2017).

As MSCs sdo capazes de repor as células que
morrem por motivos fisioldgicos, secretam
moléculas tréficas e moléculas imunomoduladoras
como, por exemplo, fator de crescimento
transformante B (TGF-B) (RIBATTI et al., 2011; DA
SILVA MEIRELLES et al., 2016). Quando cultivadas,
MSCs expressam CD105, CD73 e CD90, e sao
negativas (< 2% positivas) para os marcadores de
superficie CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou
CD19 e HLA classe Il. Além disso, MSCs cultivadas
sdao capazes de diferenciar em osteoblastos,
adipdcitos e condroblastos sob condi¢des padrdo de
diferenciagdo in vitro (DOMINICI et al., 2006).

Um biomaterial pode ser composto por substancias
que sejam biocompativeis, ndo tenham efeitos
toxicos locais ou sistematicos no tecido, oferecendo
suporte para a viabilidade e adesdo celular,
proliferacdo e deposicao da matriz extracelular
(MEC) (LIN etal., 2019). Atualmente os biomateriais
sdao constituidos por componentes que s3o
bioativos e biodegradaveis, interagindo com o
organismo, ou seja, fazem parte do tecido (PIRES et
al, 2015). Essa interagdo é baseada no
conhecimento prévio sobre a comunicagdao entre
célula e MEC, que, apesar de ser complexa,
dindamica e multifacetada, é estendida para a
interacdo entre célula e o biomaterial (WU et al.,,
2018). Para regenerar o tecido ésseo, 0s
biomateriais projetados necessitam apresentar
caracteristicas como um suporte tridimensional
(scaffold), que se assemelha a arquitetura da MEC,
como o 0sso nativo, visando fornecer, in vivo, um
microambiente celular (MOROZ et al., 2009; SHAO
et al.,, 2016). A arquitetura da MEC dssea tornou-se
uma fonte de pesquisa para um microambiente e
organizacdo de numerosos processos celulares,
incluindo proliferacdo, diferenciacdo e fatores de
crescimento (AFEWERKI et al., 2019).

Em geral, os biomateriais utilizados na engenharia
de tecidos sdo divididos em duas categorias:
naturais e sintéticas (ZANETTI et al.,, 2013). Os
biomateriais naturais, utilizados para a producdo de
scaffolds sdao encontrados naturalmente no MEC
como o colageno, acido hialurdnico,
glicosaminoglicanos e hidroxiapatita. Os
biomateriais tridimensionais (scaffolds) produzidos
a partir desses materiais apresentam semelhanca
com os componentes do tecido hospedeiro, além de
bioatividade. Os biomateriais sintéticos oferecem a

versatilidade de criar microambientes
tridimensionais com caracteristicas ajustaveis,
incluindo propriedades mecanicas,

hidrofilia/hidrofobicidade e  degradabilidade.
Existem quatro tipos de materiais empregados

como biomaterial em estudos de engenharia éssea:
metais, cerdmicos, polimeros e compdsitos
(constituido por dois materiais distintos, ambos
mantém as suas propriedades individualmente)
(NETO e FERREIRA, 2018). Os biomateriais podem
ser criados com diferentes topografias
considerando forma, dimensdo, microestrutura ou
nanoestrutura e tridimensionalidade, natureza
quimica, nivel de rigidez e elasticidade,
propriedades mecéanicas e capacidade de gerar
estimulos (MAZZONI et al., 2020).

