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RESUMO 

 

Isolamento e caracterização de células-tronco mesenquimais obtidas a partir da 

polpa dentária imatura de cães 

Estudos com células-tronco de tecidos adultos representam uma relevante alternativa para 

a identificação de nichos celulares de elevada plasticidade e coleta inócua ao paciente. A 

polpa de dente representa um nicho de células-tronco mesenquimais (CTM), cujas 

características de plasticidade não estão totalmente definidas, mas que apresentam um 

promissor potencial de diferenciação. Acredita-se que a polpa de dente decíduo possa 

apresentar características de plasticidade similares à de outras CTM, fato que suscita a 

necessidade de investigação científica. Dessa forma, esta pesquisa teve por objetivo 

adequar protocolos para isolamento, expansão e caracterização imunofenotípica por 

citometria de fluxo das CTM de polpa dentária imatura de cães (CTPD-ic). Para tanto, 

foram utilizados três dentes decíduos, dos quais foram obtidas as polpas dentárias. O 

tecido foi dissociado mecanicamente e as células obtidas, cultivadas e expandidas em 

meio DMEM-F12 suplementado até a obtenção de uma monocamada celular aderente, 

homogênea e de morfologia fusiforme. Realizaram-se ensaios de unidades formadoras de 

colônias (UFC) e cinética celular por curva de crescimento por saturação. Induziu-se 

diferenciação das células em três linhagens distintas e caracterizou- se as células por 

citometria de fluxo. O ensaio de UFC permitiu identificar 38 colônias homogêneas e o 

estudo de cinética celular demonstrou intensa proliferação celular. As células induzidas 

in vitro às diferenciações osteogênicas, adipogênicas e condrogênicas, evidenciaram 

satisfatoriamente osteoblastos, adipócitos e condrócitos, respectivamente. Na citometria 

de fluxo, as células aderentes apresentaram expressão do marcador CD105 e ausência de 

marcação em CD14 e CD45. Desta forma, pôde-se constatar que as células oriundas da 

polpa de dente imatura canina constituem-se de uma população bem definida de CTM, 

com características semelhantes às encontradas em outros nichos anatômicos, em 

diferentes espécies. O tecido dentário decíduo é de fácil obtenção, inócuo e indolor, 

dispensando o uso de procedimentos anestésicos ou cirúrgicos. As CTMPD-ic 

representam uma importante alternativa para manutenção de um banco de células-tronco 

mesenquimais caninas e, por seguinte, poderão colaborar com futuros estudos pré-

clínicos. 

Palavras-chave: Cão, dentes, decíduos, célula-tronco, cultivo celular. 
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ABSTRACT 

 

Isolation and characterization of mesenchymal stem cells obtained from dog 

immature dental pulp 

Researches on stem cells from adult tissues provide a relevant alternative to the 

identification of niches of niches with high plasticity and harmless collection to the 

pacient. The dental pulp constitutes a niche of mesenchymal stem cells (MSCs), whose 

have a promising differentiation potential. It is believed that the pulp of a deciduous tooth 

can present similar plasticity characteristics to other MSCs, which makes room to the 

need of scientific investigation. Therefore, this study aimed to adapt protocols for 

isolation, expansion and immunophenotypic characterization by flow cytometry of MSC 

of canine immature dental pulp (MSCDP-ci). For this purpose, three deciduous teeth were 

used from which dental pulp was obtained. The tissue was mechanically dissociated then 

resulting cells were cultivated and expanded in culture medium DMEM-F12 

supplemented until obtaining an adherent cell monolayer, homogeneous and fusiform 

morphology. They were held colony forming unit (CFU) essay and cell kinetics with 

growth curve for saturation. It was induce differentiation of the cells into three distinct 

lineages and was characterized the cells by flow cytometry. The CFU essay identified 38 

colonies homogeneous and cell kinetics study It showed intense cell proliferation. The 

induced cells, in vitro, to the osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation, 

demonstrated satisfactorily, osteoblasts, adipocytes and chondrocytes, respectively. In 

flow cytometry, the adherent cells exhibited the expression of marker CD105 and absence 

of expression of CD14 and CD45. Thus, It could be seen that the cells derived from canine 

immature dental pulp constitute a well-defined population of MSC, with similar 

characteristics to those found in other anatomical niches in different species. The 

deciduous tooth tissue is easily obtainable, harmless and painless, eliminating the use of 

anesthetic or surgical procedures. The MSCDP-ci represents an important alternative to 

maintaining a database of canine mesenchymal stem cells and, following, can cooperate 

with future pre-clinical studies. 

Key words: Canine, teeth, deciduous, stem cell, cell culture 
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INTRODUÇÃO 

 

As células-tronco somáticas (CTS), isoladas a partir de tecidos adultos, vem 

adquirindo notoriedade científica nos últimos anos, pela demonstração, in vitro, em 

algumas linhagens destas células, de características de plasticidade e expressão de 

marcadores moleculares semelhantes às células-tronco embrionárias (CAPLAN e 

BRUDER, 2001; KREBSBACH e ROBEY, 2002; PITTENGER e MARTIN, 2004). 

Embora as CTS, de uma forma geral, representem uma relevante alternativa para estudos 

pré-clínicos dadas às características de multipotencialidade, permitindo a indução de 

diferenciação em tecidos mesodermais e não mesodermais, algumas linhagens de CTS, 

particularmente, demonstram pluripotência, tal qual células-tronco embrionárias (CTE) 

isoladas de blastocistos (KREBSBACH e ROBEY, 2002).  

Jiang et al. (2002) já haviam demonstrado a existência de uma pequena população 

de células-tronco similares às células-tronco embrionárias (very small embryonic-like 

stem cells) em tecidos pós-natais. Posteriormente, Pierantozzi et al. (2011) confirmaram 

os achados de Jiang et al. (2002), demonstrando a expressão de marcadores moleculares 

de pluripotência, como NANOG, expresso progressivamente em culturas de células-

tronco mesenquimais (CTM), uma linhagem de CTS, em passagens iniciais.  

