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Resumo

Introducgdo: as células-tronco (CT) possuem capacidade de induzir a regeneragio tecidual
e, portanto, apresentam um potencial terapéutico. Assim como a medula éssea e o cordido
umbilical, a polpa dentéria é uma das fontes disponiveis de CT. O seu facil acesso e o fato de
os dentes deciduos ndo serem 6rgios vitais, que normalmente sio descartados apos a esfo-
liacdo, provém um atrativo para testes de seguranca e viabilidade terapéutica dessas células.
Objetivos: descrever a coleta, o isolamento e o cultivo de CT obtidas da polpa de dentes
deciduos, assim como a sua caracterizacdo por meio de citometria de fluxo e da inducdo da
diferenciacdo em linhagens osteogénica e adipogénica. Métodos: as CT foram obtidas de
forma relativamente simples e apresentaram boa capacidade proliferativa, mesmo a partir
de pouca quantidade de tecido pulpar. Resultados: a analise por citometria de fluxo confir-
mou as caracteristicas de CT mesenquimais, com baixos niveis de expressio dos antigenos
CD34 e CD45, que sio marcadores de células hematopoiéticas, e altos niveis de expressio
dos antigenos CD105, CD166, CD90 e CD73, que sdo marcadores de CT mesenquimais.
A plasticidade das células foi confirmada pela identificacdo de depésitos de calcio nas cul-
turas que receberam meio osteogénico, e de acamulo lipidico intracelular nas culturas que
receberam meio adipogénico. Conclusdes: as CT de dentes deciduos tém um potencial
promissor de aplicacdo em regeneracio tecidual. Sendo assim, é importante difundir entre
os cirurgides-dentistas o conhecimento sobre a existéncia e as caracteristicas dessa fonte de
CT, discutindo a técnica utilizada, suas limitacdes e possiveis indicacdes.
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Coleta e cultura de células-tronco obtidas da polpa de dentes deciduos: técnica e relato de caso clinico

INTRODUCAO

As células-tronco (CT) sdo de grande interes-
se para a ciéncia, pois possuem a capacidade de
estimular a regeneracdo tecidual e, consequente-
mente, apresentam diversas perspectivas terapéu-
ticas'13, fato que torna possivel sua utilizacdo na
Odontologia'*. Contudo, ainda existem limitacdes
na sua obtencdo, cultivo e controle da prolifera-
cio e diferenciacdo, o que suscita a busca de novas
fontes, técnicas e aplicacoes.

As CT podem ser de origem embrionaria ou
adultas?®’>. As CT adultas estio presentes em di-
versos tecidos, como pancreas, medula dssea, teci-
do adiposo e corddo umbilical. Por serem obtidas
do proprio paciente, essas células apresentam as
vantagens de nio desencadear rejei¢io imunold-
gica, responderem aos fatores de crescimento ine-
rentes ao hospedeiro, além de ndo incorrerem em
limitacdes éticas e morais®. Isolar CT humanas
adultas com alta qualidade, a partir de diferentes
fontes acessiveis, € um dos pilares da terapia celu-
lar, pois elas apresentam caracteristicas particula-
res e é possivel que existam fontes preferenciais
para cada necessidade especifica!>1%17.

Recentemente foi descoberta uma nova fonte
de CT proveniente da polpa de dentes deciduos!®.
O seu fécil acesso e o fato de ndo serem 6rgios vi-
tais, que normalmente sio descartados apos a es-
foliagdo, provém um atrativo para testes de segu-
ranca e viabilidade terapéutica. Estudos realizados
com essas células ressaltam uma grande capacidade
de proliferacio e de inducdo da regeneracio teci-
dual'>171819 'mas ainda existem limitacdes em rela-
¢do a quantidade de células disponiveis e também
quanto a técnica de coleta e cultura celular'®?.

