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RESUMO: 

 

A polpa do dente contém uma população de células-tronco 

multipotentes, que possuem a capacidade de se diferenciar em várias 

linhagens celulares distintas, in vitro e in vivo. Estas células possuem origem 

mesenquimal e, acredita-se que sejam derivadas da crista neural. Elas 

podem ser induzidas a se diferenciar em células de osso, cartilagem, 

músculo liso e esquelético. Há trabalhos também que descrevem a 

diferenciação neural destas células, com base principalmente em 

caracterizações morfológica e protéica.  

Contudo, um número crescente de dados sugere que a diferenciação 

neural de células de origem mesenquimal, pode, na verdade, ser um artefato 

de cultura. Neste contexto, se torna de grande importância introduzir nos 

estudos medidas de eletrofisiologia que possam confirmar a identidade 

neural destas células. 

Nosso objetivo foi isolar e caracterizar células-tronco de polpa de 

dente decíduo humano (IDPSC), verificando se as mesmas poderiam 

configurar um bom modelo para estudo da diferenciação neural in vitro. No 

presente trabalho, nós descrevemos uma população de IDPSCs 

indiferenciadas capazes de se diferenciar em adipócitos e osteócitos in vitro.  

Quando tratadas com ácido retinóico as IDPSC exibiram morfologia 

semelhante à de células neurais, além de apresentar expressão de proteínas 

neurais e disparar potencial de ação. Porém, curiosamente, as células sem 

tratamento também expressam esses marcadores e apresentam resposta 

eletrofisiológica, limitando a interpretação acerca do valor que o tratamento 
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teria na promoção da diferenciação neural e, conseqüentemente, 

restringindo a utilização das mesmas como modelo de estudo da 

diferenciação neural in vitro. 

Apesar de a questão acerca da capacidade das IDPSCs em se 

diferenciar para neurônios permanecer não respondida, as IDPSCs foram 

capazes de direcionar a diferenciação neural de células-tronco embrionárias 

em ensaios de co-cultura. Estes resultados reforçam trabalhos prévios que 

mostram que as células-tronco de polpa de dente podem ser boas 

candidatas para terapia celular. 

 

Palavras-chave: Células-tronco de polpa de dente decíduo; caracterização; 

diferenciação neural 
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ABSTRACT: 

 

Post-natal stem cells have been isolated from a multiple source of 

tissues, as bone marrow, brain, skin, hair follicle and muscle. Many works 

have shown that these cells exhibit plasticity higher than the first believed 

and are able to transdifferentiate into cells from other germ layer origin. 

From dental pulp tissue is possible to isolate a population of 

multipotent stem cell which have mesenchymal origin and are supposed to 

be derived from neural crest. They can be induced to differentiate into 

mesodermal cell types, like chondrocyte, osteocyte and adipocyte. It has 

been also reported that they are able to transdifferentiate into neural cells. 

However, increasing data suggests that neural transdifferentiation of 

cells from mesenchymal origin, actually, may be an artifact of culture, due to 

cellular stress, for example. In front of this, it becomes of great importance to 

show that the expected differentiated cells exhibit functional responses, by 

the investigation of electrophysiological properties.  

Here we describe a population of undifferentiated human dental pulp 

stem cell that can be induced to differentiate into adipocytes and osteocytes 

in vitro. When treated with retinoic acid they showed neural cell like 

morphology, expressed neural markers and were able to fire action 

potentials. However, curiously, undifferentiated cells also exhibited the same 

responses, limiting the interpretation of neural treatment effect and, therefore, 

restricting the use of IDPSCs as a model for neural differentiation in vitro.  

Although the question of whether or not DPSC are able to become a 

neuron remains unsolved, these cells were able to direct neural 
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differentiation of embryonic stem cells in co-culture assays. These findings in 

conjunction with previous works which shows DPSCs can exercise 

neuroprotective and neurotrophic effects indicate they may be a feasible 

candidate for cellular therapy. 

 

 

Keywords: Dental pulp stem cells; characterization; neural differentiation 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Células-tronco: definição e origens 

  Células-tronco são células indiferenciadas, que não possuem ainda 

as características específicas de células de um tecido maduro, sendo 

dotadas de grande capacidade de auto-renovação e diferenciação para 

múltiplas linhagens quando estimuladas corretamente (Barry, 2003; Hoffman 

e Carpenter, 2006).  