Além das características de multi ou pluripotencialidade, as CTS apresentam 

outras vantagens como grande variedade de linhagens pós-natais, segurança 

clínico/cirúrgico para obtenção de amostras, ausência de questões éticas e religiosas 

associados às técnicas de coleta e possibilidade de transplante in situ ou administração 

sistêmica, de forma indiferenciada, sem riscos à indução de neoplasias (ULMER et al., 

2010) 

Das linhagens de CTS pesquisadas até o presente momento, as mesenquimais 

(MSC) apresentam maior plasticidade, originando tecidos mesodermais e não 

mesodermais (MEIRELLES et al., 2006). Essas células estão presentes em pequenas 

quantidades, nas regiões perivasculares adultas, em humanos e animais, incluindo a 

medula óssea (MO), cordão umbilical, tecido adiposo, periósteo, tecido muscular, polpa 

dentária e órgãos parenquimatosos (MEIRELLES et al., 2008; MAMBELLI et al., 2009; 

ZUCCONI et al., 2010; BHARTIYA et al., 2012).  

Estudos foram desenvolvidos no Núcleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com 

Células-tronco (NUPCelt/UFPI) sobre coleta e isolamento de CTM de cutias (Dasyprocta 
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prymnolopha) obtidas a partir da medula óssea (CABRAL et al., 2012; ROCHA, 2015) e 

da polpa de dente (CARVALHO et al., 2015). Ainda, em animais silvestres, como no 

cateto (Tayassu tajacu) obtiveram êxito na coleta e isolamento de CTM oriundas da 

medula óssea (ARGÔLO NETO et al., 2016) e do tecido adiposo (PESSOA et al., 2014). 

Semelhantes estudos, foram realizados com a espécie caprina utilizando CTM da medula 

óssea (SILVA FILHO et al., 2014), do tecido adiposo (COSTA, 2015) e da geléia de 

Warthon do cordão umbilical (SILVA, 2016). Nestas pesquisas, foi demonstrada a 

elevada plasticidade das CTM isoladas, por meio da indução de diferenciação celular nas 

linhagens adipogênica, ostogênica e condrogênica, e identificaram expressão dos 

marcadores CD90, CD105 (CARVALHO et al., 2015; SILVA, 2016) e OCT-4, NANOG, 

PCNA, Vimentina e CK-PAN (SILVA FILHO et al., 2014).  

Argôlo Neto et al. (2012) demonstraram a eficácia de CTM medulares autólogas 

murinas no tratamento de feridas cutâneas diabéticas em camundongos. Analogamente, 

Cabral et al. (2012) induziram reparação glomerular em rins de cutias portadoras de 

insuficiência renal iatrogênica por meio do transplante autólogo de CTM medulares. 

Em humanos, Martin-Rendon et al. (2008), induziram diferenciação osteogênica, 

adipogênica e condrogênica em CTM isoladas de parede de cordão umbilical e medula 

óssea. Para os autores, as CTM de medula óssea apresentaram maior plasticidade que as 

da parede do cordão umbilical.  

Outra fonte de CTS, as da polpa dentária, foram, primeiramente, isoladas e 

caracterizadas em humanos por Gronthos et al. (2000). Estas células constituem-se numa 

linhagem de CTM. Segundo estes autores as CTM de polpa dentária apresentam 

plasticidade superior às isoladas da medula óssea e do tecido adiposo humano. 

Estudos in vitro e pré-clínicos com CTM da polpa dentária tem ganhado espaço 

na pesquisa científica. Yamada et al. (2006) identificaram expressão de marcadores de 

indiferenciação celular (OCT-4 e NANOG) e relataram maior plasticidade das CTM da 

polpa dentária humana comparada as CTM isoladas da MO. Sloan e Smith (2007); Kadar 

et al. (2009), Dissanayaka et al. (2011), Soares (2015) e Carvalho et al. (2015) induziram 

diferenciação de CTM de polpa dentária humana em osteoblastos, adipócitos, 

condroblastos, odontoblastos, demonstrando a elevada plasticidade dessas células.  

Os protocolos para CTM de polpa dentária humana imatura (hiDPSC – human 

immature dental pulp stem cell) ainda estão sendo desenvolvidos e aprimorados 

(KERKIS et al., 2006). Pesquisas recentes in vitro utilizando estas células, identificaram 
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a expressão de marcadores de pluripotência similares aos expressos por CTE de 

blastocistos (KERKIS et al, 2006; DISSANAYAKA et al., 2011). 

Yamada et al. (2011), em um estudo comparativo com CTM da polpa de dente 

imatura, polpa de dente adulta e medula óssea de cães, demonstraram maior eficácia das 

primeiras, em relação às demais, no tratamento pré-clínico alógeno de lesões ósseas 

experimentalmente induzidas. De forma análoga, Kadar et al. (2009) e Dissanayaka et al. 

(2011) demonstraram intensa proliferação de CTM da polpa dentária quando comparada 

as CTM da medula óssea em cães. 

A polpa de dente pode ser obtida a partir da extração cirúrgica do dente, um 

procedimento rotineiro em clínicas odontológicas, ou através da troca natural dos dentes 

decíduos pelos permanentes. Em humanos, o terceiro dente molar pode se manter dentro 

da mandíbula até a vida adulta. Até esta fase, o tecido embrionário da lâmina dentária 

está em repouso, apresentando-se indiferenciado. Isso significa que a estrutura dentária 

ainda é imatura com células indiferenciadas dentro da polpa dentária germinativa 

(TIRINO et al., 2011). 

Os cães não apresentam dentição molar decídua, apenas pré-molar, totalizando 28 

dentes decíduos e 42 permanentes. A polpa dentária é longa, situada em um canal 

recoberto por uma camada com odontoblastos.  Esse canal mostra-se reduzido na medida 

em que o dente envelhece, devido à deposição de dentina. Assim, a polpa dentária de cães 

apresenta estrutura semelhante à encontrada no dente humano, apresentando a polpa 

dentária imatura, vantagens por seu revestimento com odontoblastos e características do 

mesênquima derivadas da embriogênese (BEZUIDENHOUT, 2007). 

O objetivo desse estudo foi adequar protocolos para isolamento, expansão e 

caracterização imunofenotípica por citometria de fluxo das CTM de polpa dentária 

imatura de cães (CTPD-ic). Aliado a isso, criopreservar as CTPD-ic, para formação de 

um banco dessas células, visando futura utilização em estudos pré-clínicos. 