Embora ainda sejam necessarias uma padroni-
zacdo das técnicas e a realizacio de estudos clini-
cos que determinem o seu potencial de aplicacio,
o presente estudo visa, por meio de uma descri-
cdo de técnica e relato de caso, difundir entre os
cirurgides-dentistas o conhecimento sobre as CT
obtidas a partir da polpa de dentes deciduos, dis-
cutindo a técnica utilizada, suas limitacdes e seu
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possivel potencial terapéutico. Isso permitird que
esses profissionais informem aos seus pacientes e
responsaveis que, mesmo sendo uma técnica expe-
rimental, existe uma perspectiva promissora; e que
esse tecido, usualmente descartado, pode ser cole-
tado e criopreservado para um possivel uso futuro.

TECNICA E RELATO DE CASO CLINICO
Obtencao do tecido

Paciente do sexo feminino, com 8 anos de idade,
portadora de denti¢io mista, acompanhada desde
os 5 anos por uma ortodontista, foi selecionada
como doadora para coleta do tecido pulpar, apos
autorizacdo dos seus responsaveis. Foram solicita-
dos exames radiogréficos e fotograficos e, em con-
junto com a ortodontista, as unidades 6.3,7.3,7.5 e
8.3 foram definidas como alvo, por estarem na fase
de esfoliacdo e ndo apresentarem lesdes cariosas.

A cirurgia foi realizada em duas etapas, com um
intervalo de 15 dias. Para a realizacio do procedi-
mento é necessirio um controle rigoroso da cadeia
asséptica, devido a grande presenca de microrganis-
mos no meio bucal. Foi realizada a assepsia extra-
bucal, profilaxia intrabucal, bochecho com clorexi-
dina 2% e, em seguida, foi feita anestesia infiltrativa
e gengival, sindesmotomia e retirada das unidades
com um férceps infantil, com um minimo de tem-
po e contato com a saliva. Quaisquer residuos de
tecido mole foram retirados e as unidades foram
imediatamente colocadas em recipientes indivi-
duais contendo meio de cultura DMEM (Sigma
Chemichal Co. St. Louis, EUA) com 50mg/ml de
gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, Brasil),
acondicionadas entre 4 e 8°C e encaminhadas para
o laboratério para o isolamento das células.

Isolamento, selecdo e expansao
das CT mesenquimais

Todo o procedimento de retirada da polpa e cul-
tura celular foi realizado em fluxos laminares ver-
ticais. O acesso a ciAmara pulpar foi feito, quando
necessario, com discos diamantados (KG Sorensen,
Sao Paulo, SP, Brasil) em baixa rotacdo, sob irrigacio
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constante, sendo o tecido pulpar retirado com o au-
xilio de curetas e limas endodonticas. Uma limita-
¢do encontrada foi a pequena quantidade de tecido
pulpar obtido. Das quatro unidades dentérias ex-
traidas, uma ja ndo tinha tecido pulpar e as demais
apresentaram pequena quantidade de polpa e, con-
sequentemente, disponibilizaram poucas células
para o inicio do cultivo. O tecido obtido foi imedia-
tamente acondicionado em garrafas de cultura, com
meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) su-
plementado com 10% de soro bovino fetal (SBF;
Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e armazenadas em
estufa a 37°C e 5% de CO, para proliferacio celu-
lar e aderéncia a garrafa. A troca do meio completo
foi feita a cada trés dias, durante um periodo apro-
ximado de 10 dias, quando a cultura obteve cerca
de 80-90% de confluéncia, sendo acompanhada por
meio de microscopio optico invertido. As CT, apos
adesdo a superficie plastica, apresentaram uma for-
ma inicial ovoide, que evoluiu durante as primei-
ras 24 horas para uma forma fibroblastoide, que se
manteve até a confluéncia (Fig. 1). Ao longo das
trocas, as CT mesenquimais aderentes foram sele-
cionadas, enquanto as células suspensas no meio de
cultura foram sendo descartadas.