Elas podem ser classificadas em três tipos: embrionárias, 

germinativas ou somáticas. Células-tronco embrionárias, por exemplo, são 

encontradas na massa celular interna do embrião no estágio de blastocisto 

(Thomson et al., 1998), enquanto células-tronco somáticas são encontradas 

em tecidos já desenvolvidos do feto, ou do recém nascido, juvenil ou adulto 

(Serakinci E Keith, 2006; Geuna et al., 2001). Já as células-tronco 

germinativas vão dar origem aos gametas (Johnson et al., 2003). 

Outra forma de caracterização de tais células é pelo seu potencial de 

dar origem a um ou mais tipos de progênie especializada (Krabbe et al., 

2005). As células-tronco podem apresentar estados diferentes de 

potencialidade, incluindo a totipotencialidade do zigoto, a pluripotencialidade 

de uma célula-tronco embrionária, a multipotencialidade de células-tronco 

fetais ou de tecido adulto e a unipotencialidade de um tipo celular específico, 

como das células-tronco da epiderme (Krabbe, 2005; Serakinci e Keith, 

2006). 
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Células-tronco adultas estão presentes na maioria dos tecidos, sendo 

responsáveis pela reposição das células destes ao longo de toda vida. Elas 

se dividem promovendo a manutenção de seu número, ao mesmo tempo em 

que dão origem a células comprometidas em se diferenciar em células de 

tecidos e órgãos específicos (Serakinci e Keith, 2006). Células-tronco 

adultas já foram isoladas de várias fontes, incluindo sistema nervoso central, 

medula óssea, tecido neural, pele, retina e polpa dental (Harada et al., 1999; 

Fuchs e Segre, 2000; Bianco et al.,2001; Blau et al.,2001; Gronthos et al., 

2000, Gronthos et al., 2002).  

Acreditava-se que estes tipos celulares se diferenciavam 

preferencialmente para células maduras do tecido do qual se originaram, por 

estarem já determinadas a isso, não sendo capazes de gerar células 

derivadas de outro folheto embrionário (Wagers and Weissman, 2004). 

Estudos têm mostrado, entretanto, que ao menos uma pequena parcela 

destas pode originar células de diferentes linhagens embrionárias (Wagers 

and Weissman, 2004; Serakinci, 2006). 

 

1.2 Células-tronco de polpa de dente decíduo: 

Recentemente observou-se que a polpa do dente contém uma 

população de células-tronco multipotentes, que possuem a capacidade de se 

diferenciar em várias linhagens celulares distintas in vitro, como 

odontoblastos e adipócitos (Gronthos et al.,2000; Gronthos et al., 2002; 

Miura et al., 2003; Kerkis et al., 2007), além de serem capazes de se 

diferenciar para odontoblastos e direcionar a formação de um complexo 
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semelhante à dentina quando transplantadas para camundongos 

imunocomprometidos (Gronthos et al., 2002). 

Gronthos e colaboradores (2000) foram os primeiros a isolar e 

expandir células progenitoras odontogênicas de uma população de polpa de 

dente humano in vitro de adultos entre 19 e 29 anos, verificando que elas 

eram capazes de autorenovação e diferenciação, in vitro e in vivo, 

designando-as de DPSC (do inglês Dental Pulp Stem Cell- células-tronco de 

polpa de dente de leite).  Trabalhos prévios já tinham sido conduzidos com 

relação ao potencial odontogênico das células de polpa (Couble et al., 2000; 

Shiba et al., 1995; Kuo et al., 1992; Tsukamoto et al., 1992), sem, contudo 

se chegar a uma população de células tronco. 

Também se verificou que tais células mantinham uma alta taxa de 

proliferação mesmo após subcultura extensiva e que compartilhavam 

diversos marcadores com células derivadas da medula óssea, como CD146; 

α-actina de músculo liso; fosfatase alcalina; colágeno tipo I, osteonectina; 

osteopontina; osteocalcina; colágeno tipo III e fator de crescimento do 

fibroblasto II. Não houve detecção de marcadores hematopoéticos (CD14; 

CD45; CD34) (Gronthos et al., 2000). 

Posteriormente, foram realizados experimentos com células-tronco 

provenientes da polpa de dente decíduo humano esfoliado, obtidos de 

crianças de seis a dez anos, sendo tais células designadas SHED (Stem 

cells from human exfoliated deciduous teeth) (Miura et al., 2003). Segundo 

os autores deste trabalho, há diferenças significantes entre a biologia de 

dentes decíduos daqueles permanentes, utilizados nos trabalhos anteriores 

(Gronthos et al., 2000 e Gronthos et al., 2002), que estão refletidas no cultivo 
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de células de polpa do dente provenientes destas duas fontes. Eles 

defendem que as SHED aparentemente representam uma população de 

células multipotentes que se encontram num estágio de maior imaturidade 

que aquele verificado para as DPSCs.  