Este trabalho encontra-se estruturado com uma Introdução, Capítulo I, 

Considerações Finais e Referências. O Capítulo I apresenta organização estrutural de um 

artigo científico cujo título é “Isolamento e caracterização de células-tronco 

mesenquimais obtidas a partir da polpa dentária imatura de cães” foi desenvolvido 

conforme as normas do periódico “Research in Veterinary Science” (ISSN: 034-5288). 
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ABSTRACT 

Researches on stem cells from adult tissues provide a relevant alternative to the 

identification of niches of niches with high plasticity and harmless collection to the 

pacient. The dental pulp constitutes a niche of mesenchymal stem cells (MSCs), whose 

have a promising differentiation potential. It is believed that the pulp of a deciduous tooth 

can present similar plasticity characteristics to other MSCs, which makes room to the 

need of scientific investigation. Therefore, this study aimed to adapt protocols for 

isolation, expansion and immunophenotypic characterization by flow cytometry of MSC 

of canine immature dental pulp (MSCDP-ci). For this purpose, three deciduous teeth were 

used from which dental pulp was obtained. The tissue was mechanically dissociated then 

resulting cells were cultivated and expanded in culture medium DMEM-F12 

supplemented until obtaining an adherent cell monolayer, homogeneous and fusiform 

morphology. They were held colony forming unit (CFU) essay and cell kinetics with 

growth curve for saturation. It was induce differentiation of the cells into three distinct 

lineages and was characterized the cells by flow cytometry. The CFU essay identified 38 

colonies homogeneous and cell kinetics study It showed intense cell proliferation. The 

induced cells, in vitro, to the osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation, 

demonstrated satisfactorily, osteoblasts, adipocytes and chondrocytes, respectively. In 

flow cytometry, the adherent cells exhibited the expression of marker CD105 and absence 

of expression of CD14 and CD45. Thus, It could be seen that the cells derived from canine 

immature dental pulp constitute a well-defined population of MSC, with similar 

characteristics to those found in other anatomical niches in different species. The 

deciduous tooth tissue is easily obtainable, harmless and painless, eliminating the use of 

anesthetic or surgical procedures. The MSCDP-ci represents an important alternative to 

maintaining a database of canine mesenchymal stem cells and, following, can cooperate 

with future pre-clinical studies. 

Key words: Canine, teeth, deciduous, stem cell, cell culture 
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1. Introdução 

 

Estudos com células-tronco somáticas (CTS) representam uma relevante 

alternativa para a identificação de linhagens celulares com elevada plasticidade e cujo 

nicho anatômico permita coletas inócuas aos pacientes. A polpa de dente humana ou 

animal é um sítio anatômico pós-natal constituído por uma população de células-tronco 

mesenquimais (CTM), cujas características de plasticidade não estão totalmente 

definidas, mas que demonstram um promissor potencial de diferenciação in vitro, 

supostamente superior às CTS isoladas da medula óssea e do tecido adiposo (Gronthos et 

al. 2000).  

Investigações recentes utilizando CTM da polpa dentária têm identificado à 

expressão de marcadores de pluripotência celular (OCT-4 e NANOG), similar aos 

expressos em células-tronco embrionárias de blastocistos (Yamada et al., 2006), além de 

demonstrar o potencial in vitro de diferenciação dessas células, em osteoblastos, 

adipócitos, condroblastos e odontoblastos (Sloan e Smith, 2007; Kadar et al., 2009; 

Dissanayaka et al., 2011; Carvalho et al., 2015; Soares, 2015). 

De acordo com Kadar et al. (2009), as CTM da polpa dentária molar humana, 

apresentam maior taxa de proliferação que CTM de medula óssea. Estes autores atribuem 

os resultados obtidos, possivelmente, ao desenvolvimento tardio dos dentes molares, com 

manutenção de uma polpa dentária imatura por mais tempo, com maiores taxas 

proliferativas celulares.  Dissanayaka et al. (2011), informam que a polpa de dente do cão 

apresenta uma população de CTM com plasticidade similar às humanas. 

A espécie canina apresenta estrutura tecidual dentária semelhante à humana, 

possuindo polpa dentária longa, alojada em um canal recoberto por uma camada com 

odontoblastos. Esse espaço reduz-se conforme a maturidade dentária, devido à deposição 

de dentina no canal, reduzindo o percentual da polpa (Bezuidenhout, 2007). Desta forma, 

o dente decíduo, ainda imaturo, por apresentar uma polpa revestida por odontoblastos, 

provavelmente possui maior concentração de CTM e, portanto, constituir-se-ia num nicho 

anatômico superior à polpa de dente permanente (Dissanayaka et al., 2011). 

Iohara et al. (2014) comparam, in vitro, a cinética celular das CTM da polpa de 

dente de cães jovens com a de cães adultos, identificando taxas clonogênicas superiores 

nas CTM de polpas de dentes de cães jovens. As características de clonogenicidade e 

plasticidade em cultivo, associadas à expressão de marcadores moleculares de 
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pluripotência em linhagens humanas, embora inconsistentes, dada as diferenças entre as 

polpas dentárias imaturas e maduras (Dissanayaka et al., 2011), suscitam 

indubitavelmente a necessidade de investigação cientifica dessa linhagem de CTM da 

polpa dentária imatura em cães. 

O objetivo desse estudo foi adequar protocolos para isolamento, expansão e 

caracterização imunofenotípica por citometria de fluxo das CTM de polpa dentária 

imatura de cães (CTPD-ic). Aliado a isso, criopreservar as CTPD-ic, para formação de 

um banco dessas células, visando futura utilização em estudos pré-clínicos. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Meio de Cultivo Celular 

 

Utilizou-se o meio de cultivo basal Dulbecco’s Modified Eagle´s (DMEM) pH 

7.4, high glucose, sodium pyruvate, phenol red (SIGMA®, St Louis, MO, USA), 

suplementado com 20% de soro fetal bovino (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 1% de 

penicilina (100UI/mL) e estreptomicina (100µg/mL) (SIGMA®, St Louis, MO, USA), 

1% de L-glutamina (2µM) (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 1% de aminoácidos não 

essenciais (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 0,001% de β-mercaptoetanol (55mM) 

(SIGMA®, St Louis, MO, USA) e 5,96g de solução tamponante HEPES (4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (SIGMA®, St Louis, MO, USA), 

aquecidos a 37ºC. 