FIGURA 1 - Acompanhamento por microscopia optica da cultura prima-
ria de CT provenientes de dentes deciduos. A) Células esparsas, ainda
com forma arredondada. B) Células com caracteristica fibroblastoide,
apos 72h de cultivo. C) Estabilizacado da morfologia celular e aumento da
proliferag&o. D) Cultura com confluéncia total.
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Apés confluéncia da cultura, foi realizada a
liberagdo das células da superficie plastica, para
permitir a continuidade da proliferagio e a crio-
preservacido de parte das células. Para liberar as
células, foi feita a troca do meio, por duas vezes,
com solucido salina estéril e, apés a remocio da
solucio salina, foi adicionada solucio de tripsina
a 0,25% (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil), du-
rante 2-5 minutos, para que as liga¢cdes das célu-
las 2 matriz extracelular fossem desfeitas, permi-
tindo o desprendimento das células da superficie
plastica da garrafa de cultura.

Apés confirmacdo do desprendimento das
células, por observacdo em microscopio 6ptico
invertido, a enzima foi inativada pela adigio de
meio completo. O meio da garrafa, contendo
as células, foi entdo coletado utilizando-se uma
pipeta e centrifugado a 1.500rpm por 10 mi-
nutos. O sobrenadante foi desprezado e o pel-
let de células ressuspendido em 1ml de meio
DMEM suplementado com 10% de SBF. Nesse
momento, uma parte das células foi separada
para criopreservacio em nitrogénio liquido,
para estudos posteriores e possiveis utilizacoes
terapéuticas, enquanto o restante foi utilizado
para continuidade da cultura, permitindo a ca-
racterizacao in vitro.

Para a criopreservacio, foi respeitada a con-
centracdo méaxima de 10°~107 células por tubo,
sendo adicionado um volume final de 1ml, sendo
900ul de meio completo contendo as células e
100ul de dimetilsulfoxido (DMSO). Os tubos de
criopreservagio foram submetidos a abaixamen-
to criostatico, variando a temperatura de 4°C a
-80°C por 24 horas e, posteriormente, foram es-
tocados em nitrogénio liquido.

Caracterizacdo das CT mesenquimais

A caracteriza¢do das células foi realizada
por meio da anilise por citometria de fluxo
e da confirmacio da plasticidade celular por
meio da inducdo da diferenciacdo em linhagens
osteogénica e adipogénica.
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Citometria de fluxo

As células da amostra foram marcadas com
anticorpos monoclonais especificos ligados a
fluorocromos, e submetidas a leitura em citd-
metro de fluxo. Os anticorpos utilizados fo-
ram o anti-CD90 humano FITC, o anti-CD45
humano APC, o anti-CD166 humano PE, o
anti-CD73 humano PE (BD Pharmingen), o
anti-CD34 humano PE (Becton Dickinson) e
o0 anti-CD105 humano FITC (R&D Systems).

As células com confluéncia abaixo de 100% foram
tripsinizadas, conforme descrito anteriormente. Ime-
diatamente apos o desprendimento, as células foram
ressuspensas em meio DMEM suplementado com
10% de SBF, e permaneceram em repouso na estufa
por 2 horas. Apés o periodo de repouso, as células fo-
ram lavadas com solucdo salina a 4°C por duas vezes,
a 3.000rpm por 2 minutos a 10° C, e ressuspensas em
Iml de solucdo salina. Foram adicionados 200ul da
solucdo em tubos, que receberam 2ul dos anticorpos.
Os tubos foram incubados a 4° C ao abrigo da luz por
30 minutos e foram lavados por duas vezes com solu-
¢do salina a 4°C (1ml) por centrifugacdo a 2.000rpm,
a 1°C, durante 2 minutos. Apos esse procedimento,
foi realizada a aquisi¢io dos dados e as anili-
ses no citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, San Diego, CA) utilizando o pro-
grama CellQuest. Pelo menos 50.000 eventos
foram coletados e analisados.