Os scaffolds nano e micro-fibrosos sao aplicados na
engenharia de tecido Osseo devido a sua
semelhanga com a MEC (STOCCO et al., 2018). Entre
0s compdsitos, algumas técnicas da engenharia
tecidual prevé a utilizagdo de biomateriais por
eletrofiagdo. A eletrofiagdo é uma técnica
empregada para criar fibras sub-micrométricas
usando polimeros fundidos ou em solugdo. A
solugdo (ou o material fundido) é colocada em uma
seringa ou capilar, a qual é ejetada por uma bomba
de fluxo constante. A solucdo injetada forma uma
estrutura conhecida como filmes ndo tecidos
(MANCIPE et al., 2019). Na busca do biomaterial
mais adequado para a engenharia de tecido dsseo
surgem as fibras produzidas por rotofia¢do, de poli
(epsilon-caprolactona) (PCL) em associagdo com
nano- hidroxiapatita (nHAp) - (PCL / nHAp - Fig.1),
que serdo empregadas neste estudo. As PCL / nHAp
foram avaliadas in vitro e in vivo promovendo a
formacgdo de osso lamelar (SANTANA-MELO et al.,
2017; ANDRADE et al., 2019). Ainda, os compdsitos
nanoestruturados apresentaram excelentes
propriedades biomiméticas, mecanicas e
biocompativeis, para a engenharia de tecido dsseo
(SHAO et al., 2016).

Os scaffolds nanofibrosos modificados tém o
potencial de serem aplicados com sucesso na clinica
de regeneracdo do tecido 6sseo (UDOMLUCK et al.,
2019). Em meados de 2009 (YANG et al., 2010),
utilizaram as Células-Tronco Mesenquimais de
Polpa Dentéria (CTMPD), com o biomaterial PCL /
nHAp, e observaram que houve a diferenciacdo das
CTMPDs em células semelhantes a odontoblastos.
Porém os estudos publicados até o momento
avaliam a aplicacdo do PCL / nHAp em associacdo
com as MSCs obtidas de diversos tecidos. As MSCs
associadas a biomateriais vém sendo consideradas
de grande valor terapéutico para a regeneragao 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 dentdria (CTMPD), por
andlises de proliferacdo celular, ensaio clonogénico,
diferencia¢do osteogénica e citometria de fluxo, em
amostras de terceiros molares inclusos superiores
com indicacdo de exodontia para futura associagao
com scaffolds contendo PCL.

Materiais e Métodos

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

Os procedimentos cirargicos foram realizados sob
controle rigoroso da cadeia asséptica, devido a
grande presenca de microrganismos no meio bucal
(TELLES et al., 2016). Foram realizadas assepsia intra
e extrabucal com digluconato de clorexidina a 2% e
a0,12% respectivamente. Logo apds a exodontia, os
elementos dentarios foram examinados e limpos
com gluconato de clorexidina a 2% para, em
seguida, ser realizado, com broca cirurgica (broca
Zecrya para odontoseccdo) sob refrigeracdo
constante com agua destilada, o corte da estrutura
dentdria na juncdo cemento-esmalte para a
remocado da polpa corondria e radicular com cureta
para pulpotomia (escavador haste longa n21 para
pulpotomia, ABC Instrumentos Cirurgicos, 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,
Andpolis, GO, Brasil), acondicionadas entre 4 e 82C

(JESUS et al., 2011; TELLES et al., 2016). As amostras
foram imediatamente transportadas para o
laboratério de Células-Tronco e Engenharia de
Tecidos (LACET), do Programa de Pds-Graduagdo
em Biologia Celular e Molecular Aplicada a Saude,
ULBRA - Canoas - RS, onde o tecido foi processado
para obtencgdo dos cultivos celulares.

Figura 2. Remogdo e obtengdo de tecido pulpar. a) Dente
seccionado com a polpa da cdmara pulpar (flecha); b) Remogao
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, expansdo e caracterizacdo 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 &cido 4- (2-  hidroxietil) -1-
piperazinoetanossulfénico (HEPES), 100 U de
penicilina/mL e 10 mg de solugio de
estreptomicina/mL), e mantidas em uma
incubadora a 37°C com atmosfera umidificada
contendo 5% de CO,, por 14 dias, até que as células
aderiram a placa e atingiram confluéncia de 80 %.
Apds o isolamento as células foram mantidas em
uma incubadora a 37°C, nas mesmas condi¢Ges do
inicio do isolamento. As células foram mantidas até
a passagem 12. Para avaliacdo da taxa de células
formadoras de col6nias foram plaqueadas 200
células/ pogo em placas de 6 pogcos, com meio CCM,
em sextuplicatas. O meio foi trocado apds 72 h,
durante 7 dias.
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A pesquisa teve aprovagdo no Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da ULBRA sob o
numero CAAE: 35501420.9.0000.5349.