Para o congelamento celular, utilizou-se meio de cultivo basal suplementado 

com 40% de soro fetal bovino, solução tamponante HEPES e 10% de dimetilsulfóxido 

(SIGMA®, St Louis, MO, USA) resfriados a 4ºC e manipulados em câmara escura. 

2.2. Obtenção de dentes decíduos de cães  

 

Foram obtidos três dentes decíduos de cães com idade entre cinco e seis meses, 

sem raça definida, um canino de um animal de porte médio e dois pré-molares de um 

animal de porte pequeno, por meio de desprendimento alveolar espontâneo e doados pelos 

proprietários dos animais. Os dentes foram identificados, mantidos sob refrigeração por 

12 horas em meio de cultivo celular DMEM-F12 suplementado, e, em seguida, 



20 
 

encaminhados ao Laboratório de Cultivo de Células-Tronco (LABCelt) do Núcleo 

Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco (NUPCelt) da Universidade 

Federal do Piauí (UFPI) para extração da polpa dentária em ambiente estéril de fluxo 

laminar. 

Os protocolos utilizados neste experimento foram conduzidos seguindo as 

orientações do Comitê de Ética em Experimentação Animal, Universidade Federal do 

Piauí (CEEA-UFPI, parecer nº 105/14), de acordo com as determinações do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

2.3.  Isolamento e expansão das células-tronco da polpa dentária imatura canina  

 

Os canais dentários foram acessados mecanicamente em ambiente de fluxo 

laminar, com auxílio de agulha estéril 22G as polpas foram retiradas por tração. As polpas 

foram lavadas três vezes com PBS estéril (PBS; 0,01 M, pH = 7,4), suplementado com 

10% de penicilina-estreptomicina (ATB) e dissociadas mecanicamente com auxílio de 

lâmina bisturi em placa de Petri de 35 mm contendo meio de cultura basal completo D-

MEM/F-12 suplementado com 20% de soro fetal bovino, ATB a 5%, L-glutamina a 1% 

e aminoácidos não-essenciais a 1%.  

Em seguida, os explantes foram transferidos para poços de placa de cultivo de seis 

poços (4,9x104 cells/cm2 TPP®, Trasadingen, Suiça) contendo meio de cultivo DMEM-

F12 suplementado com 5% de ATB. O tecido foi incubado em estufa úmida a 37° C com 

5% de CO2 por 48 horas. Após este período, o meio de cultivo foi substituído por meio 

DMEM-F12 suplementado com menor concentração de antibiótico (1%) e mantido sob 

incubação.  

As células em expansão, nas placas de cultivo, foram tripsinizadas a cada 72 horas 

ou quando a confluência celular alcançava 80% da superfície de cultivo, com taxa de 

repique 1:2. As culturas eram lavadas duas vezes com PBS, adicionado solução de tripsina 

a 0,25% e incubadas por 5 minutos em estufa úmida a 37° C com 5% de CO2. Os poços 

de cultivo foram observados em microscópio óptico de luz invertida (Coleman Nib-100®) 

para a identificação do desprendimento celular e a solução de tripsina inativada pela 

adição do dobro do volume de meio basal de cultivo. O material foi transferido para tubos 

tipo falcon de 15 ml e centrifugados a 1500 rpm, 35 aceleração, durante 10 minutos. O 

pellet resultante foi ressuspendido em meio basal completo e semeado em placas de 

cultivo de seis poços para ensaios de cinética celular. 
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2.4. Ensaio de unidade formadora de colônia fibroblastóide (UFC-F) 

 

As culturas foram monitoradas e expandidas durante 20 dias, sendo o meio basal 

substituído a cada 72 horas, até a identificação de grupamentos celulares organizados em 

colônias esparsamente dispostas na superfície de cultivo. A placa de cultivo foi lavada 

com solução de PBS estéril e a cultura fixada com um mililitro de formaldeído tamponado 

durante 30 minutos. Novamente, lavada com solução de PBS estéril e a cultura corada 

com corante May-Grunwald Giemsa por 30 minutos.  

A cultura foi avaliada em microscópio invertido, nos aumentos de 40x, 100x , 

200x e 400x, observando-se a morfologia celular e a organização dos agrupamentos 

celulares. Foram consideradas colônias, agrupamentos celulares morfologicamente 

homogêneos compostos por, no mínimo, 50 células, as quais as imagens foram registradas 

através de sistema de captura de imagem Studio Launcher. 

2.5. Ensaio de cinética celular sob curva de crescimento por saturação 

 

Quatro placas de seis poços foram reservadas para o ensaio de cinética celular, 

sendo tripsinizadas, identificadas e replaqueadas em concentração de 104 células/mL. As 

culturas foram mantidas sob incubação durante 10 dias e o meio trocado a cada 72 horas. 

A cada 24 horas, selecionou-se aleatoriamente apenas um poço de cada placa de 

cultivo, os quais foram tripsinizados para avaliação de densidade e viabilidade celular. 

Nos poços que apresentaram confluência acima de 80%, com desprendimento celular, as 

células em suspensão foram descartadas e as células aderidas, tripsinizadas usualmente. 

Após a tripsinização, as células foram suspendidas em um mililitro de meio basal, 

sendo retirada uma alíquota de 10µl da suspensão celular, transferida para um poço de 

uma placa de 96 poços e corada com 10µl de solução de Azul de Trypan.  

A solução foi homogeneizada, mantida em repouso por cinco minutos e uma nova 

alíquota de 10µl da solução foi transferida para câmera de Neubauer. As células foram 

observadas em microscópio óptico (Nikon Eclipse E 200®, Japan), objetiva 10x, 

contando-se o número total de células não coradas, com membrana celular íntegra, e 

coradas em azul, com membrana celular rompida, em quatro quadrantes da câmara. 