Os resultados confirmaram as caracteristicas
de CT mesenquimais (Tab. 1) com baixos niveis
de expressio dos antigenos CD34 e CD45, que

TABELA 1 - Anélise por citometria de fluxo de CT obtida de dente
deciduo. Porcentagem de células positivas para CD90, CD73, CD34,
CD45, CD166 e CD105 na populacdo total.

CD90 99,92%
CD73 99,95%
CD34 0,08%
CD45 2,40%
CD166 96,80%
CD105 97,00%
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sio marcadores de células hematopoiéticas, e
altos niveis de expressio dos antigenos CD105,

CD166, CD90 e CD73, que sio marcadores de

CT mesenquimais®.

Diferenciacdo osteogénica

As células foram cultivadas em placa de 24 pogos,
em meio DMEM suplementado com 10% de soro
bovino fetal, durante dois dias, até atingirem 50%
de confluéncia. A partir desse momento, utilizou-
-se 0 meio indutor de osteogénese, que é compos-
to por: meio DMEM contendo 10% de soro bovino
fetal, 100nM de dexametasona, 0,05 de mM L-4ci-
do ascorbico 2-fosfato e 10mM de b-glicerofosfato
(Sigma-Aldrich, EUA). O tempo de cultura foi de
21 dias. Como grupo controle, as células foram culti-
vadas em meio DMEM suplementado com 10% de
soro bovino fetal. Os experimentos foram feitos em
triplicata, o meio das culturas foi trocado a cada trés
dias e a evolucio da diferenciacio foi acompanhada
diariamente através de microscopio optico.

Para a confirmacdo da capacidade de dife-
renciacdo osteogénica, utilizou-se a marcacio
por alizarina vermelha, que identifica a deposi-
cdo de célcio na cultura. Apés 21 dias de culti-
vo, as culturas foram lavadas com PBS, fixadas
com paraformaldeido 4% (Electron Microsco-
py Sciences, EUA) durante 30 minutos, lavadas
duas vezes com 4gua destilada, quando foi apli-
cada a alizarina vermelha 2% (Sigma-Aldrich,
EUA) por trés minutos. Apos a remocao da ali-
zarina, as culturas foram lavadas trés vezes com
dgua destilada, para remocio de residuos, e as
areas coradas foram analisadas com microsco-
pio optico para confirmacgdo da coloragio e
avaliacdo qualitativa.

Em todas as culturas que receberam meio
osteogénico, foram encontradas deposicdes de
célcio em tonalidade vermelha, decorrente da
coloracdo por alizarina, enquanto no grupo con-
trole negativo ndo foram encontrados depositos
de célcio em nenhum dos pocos, confirmando a
plasticidade das células cultivadas (Fig. 2).
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Diferenciacdo adipogénica

As células foram cultivadas em placa de seis
pocos, em meio DMEM suplementado com
10% de soro bovino fetal, até atingirem 100%
de confluéncia. Em seguida foram estimuladas,
por até trés semanas, com meio DMEM modifi-
cado contendo: 10% de soro bovino fetal, 60uM
de indometacina (Sigma-Aldrich), 0,5uM de
isobutilmetilxantina (Sigma-Aldrich) e 0,5uM
de hidrocortisona (Sigma—-Aldrich). Em todos
os experimentos foi mantido um grupo controle
cultivado em meio DMEM suplementado com
10% de soro bovino fetal. Os meios de cultura
foram trocados a cada trés dias.

A evolucio da diferenciacio foi acompa-
nhada diariamente em microscépio invertido.
Para observar a deposicdo de gordura, os pogos
foram lavados com PBS, as células foram fixa-
das com PFA 4%, durante 1 hora, a tempera-
tura ambiente, e coradas com solu¢io de Oil
Red (Sigma - Aldrich) (3 volumes de 3,75%
Oil Red O em isopropanol e 3 volumes de dgua
destilada) por 5 minutos, seguido de lavagem

com agua destilada para remocio de residuos.