Resultados e Discussdao

Na literatura diversas terapias voltadas a
engenharia de tecidos que utilizam as células-
tronco devido ao seu grande potencial na
odontologia e na medicina regenerativa atual. Por
meio da padronizagdo de isolamento das CTMPDs
foram obtidas células com morfologia fibroblastica,
capacidade de adesdo ao fundo da placa de cultura,
apresentacgdo tipica de células-tronco

mesenquimais. Ademais, observou-se que ao
sofrerem congelamento e descongelamento, as
células estudadas mantiveram-se com capacidade
clonogénica. Foi observado 2% da capacidade de
formacgdo de col6nias. Na figura 3 estd apresentada
a imagem ilustrativa de uma cultura com 100% de
confluéncia.

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

Na figura 4 observam-se col6nias obtidas através de
ensaio clonogénico. Como resultado, a taxa de
formacdo de colbnias foi 2%, caracterizando a
capacidade clonogénica.

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 dentdria que foram
usadas para reconstruir os tecidos dentarios e
podem ser Uteis como alternativa na auséncia de
dentes, pois sdo mais promissoras devido a sua
afinidade com os tecidos-alvo. Os resultados do
isolamento das CTMPD para aplicagdo em
engenharia de tecido ésseo apresentados por
Silva et al. (2016) mostraram que nas amostras
testadas por digestdo enzimdtica e explante, o
tecido levou em torno de 14 dias para que as
células ficassem em suspensao no cultivo celular.
As culturas de CTMPDs quanto a taxa de adesdo
e proliferagdo celular foram observadas em
pacientes com idade maxima de 25 anos, tempo
de cultura de 72 horas na passagem 3 (P3), em
frascos T175. Quando as células atingiram a
confluéncia, elas foram separadas, contadas e
ressemeadas na densidade (células/cm?) de cada
amostra, entdo 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/poco em placas de 6 pogos 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 nao diferenciador, em placas
de 6 pocos a uma densidade inicial de 5 x 10*
células/cm?. Quando as células atingiram a
confluéncia, elas foram separadas, contadas e
ressemeadas a uma densidade de 5 x 10°
células/cm?. 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 etéria (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 ndo had uma padronizacdo quanto a
obtencdo dos dados para calcular o DPT. Para
avaliacdo do ensaio clonogénico das colbnias, foi
observado 2 % da capacidade de formacdo de
colénias, houve o aparecimento de 4
colénias/pogo/placas de 6 pogos, com mais de 50
% células cada col6nia. O método demonstrou
eficiéncia na formagao de coldnias e proliferagao
celular, com frequéncia de 22 a 70
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colonias/células plagqueadas e taxa média de
expansao e proliferagdo celular de 131,35 £ 0,22.
Nos ensaios de diferenciacdo osteogénica,
adipogénica e condrogénica das culturas
CTMPDs e dos controles, apds o meio indutor,
pode ser observada a diferenciagdo
macroscopicamente ou microscopicamente,
dependendo da quantidade de depdsito. Na
diferenciagdo  osteogénica, as  CTMPDs
apresentaram  matriz  extracelular (MEC)
secretada por osteoblastos rica em Ca+2
enquanto, na diferenciagdo condrogénica,
apresentaram MEC rica em glicosaminoglicanos.
Os resultados dos ensaios foram compativeis
com os protocolos preconizados por (GRONTHOS
et al., 2000).

Consideragoes Finais

Até o momento conclui-se que as células-tronco da
polpa dentdria adulta extraidas do terceiro molar,
aqui denominadas CTMPDs s3o capazes de
proliferacdo  celular in  vitro, capacidade
clonogénica, sdo aderentes e possuem morfologia
fibroblastica tipica de célula-tronco mesenquimal.
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