Calculando-se a concentração celular conforme fórmula abaixo:  
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                            n° total de contadas x fator de diluição x 104 

                                Número de quadrantes contatos 

 

A viabilidade da amostra foi determinada pela relação entre a quantidade de 

células coradas pelo total de coradas e não coradas e multiplicado por 100. 

2.6. Ensaios de diferenciação celular  

 

Para a indução de diferenciação das CTPD-ic, utilizaram-se os kits de 

diferenciação StemPro® osteogênico, adipogênico e condrogênico, sob metodologia de 

duplicata, obedecendo os protocolos do fabricante. As células foram então observadas em 

microscópio invertido de contraste de fase e fotografadas em objetivas de 40x, 100x, 200x 

e 400x. 

2.6.1. Osteogênica 

 

Foram semeadas 6 x 104 células/mL em poço de cultivo celular (7x104 cells/cm2) 

contendo meio basal suplementado e mantidas sob incubação, realizando-se a 

substituição do meio a cada três dias.  

Após as culturas atingirem confluência de 80%, o meio basal foi substituído pelo 

meio de indução osteogênica (Stempro®) e as células mantidas sob incubação por 21 dias. 

O meio de diferenciação foi trocado convencionalmente a cada 3 dias e a morfologia 

celular avaliada periodicamente em microscópio invertido de contraste de fase (Coleman 

Nib-100®). 

Após 21 dias, a cultura celular foi lavada com PBS duas vezes, e fixada com 

formol tamponado a 10% durante 30 minutos em ambiente de fluxo laminar. Em seguida, 

o formol foi removido e o poço lavado com água destilada. A cultura foi então coberta 

com solução de Alizarin Red S e mantida incubada por 45 minutos em ambiente sem luz. 

O corante foi removido e o poço de cultivo lavado sequencialmente cinco vezes com água 

destilada e uma vez com PBS.  

2.6.2. Adipogênica 

 

 As células foram semeadas em concentração de 2 x 104 /mL células por poço, 

contendo meio basal suplementado e mantidas sob incubação.  
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 Após obtenção de confluência celular de 80%, o meio basal foi substituído pelo 

meio de diferenciação adipogênica e a cultura mantida sob incubação por 14 dias. O meio 

de cultivo foi substituído a cada três dias e as células avaliadas periodicamente.  

No décimo quinto dia o meio de indução foi descartado e os poços lavados com 

PBS duas vezes. A cultura foi então fixada com formol tamponado a 10% e novamente, 

lavada três vezes com PBS. Adicionou-se ao poço de cultivo isopropanol a 60% e mantido 

sob incubação por 5 minutos. Em seguida, o isopropanol foi descartado, adicionado 

solução de coloração Oil Red e as células mantidas em repouso, à temperatura ambiente, 

por 10 minutos. A solução de coloração foi então descartada e o poço novamente lavado 

com isopropanol e PBS, respectivamente. 

2.6.3 Condrogênica  

 

As células foram semeadas na concentração de 3 x 105 células/mL por poço em 

placa de cultivo de 96 poços contendo meio basal suplementado e mantidas sob 

incubação, trocando-se o meio a cada 72 horas. 

Após obter-se confluência celular de 80%, o meio foi substituído por meio de 

indução condrogênica (Stempro®) e as células mantidas sob incubação por 21 dias. O 

meio de cultivo foi substituído a cada três dias e as células avaliadas periodicamente. 

Posteriormente, o meio de indução foi descartado e as células lavadas com PBS. 

A cultura foi fixada com formol tamponado a 10% durante 20 minutos à temperatura 

ambiente, sendo lavada, em seguida, com água destilada. As células foram então cobertas 

com um mililitro de solução de Alcian Blue e incubadas em ambiente sem luz, overnight. 

Após este período, adicionou-se solução descolorante e as células foram mantidas à 

temperatura ambiente por 20 minutos. A solução descolorante foi descartada e a cultura 

lavada com PBS. 

 

2.7. Citometria de fluxo 

 

A análise das células pela citometria de fluxo foi realizada de acordo com 

metodologia descrita por Wenceslau (2009).  

Foram selecionadas três garrafas de cultivo em quinta passagem, que estavam 

mantidas em expansão. Ao alcançarem 90% de confluência, a garrafa foi tripsinizada de 
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forma usual. O pellet resultante foi ressuspendido em 1 mL de PBS e avaliado quanto à 

concentração e viabilidade. 

As células foram acondicionadas em tubos falcon de 15 ml, na concentração de 3 

x 105 células por tubo. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1500rpm, o 

sobrenadante foi desprezado e acrescentado 1µL de anticorpo com os marcadores 

celulares (Tabela 1) CD45, CD14, CD90 e CD105 por tubo e mantidos à temperatura 

ambiente por 20 minutos ao abrigo da luz. 

 

Tabela 1 

Anticorpos primários conjugados utilizados na citometria de fluxo para marcação das CTMPD-

ic. 

 

Anticorpos Fonte Reatividade Marca Cód. Produto Apresentação 

CD105 

Camundongo 

monoclonal 

Humano e 

Porco 
abcam® 53321 50 Testes 

CD90 

Camundongo 

monoclonal 

Humano, 

cachorro, porco, 

Primatas não 

humanos 

abcam® 

 

139364 

 

50 Testes 

CD14 

Camundongo 

monoclonal 

Humano abcam® 28061 100 Testes 

CD45 
Coelho 

policlonal 

Humano, porco 

e rato 
abcam® 10559 50 Testes 

 

Em seguida, acrescentou-se um 1mL de PBS à cada tubo tipo Falcon e 

recentrifugou-se as amostras, sob as mesmas condições, por três vezes seguidas. O pellet 

de cada tudo tipo falcon foi ressuspendido em 400µL de PBS e a suspensão enviada para 

análise em citômetro de fluxo FACSAria III (Becton Dickinson), equipado com laser de 

argônio para 488 nm. O equipamento foi ajustado para as condições de análise de tamanho 

e complexidade celular. Para cada amostra foram adquiridos em torno de 20.000 eventos, 

e a análise dos dados foi realizada com auxílio do software FACSDiva versão 6.0 (Becton 

Dickinson). 
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2.8. Criopreservação  

 

As CTMPD-ic presentes nas garrafas restantes foram criopreservadas e, para 

isso, foram submetidas à tripsinização. Os pellets foram identificados e suspensos, 

individualmente, em meio para congelamento celular. Utilizou-se para a criopreservação 

meio contendo 40% de DMEM-F12, 40% de soro fetal bovino e 10% de dimetilsulfóxido 

(Sigma®, St Louis, MO, USA) resfriados a 4ºC em câmara escura. 