; A

FIGURA 2 - Indugdo da diferenciagdo das CT de dentes deciduos culti-
vadas com meio osteogénico. Anélise por microscopia 6ptica dos dep6-
sitos de célcio corados pela alizarina vermelha apds 21 dias de cultura.
A) Controle negativo com meio DMEM, sem depdsitos de célcio. B-D)
Diferenciacdo celular em meio de inducdo osteogénica, confirmada
pela presenca dos depositos de calcio corados pela alizarina vermelha.
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Ap6s 14 dias ja foram identificados nas cultu-
ras acamulos lipidicos intracelulares, confirmando
a plasticidade das células cultivadas (Fig. 3), en-
quanto no grupo controle negativo nio foram en-
contradas goticulas em nenhum dos pocos.

DISCUSSAO

A comunidade cientifica tem produzido traba-
lhos que demonstram a importancia e as perspec-
tivas da terapia com CT em éreas diversas como
em lesdes medulares?®, alteracdes neurolégicas
como Parkinson® e mal de Alzheimer?', doencas
autoimunes como diabetes tipo 1>'5, doencas he-
péticas'3, lesdes renais’ e degeneracdes da retina?.
Em alguns casos, como nas doencas coronarianas,
ja existem resultados clinicos consistentes”!® que
indicam a sua seguranca e viabilidade.

Na Odontologia, os experimentos tém sido
voltados para o uso da terapia celular na rege-
e para a coleta,
isolamento, cultivo e caracterizagio de CT a
partir da polpa de dentes'®!%%*. Alguns estudos
indicam que as CT obtidas dos dentes deciduos

neracdo de tecidos bucais'>!'4%

apresentam um maior potencial regenerativo e

FIGURA 3 - Indugdo da diferenciagdo das CT de dentes deciduos
cultivadas com meio adipogénico. Anélise por microscopia 6ptica
dos actimulos lipidicos intracelulares apos 14 dias de cultura, con-
firmando a diferenciacgéo.
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de proliferagdo do que as dos dentes permanen-
tes'61719 "além de terem facil acesso, ndo serem
orgios vitais e que, ap6s a esfolia¢do, normal-
mente sio descartados. Conjectura-se que CT
de diferentes origens podem ter diferentes ca-
racteristicas e, consequentemente, indicacdes
especificas para aplicacio terapéutica.

A esfoliacdo dos dentes deciduos, entretanto, é
um dos fatores limitantes do seu uso, pois acarreta
em um tempo limitado de disponibilidade desse
tipo de dente (a partir dos seis, até por volta dos
12 anos de idade da crianca)?. A maneira de se
contornar essa limitagdo é indicar, aos responsa-
veis pelo paciente, a coleta do tecido no periodo
da esfoliacdo e o cultivo e criopreservacao das cé-
lulas em nitrogénio liquido. Essa técnica é bem es-
tabelecida e descrita na literatura, o que permite a
manutencio das suas caracteristicas?®?’.

Recentemente, tem sido testada a possibili-
dade de criopreservacao do tecido pulpar, ou até
mesmo de todo o dente, ao invés das CT, para
descongeli-lo quando necessario e realizar a co-
leta e cultura dessas?®?. Sendo comprovado que
essas células nio sofrem alteracdes em qualida-
de e quantidade com o decorrer do tempo, esse
processo de criopreservacdo do tecido, ao invés
das CT, torna o armazenamento mais simples e
com menor custo, pois o procedimento labora-
torial de cultura s6 seria feito quando indicada a
utilizacio das células, o que economizaria tem-
po, reagentes e pessoal, além de requerer uma
estrutura laboratorial mais simples.

