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1. INTRODUCAO

Atualmente as células tronco tém sido utilizadas nos estudos envolvendo
terapia celular, engenharia tecidual e biologia molecular (NEDEL, 2009). As
células tronco tém sido obtidas de diferentes fontes tais como: medula 0ssea,
pele, tecido nervoso, retina, pancreas e intestino (HARADA, et al. 1999). Apesar
das inumeras fontes, as células tronco da polpa dental humana mostram-se
vantajosas quando comparadas as células tronco de outras fontes, pois possuem
um meétodo de isolamento n&o invasivo, sdo facilmente obtidas, haja vista a perda
por motivos ortoddnticos, periodontais e carie (CHEN, et al. 2012) e além disso,
as ceélulas sao de rapida expanséo in vitro (DE MENDONCA COSTA, 2008).

As DPSCs tem mostrado a capacidade de prover a regeneragdo do
complexo dentino pulpar. Ainda, devido ao seu alto potencial osteogénico, as
DPSCs vém sendo vislumbradas na utilizagdo clinica, no intuito de neoformar
tecido 6sseo ao redor de implantes dentarios (ITO et al., 2011), tratar reabsorcdes
o0sseas (D’AQUINO et al.,, 2009), e resseccbes decorrentes de cirurgias para
remocado de tumores (YELICK e VACANTI, 2006). Além da capacidade de
diferenciacdo em tecido 6sseo as DPSCs podem diferenciar-se em tecido
muscular, adipogénico (MIKAMI et al., 2011), neuronal, condrogénico, bem como
em células vasculares endoteliais (KARAOZ et al., 2011).

Dada a relevancia clinica do desenvolvimento de pesquisas abordando
células tronco em engenharia tecidual e areas afins, associada a necessidade
dessas células para o enriguecimento dos estudos de engenharia tecidual na
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas, este trabalho
objetivou estabelecer a metodologia de isolamento das células tronco de origem
pulpar, na nossa Instituicdo, para posterior utilizacdo em experimentacoes.

2. METODOLOGIA
Isolamento Celular

O referido trabalho foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (FO-UFPel).
Foram coletados 17 terceiros molares, recém-extraidos. Os dentes foram
armazenados em falcons com 15 mL de meio de eagle modificado por Dulbecco
acrescido de antibiotico (DMEM; Cultilab), com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB,;
Gibco) e mantidos em baixa temperatura para serem transportados ao laboratério.

No laboratério, foi realizada uma linha de fratura nos dentes extraidos com
auxilio de um cinzel. A polpa foi removida da camara pulpar com curetas de
dentina e fragmentada em explantes, os quais foram assentados em placas de 6
pocos, acrescido de meio DMEM/Ham F 12 com 15% de SFB (Hyclone), 1% de
antibidtico e 1% de aminoacidos ndo essenciais (Gibco). As placas foram



incubadas em estufa, por 14 dias, sob temperatura de 37°C, em atmosfera imida
e com 5% de CO,. Apdés duas semanas, as placas foram analisadas em
microscopio invertido. Quando as células atingiram 80% de confluéncia as células
foram repicadas utilizando-se uma solucao 0,25% Tripsina-EDTA (Cultilab).

Ensaio de Proliferacéo Celular

A viabilidade celular foi determinada através do ensaio colorimétrico de
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) no momento em
que células encontravam-se em P3, P4, P6 e P7 (BERNARDI, et al. 2011). As
células foram plaqueadas em uma densidade de 2500 células/cm?® e 1000
células/cm?, perfazendo 5 repeticbes por densidade. Apés 1, 3, 5 e 7 dias de
cultivo, foram adicionados ao meio de cultivo 20 uL de MTT (5 mg de MTT/mL de
meio de cultivo) por poco e incubado por 4h. Desprezou-se o liquido contido nos
pocos, adicionou-se 200 uL de DMSO e colocou-se as placas em um shaker por 5
min a 150 rpm. A leitura da absorbéancia foi realizada em espectofotdmetro
(Thermo Plate TP-Reader) em um comprimento de onda de 450 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, a obtencdo de células tronco deu-se através do isolamento
celular a partir do tecido pulpar dental de 3° molares recém extraidos. A escolha
desse tipo celular deu-se em funcéo dos 3° molares serem os ultimos dentes a se
desenvolverem plenamente, o que atribui maior taxa de proliferagdo celular
quando comparado com dentes desenvolvidos em periodos anteriores
(GRONTHOS, et al. 2000).

O explante foi o tipo de metodologia utilizada para dissociacdo das células
tronco da matriz extracelular e dos outros tipos celulares. Acredita-se que 0s
cortes na polpa atuam como se o tecido estivesse passando por um momento de
agressao, respondendo a injdria, assim levando a migracdo continua e seletiva
das células do interior do explante para a placa de Petri, proporcionando células
com maior grau de pureza (LIZIER, et al. 2012). O cultivo celular foi realizado com
meio DMEM/ Ham F12, baseando-se num estudo de KERKIS et al. (2006), onde
mais de 80% das células tronco da polpa dental de deciduos obtidas,
responderam positivamente a coloracdo dos anticorpos para os marcadores de
células pluripotentes (células tronco embrionérias), Oct-4 e Nanog.

Sob essas condicdes, apdés 14 dias desde o procedimento de
assentamento do explante na placa, foi possivel observar a migracdo celular
proveniente do explante (FIG 1.), onde as células mantinham morfologia fusiforme
com citoplasmas afilados, caracterizando, possivelmente, um estado de alta
atividade celular. No acompanhamento microscopico dos dias seguintes,
observou-se que a confluéncia celular aumentava progressivamente, até atingir
cerca de 80% e ser necessaria utilizagdo de tripsina/EDTA, para fazer o repique
celular.



Figura 1: Analise microscoOpica da migracao celular a partir de explante
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Apés 16 dias as células migrando do Apds 28 dias, as células migrando Apbs 50 dias, as células aderidas a
explante (aumento de 10x) do explante (aumento de 20x) garrafa de cultivo celular apos o
I[grlimeiro repique (aumento de 10x)

O ensaio de proliferagdo celular possibilitou avaliar a viabilidade das
DPSCs isoladas (FIG. 2). E os resultados reinteram o que Bernardi e sua equipe
publicaram em 2011, onde constatam que, em geral, as culturas semeadas em
densidade de 2500 células/icm® apresentam valores de absorbancia
substancialmente maior que as culturas semeadas com 1000 células/cm?. Assim
como, com o aumento do tempo de cultivo ha uma tendéncia em aumentar os

valores de absorbancia obtidos (BERNARDI, et al. 2011).
FIGURA 2: Anélise grafica da proliferacédo celular
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4. CONCLUSOES

Foi possivel concluir que em torno de 14 dias ap0s a aplicagdo da técnica do
explante, houve a migracdo de células do mesmo, com a morfologia e a
proliferacdo celular adequada. No entanto, faz-se ainda necessaria a sua
caracterizacao, no intuito de confirmar sua capacidade tronco.
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