Os tubos com as células e o meio de criopreservação foram identificados e 

acondicionados, imediatamente, em freezer a -80°C, por overnight e, posteriormente, 

transferidos para botijão com nitrogênio líquido.  

3. Resultados 

 

3.1. Isolamento e expansão das CTMPD-ic 

As polpas dentárias imaturas de cães, foram facilmente removidas com agulha 

fina e, por dissociação mecânica, originaram os explantes, alguns destes, aderiram à placa, 

no período de até cinco dias de cultivo.  Os que não apresentaram adesão foram removidos 

durante as trocas de meio.  

Foi observado o desprendimento de células, com morfologia fusiforme, após 

adesão dos explantes. As células aglutinaram-se radialmente ao tecido de forma irregular, 

e por vezes, sobrepostas. Exponencialmente, uma monocamada celular formou-se 

adjacente ao tecido dentário, expandindo-se ao longo da superfície livre de cultivo. 

Contudo, células de morfologia fusiformes foram também identificadas em pontos 

equidistantes (Fig. 1). Estas células dividiram-se e expandiram-se, originando colônias menores 

e isoladas do foco de disseminação celular inicial a partir do explante.  

Embora o crescimento das colônias separadas do tecido tenha ocorrido de forma 

organizada e gradual, o desprendimento celular adjacente ao explante ocorreu com grande 

sobreposição celular. Essa sobreposição foi identificada pela aglutinação de 

conglomerados celulares aderidos, de morfologia mononuclear típica entre as células 

fusiformes dispostas longitudinalmente. A despeito da superfície de cultivo disponível ao 

crescimento celular, as células que se desprendiam mantinham-se aglutinadas nas regiões 

mais próximas ao tecido. Sob o risco de diferenciação celular mediada por contato, optou-
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se por tripsinizar a cultura após oito dias de incubação e as células foram ressemeadas em 

poços de cultivo. 

A adesão celular à superfície de cultivo foi observada após 24 horas e 

identificaram-se colônias uniformes com vinte células ou mais, esparsamente 

distribuídas. Inicialmente, as células exibiram morfologia fusiforme, mas à medida que 

as colônias cresceram, passaram a apresentar morfologia fibroblastóide, com núcleo 

centralizado, citoplasma abundante e projeções citoplasmáticas evidentes. 

 

Fig.1. (A) Dente pré-molar sobre a placa de Petri e polpa de dente removida (seta); (B) 

Fotomicrografia de células em formato fibroblastóide, com confluência celular de 70%. Objetiva 

100x; (C) Fotomicrografia do explante de polpa de dente após isolamento com crescimento 

celular a partir do explante,células em formato fibroblastóide. Objetiva 100x. Barras de 100µm. 

 

As culturas originaram uma monocamada uniforme com 80% de confluência, a 

cada sete dias, quando eram tripsinizadas e repicadas em taxa de 1:2. A viabilidade celular 

média observada foi acima de 80% e as culturas foram expandidas até a sexta passagem. 

 

3.2. Unidade formadora de colônia fibroblastóide (UFC-F) 

Durante o ensaio de UFC-F, identificaram-se, em média 38 colônias, formadas a 

partir das células que se desprenderam do explante isolado, totalizando um valor superior 

a 2.000 células progenitoras mesenquimais. As células mantiveram sua característica 

fibroblastóide (“fibroblast like-cell”) e exibiram crescimento radial, tendendo à 

coalescência entre as colônias e formação de monocamada celular (Fig. 2).  

 

 

 

 

A B C 
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Fig. 2. Fotomicrografia de luz. Ensaio da unidade formadora de colônias fibroblastóides de 

CTMPD-ic. (A) Colônias de CTMPD-ic coradas com Giemsa,ao redor do explante da polpa 

dentária (seta), objetiva 40x; (B) Colônia de CTMPD-ic e intensa interação celular produzindo 

uma imagem em 3D, sendo possível observar o núcleo das células na UFC, objetiva 400x. Barras 

de 100µm. 

 

 

 

3.3. Cinética celular 

 

As curvas de crescimento apresentaram, em média, ao longo de sete dias, 

7,50x104±0,35 células/mL por poço.  A cultura exibiu comportamento ascendente até o 

décimo dia de observação, com único ponto de inflexão, no oitavo dia de cultivo, 

acompanhado por elevação abrupta do desvio padrão, quando comparado à série de dados 

até o sétimo dia e a partir do oitavo. Analogamente ao comportamento ascendente da 

concentração celular, a viabilidade média do cultivo, ao longo de dez dias, foi de 

91,52±3,45 %, num total de 30±1,06 células contadas em hemacitômetro, perfazendo uma 

concentração média de 13,50±0,35 células/mL (Fig. 3). 

 

A B 
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Fig. 3. Representação gráfica da cinética de crescimento celular de uma cultura de células-tronco 

mesenquimais caninas obtidas de dentes decíduos, correlacionada com as taxas de viabilidade e 

concentração celulares. (A) Gráfico da curva de crescimento, representando a concentração média 

por poço de cultivo ao longo de 10 dias, em duplicata. (B) Parâmetros médios e estatísticos 

descritivos das variáveis dependentes ‘total de células contadas’, ‘total de células mortas’, 

‘viabilidade celular’ e ‘concentração celular’ ao longo de dez dias. 

 

 

A viabilidade celular das CTMPD-ic manteve-se sempre acima de 70%, 

apresentando, na primeira passagem, viabilidade acima de 80% e na décima, e última, 

passagem, acima de 90% (Fig. 4). 

 

  

Fig. 4. Representação gráfica da viabilidade celular (%) com seus respectivos desvios padrão de 

acordo com a contagem diária das células durante dez passagens de CTMPD-ic. 