No presente trabalho, a técnica de obtencdo
e cultura das CT de dentes deciduos mostrou-
-se rapida e relativamente simples. No entanto,
conseguiu-se pequena quantidade de tecido pul-
par e, consequentemente, de células para iniciar a
cultura. Essa condi¢do pode se constituir em um
obstéculo para sua utilizagio efetiva como tera-
pia, pois pode ser necessirio um maior tempo de
cultura e de divisdes celulares, o que pode levar
a mudangas nas caracteristicas dessas células®.
Dessa forma, uma alternativa a essa limitagdo ¢
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solicitar a avaliacdo e o acompanhamento do pa-
ciente com denti¢io mista por um ortodontista,
para indicar a realizacio de exodontias de um
namero maior de unidades, mas que nio alterem
o desenvolvimento normal da denticio.

Outro problema a ser evitado, por caracteris-
ticas proprias do meio bucal, é o risco de con-
taminacdo das culturas por microrganismos?®%.
Além dos cuidados de manipulacdo inerentes a
técnica de cultivo de células, faz-se necessaria a
observacido de critérios tais como a auséncia de
lesdes cariosas extensas nas unidades dentarias
selecionadas, controle da cadeia asséptica duran-
te o procedimento cirturgico, além de evitar que a
polpa da unidade retirada entre em contato com
os fluidos bucais. Devem ser selecionadas unida-
des dentarias em estado avancado de rizoélise, mas
com epitélio juncional integro, para nio ocorrer
uma contaminacio prévia do tecido pulpar.

Recentemente, a American Academy of
Pediatric Dentistry publicou um texto®® que
aconselha os dentistas a acompanharem os
avancos dos trabalhos publicados sobre as CT
originarias de dentes deciduos, para que eles
possam orientar os pais sobre a coleta, cultura,
preservacdo e possiveis usos dessas células.

CONCLUSAO

A técnica de coleta e cultura de CT obtidas
de dentes deciduos mostrou-se relativamente
simples e rapida. A utilizacio dessas células
ainda ndo esta indicada para o uso clinico cor-
riqueiro, mas apresenta perspectivas promisso-
ras. Sabe-se, portanto, que sdo necessarios no-
vos experimentos, in vitro e in vivo, e estudos
clinicos para confirmar a sua seguranca e viabi-
lidade. Entretanto, essa possibilidade deve ser
divulgada entre cirurgides-dentistas, para inse-
ri-los no contexto da terapia celular e, dessa
forma, permitir que informem seus pacientes e
responsaveis a respeito dessa fonte de CT, uma
vez que existe um periodo restrito de acesso
aos dentes deciduos.
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Collection and culture of stem cells derived from dental pulp of deciduous
teeth: Technique and clinical case report

Abstract

Introduction: Stem cells (SC) are cells capable of inducing tissue regeneration, and therefore present a therapeutic
potential. In addition to the bone marrow and the umbilical cord, the dental pulp is one of the available sources
of SC. Furthermore, the facts that deciduous teeth are easily accessed and are not vital organs, usually discarded
after exfoliation, make SC from the pulp of human exfoliated deciduous teeth attractive to be used for safety and
viability tests. Objectives: To describe the collection, isolation and culture of SC obtained from the pulp of decidu-
ous teeth, as well as their characterization by flow cytometry and the induction of these cells into osteogenic and
adipogenic lineages. Methods: The SC were easily obtained and showed a good proliferation capacity, even com-
ing from a small amount of pulp tissue. Results: The flow cytometry analysis confirmed the mesenchimal SC char-
acteristics of the cells, with low level of expression of CD34 and CD45 antigens, which are markers for hematopoi-
etic cells, and high levels of CD105, CD166, CD90 and CD73 antigens, which are mesenchymal SC markers. The
plasticity of the cells was confirmed by the identification of calcium deposits in cultures that received osteogenic
medium and intracellular lipid accumulation in the cultures that received the adipogenic medium. Conclusion:
The application of SC obtained from deciduous teeth for tissue regeneration is promising and should be further
investigated. This highlights the importance of spreading among dentists the knowledge about the existence and

characteristics of this source of SC, discussing the technique, its limitations and possible applications.

Keywords: Stem cells. Cell culture techniques. Deciduous teeth.
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