 

 

 

A B A 
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Na variável número total de células podemos notar o aumento do número de 

células do primeiro até o décimo dia, na variável número de células mortas há variação 

diária desse parâmetro, podendo ser observado um número maior de células mortas no 

nono dia de avaliação. As variáveis viabilidade e concentração como são baseadas no 

número total de células e no número de células mortas apresentaram variações, mas 

sempre se mantendo maior no último dia de avaliação, como também foi observado no 

gráfico da curva de crescimento contendo um gráfico em crescimento, com uma queda 

do crescimento nos últimos dias de avaliação. 

 

3.4. Citometria de fluxo 

 

Na caracterização imunofenotípica por citometria de fluxo, a população celular 

não expressou (coloração vermelha) os marcadores CD45, CD 14 e CD90 e baixa 

expressão (coloração verde) no marcador CD105 (Fig.5). 
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Fig. 5. Caracterização imunofenotípica da população de CTMPD-ic por citometria de fluxo - 

gráficos representativos da expressão de moléculas de superfície de membrana por fluorescência. 

(A) Controle negativo; (B) Ausência de expressão dos CD14 e CD45; (C) Ausência de expressão 

do CD90; (D) Baixo nível de expressão do CD105. 

 

 

 

A 

C 

B 

D 
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3.5. Diferenciação celular 

Nas culturas submetidas à diferenciação osteogênica, foram observadas alterações 

morfológicas progressivas a partir do 10º dia em cultivo, como o aumento da relação 

núcleo:citoplasma, células de formato cuboide e núcleo esférico central. Após quinze dias 

de cultivo, as células adquiriram morfologia similar a osteoblastos, com limites 

citoplasmáticos irregulares, formação de prolongamentos celulares e aspecto achatado. 

Após a coloração com Alizarin Red, o núcleo apresentou-se com a tonalidade de 

vermelho bordô e o citoplasma, mais basofílico e bem definido, com presença de 

depósitos de cálcio no interior das células, também, corado em vermelho (Fig. 6A & B).  

As células induzidas à diferenciação condrogênica apresentaram alterações 

morfológicas progressivas a partir do 3º dia de indução condrogênica, com células em 

formato cubóide. Após a coloração com Alcian Blue, foi observado células coradas em 

azul, devido a presença de glicosaminoglicanos presentes nas células condroblásticas 

(Fig. 6C & D).  

As culturas submetidas à diferenciação adipogênica, apresentaram-se grandes, 

hexagonais, irregulares e com grânulos citoplasmáticos birrefringentes a partir da terceira 

semana de cultivo. Quando coradas com Oil Red, identificou-se que os grânulos 

citoplasmáticos eram pequenos vacúolos de gordura dispersamente distribuídos e corados 

em vermelho-acastanhado (marrom) (Fig. 6E & F). 
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Fig. 6. Fotomicrografia de luz das células da polpa de dente imatura de cão. A e B: Células coradas 

com Alizarin Red. (A) Evidenciam-se as células no centro, com coloração vermelha, tonalidade 

escura, a matriz celular e suas ramificações por toda a imagem. Objetiva 4x10; (B) Verificam-se, 

células em formato fibroblastóide, com núcleo e nucléolo corados com vermelho em tonalidade 

mais escura e citoplasma celular com granulações, Aumento de 20x10. (C e D) Notam-se regiões 

com células coradas em azul (corante Alcian Blue). Aumento de 20x10 e 40x10, respectivamente. 

E e F: Células coradas com Oil Red. (E e F) Evidenciam-se vacúolos de gordura dispersamente 

distribuídos e corados em vermelho-acastanhado. Aumento de 20x10 e 40x10, respectivamente. 

Barras de 100µm. 
 

4. Discussão 

 

A metodologia proposta, no presente estudo, para isolamento de células-tronco 

mesenquimais a partir de polpa de dente decíduo canino, mostrou-se exequível e de baixa 

complexidade. Ao contrário do dente humano, que necessita ser fraturado e desgastado 

para exposição da polpa dentária (Soares, 2015), os dentes decíduos caninos utilizados 

permitiram o acesso à polpa dentária através do canal radicular utilizando-se uma agulha 
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de 25/8, sem necessidade de desgaste das estruturas dentárias. Contudo, baseado num 

estudo piloto prévio, obteve-se maior viabilidade da polpa dentária quando os dentes 

caninos permaneceram em uma solução de meio de cultivo celular completo e 

suplementado com 4% de antibiótico. Embora a flora bacteriana canina bucal e sua 

interação com as estruturas dentárias comporte-se como uma variável interveniente, a 

mesma não foi investigada no presente estudo, o que suscita a necessidade de futuras 

pesquisas para delineamento desta relação e, por seguinte, propor alternativas que 

reduzam os custos experimentais com meios e suplementos. 

As polpas dentárias isoladas, quando fracionadas mecanicamente, exibiram 

profusa liberação de células em até cinco dias de incubação, corroborando com as 

observações de Kadar et al. (2009) e Yamada et al. (2011), os quais referem que, para 

este nicho anatômico, a simples dissecção mecânica permite a liberação celular de forma 

tão efetiva quanto a digestão enzimática com o uso da colagenase I, fato que reduz os 

riscos de morte celular e dos custos de reagentes nas pesquisas. 

O ensaio de UFC-F permitiu a identificação de colônias celulares aderentes de 

morfologia fibroblastóide, inferindo que a amostra de tecido exibe potencial para possuir 

células-tronco mesenquimais, conforme observado previamente por Meirelles e Nardi 

(2003) quanto à empregabilidade deste ensaio. Os dados obtidos foram semelhantes aos 

observados por Carvalho et al. (2015) e Rocha (2015), porém com um número menor de 

células. Provavelmente o tamanho da amostra do tecido coletado exerça influência sobre 

a concentração celular presente no mesmo, visto que a polpa dentária de dente decíduo 

canino é inferior a um centímetro de cumprimento. Ademais, pode-se considerar o fato 

de que em outras pesquisas, não foram utilizados explantes, nessa etapa (Dissanayaka et 

al., 2011; Carvalho et al., 2015; Rocha, 2015). 

Obteve-se viabilidade celular acima de 90%, no décimo dia de curva de 

crescimento, assim como verificado por Kerkis et al. (2006) e por Suchanek et al. (2009). 

O tempo de crescimento e expansão foi semelhante à CTM derivada da medula óssea de 

caprino (Costa, 2015) e das CTM da polpa de dente humana (Carvalho et al., 2015; 

Soares, 2015), apresentando um gráfico crescente.  

As curvas de crescimento exibiram uma fase LAG curta, seguida de uma fase 

LOG de crescimento exponencial (Figura 3), sem observação de uma fase de PLATEAU 

típica. Este comportamento é discrepante da maioria das curvas de crescimento celular, 
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dada a ausência da fase estacionária. Contudo, os dados obtidos foram similares aos 

estudos com células-tronco mesenquimais contemporâneos de diversos sítios anatômicos 

(Luiz, 2013; Carvalho et al., 2015; Rocha, 2015). Estes dados permitem supor que 

células-tronco mesenquimais possam exibir uma manutenção prolongada da fase de 

citocenese celular, induzindo uma fase LOG prolongada até a confluência da superfície 

de cultivo e/ou exaustão do meio de cultivo, que precipita a fase de decaimento celular. 

Contudo, para elucidação dessa relevante questão faz-se mister estudos posteriores de 

cinética e proteômica celular para validar ou não estas hipóteses. 

O ponto isolado de inflexão na curva de crescimento, por seu comportamento 

como dado “outline” em relação aos dados da dispersão, pode representar um erro de 

coleta de dados. Esta possibilidade é justificada pela elevação do desvio padrão no ponto 

de inflexão, de forma discrepante aos demais desvios padrão observados. Isto representa 

a obtenção de uma média num intervalo estatisticamente distante das demais médias 

obtidas, induzindo elevação factual do desvio padrão (Figura 3). Como o dado posterior 

ao de inflexão retorna ao desvio padrão obtido nos dados anteriores, pode-se propor que 

um erro de coleta de dados tenha induzido esta anomalia. Contudo, tal fato não 

compromete a interpretação da cinética celular, visto a série de dados apresentar 

progressão linear e uniforme ao longo de nove dias. 

Na variável número total de células podemos notar o aumento do número de 

células do primeiro até o décimo dia, na variável número de células mortas há variação 

diária desse parâmetro, podendo ser observado um número maior de células mortas no 

nono dia de avaliação. As variáveis viabilidade e concentração como são baseadas no 

número total de células e no número de células mortas apresentaram variações, mas 

sempre se mantendo maior no último dia de avaliação, como também foi observado no 

gráfico da curva de crescimento contendo um gráfico em crescimento, com uma queda 

do crescimento nos últimos dias de avaliação. 

As diferenciações em três linhagens celulares confirmam a multipotencialidade e 

o alto poder de diferenciação das CTMPD imatura (Kerkis e Caplan, 2012), também 

observado com CTMPD humana com o mesmo período de indução e mesmo protocolo 

de coloração (Kadar et al., 2009; Dissanayaka et al., 2011; Soares, 2015; Carvalho, 2015 

e Sousa, 2015). Estes achados acrescentam nas CTMPD-ic características viáveis para 

mais estudos e investimento no seu cultivo, levando em consideração de início a sua 
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facilidade e baixo custo de obtenção com resultados de crescimento e expansão celular 

acelerados.  

Os resultados de imunofenotipagem mostraram pouca expressão do marcador 

positivo esperado (CD 105), variação observada em outras espécies animais (Costa, 2015; 

Silva, 2016) e marcação negativa para CD90, CD 14 e CD 45. Em estudo com CTMPD 

humana foi observada expressão forte no marcador CD90 e ausência de marcação do 

marcador CD45 e CD14 (Suchanek et al. 2009; Soares, 2015). Pouca marcação 

imunofenotípica do CD90 foi relatada por Rocha (2015) em CTM obtidas do tecido 

adiposo de cutias (Dasyprocta prymnolopha) conforme ocorreu neste estudo. Este fato 

pode estar relacionado ao anticorpo não ser espécie-específico 

5. Conclusões 

 

A polpa dentária imatura de cães é uma fonte de obtenção de células-tronco 

mesenquimais e confirmar a facilidade de sua obtenção após troca natural em um animal 

de companhia. As CTMPD-ic submetidas a três protocolos de diferenciação de linhagens 

celulares apresentaram potencial de diferenciação osteogênico, condrogênico e 

adipogênico. As CTM mostraram um crescimento acelerado e proliferativo. E, sobretudo, 

esta pesquisa vem somar aos estudos com células-tronco de uma nova fonte de obtenção, 

oriunda de uma espécie doméstica ressaltando, ainda, sua caracterização e obtenção de 

diferentes linhagens celulares a partir da polpa dentária imatura canina, possibilitando a 

criação de um banco de células para futuras terapias celulares. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

As células-tronco mesenquimais obtidas a partir da polpa dentária imatura de cães 

apresentaram semelhanças durante o cultivo com células mesenquimais da polpa dentária 

imatura humana. Os protocolos de isolamento expansão e diferenciação, utilizados 

mostraram-se viáveis. A utilização da polpa de dente imatura de cães tem grande 

importância na medicina regenerativa por evitar as reações cutâneas ou sistêmicas após 

xenotransplantes, utilizando, assim alotransplante (transplantes entre tecidos de uma 

mesma espécie animal), nos casos de futuras terapias celulares em lesões ósseas e 

articulares e a necessidade de deposição de tecido adiposo em pacientes caninos. 

Destaca-se então que os resultados desse estudo caracterizou a polpa dentária 

imatura de cães como uma fonte para obtenção de CTM sem necessidade de anestesias 

ou cirúrgicas nos animais para a sua obtenção uma vez ter sido de forma natural e 

espontânea, durante a troca do dente decíduo para o permanente. Assim, sua utilização é 

viável e favorável na pesquisa, considerando o baixo custo e os resultados obtidos no 

isolamento e caracterização da polpa dentária imatura.  

A continuidade das pesquisas nessa área favorece o desenvolvimento e 

aprimoramento de outros estudos com CTM possibilitando, assim, a criação de um banco 

de células-tronco no Núcleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco 

(NUPCelt) da Universidade Federal do Piauí (UFPI), para futuros experimentos com 

terapia celular. 
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