Ambas as linhagens, DPSC e SHED, expressam marcadores de 

células neurais (Gronthos et al., 2002; Miura et al., 2003), o que pode estar 

relacionado à origem mesenquimal, derivada da crista neural, que se 

acredita que tais células possuam. A crista neural tem um papel fundamental 

no desenvolvimento embrionário, originando uma variedade de tipos 

celulares, como células neurais, pigmentares, de músculo liso, tecido 

cartilaginoso craniofacial e osso (LaBonne e Bronner-Fraser, 1999; Erickson 

e Reedy, 1998). Em um trabalho recente, Sophie Thomas e colaboradores 

(2008) isolaram células de crista neural de embriões humanos e verificaram 

que as mesmas apresentam morfologia semelhante à de fibroblasto, o que 

também se verifica para as células-tronco da polpa, e que apresentam 

marcadores de células-tronco embrionárias.  

Mais recentemente, Kerkis e colaboradores (2007) conseguiram isolar 

uma população de células-tronco derivadas da polpa de dente decíduo que 

expressam os marcadores OCT4, SSEA-3; SSEA-4; bem como os 

marcadores de células-tronco mesenquimais SH-2, SH-3 e SH-4 (Benvenuti 

et al., 2006; Krabbe et al., 2005). Os autores deste trabalho argumentam que 

a diferença de pureza da população encontrada entre as SHED e estas 

células, e o grau de maturidade que as duas linhagens apresentam leva-os a 

acreditar que não se trata das mesmas células. Esta nova população de 

células foi designada IDPSC (Immature Dental Pulp Stem Cell). As IDPSCs 
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são capazes de se diferenciar in vitro para cartilagem, músculo liso e 

esquelético e osso quando devidamente estimuladas (Kerkis et al., 2007). 

Alguns trabalhos investigaram a capacidade destas células em se 

diferenciar em células neurais (Gronthos et al., 2002; Miura et al., 2003; 

Kerkis et al., 2007; Arthur et al., 2008). Porém, na maioria destes a 

caracterização das células após tratamento indutor foi feita com base na 

morfologia e expressão de proteínas neurais, assim como a maioria dos 

trabalhos envolvidos na diferenciação neural de células tronco 

mesenquimais (Raff, 2003). 

Contudo, um número crescente de dados sugere que a 

transdiferenciação de células de origem mesenquimal pode, na verdade, ser 

um artefato de cultura, causado, por exemplo, por estresse celular e que, 

apesar de exibirem morfologia e proteínas típicas do trato neural, a 

transformação celular não ocorreu de fato (Bertani et al., 2005; Croft e 

Przyborsky, 2006). Nesse contexto, tornam-se necessários experimentos 

adicionais que possam esclarecer a identidade das células supostamente 

diferenciadas para o trato neural, como os experimentos de eletrofisiologia 

celular. 

Neste trabalho nós descrevemos uma população de células-tronco de 

polpa de dente decíduo (IDPSCs) indiferenciadas que expressam genes 

relacionados a importantes características de células-tronco embrionárias, 

como OCT-4 e NANOG (Pesce e Scholer, 2001; Chambers et al., 2003). 

Contudo, nossos dados sugerem que tais marcadores não devem conferir 

pluripotência as IDPSCs.  



_______________________________________________________INTRODUÇÃO 

7 

 

Estas células foram capazes de se diferenciar para adipócitos e 

osteócitos in vitro. Não obstante, quando tratadas com ácido retinóico (RA), 

as IDPSCs exibiram morfologia semelhante à de células neurais, 

apresentaram expressão dos marcadores neurais NESTINA e βIII-

TUBULINA e foram capazes de disparar potencial de ação.  

Estes resultados, entretanto, devem ser interpretados com cautela, 

uma vez que as células indiferenciadas também expressam tais marcadores 

e foram igualmente capazes de disparar potencial de ação, comprometendo 

a interpretação acerca da efetividade do tratamento em promover a 

diferenciação neural. Esses achados dificultam o emprego destas células 

para estudo da diferenciação neural in vitro, uma vez que as células 

indiferenciadas já apresentam características de células excitáveis.  

Esses resultados, contudo, não comprometem o emprego dessas 

células para terapia celular. Observamos que quando cultivadas em co-

cultura com células-tronco embrionárias (CTEs) humanas, as IDPSCs foram 

capazes de induzir a diferenciação neural destas últimas.  

A capacidade neurogênica das IDPSCs vai de encontro ao observado 

por Huang e colaboradores (2008). Ao implantar DPSC de Rhesus 

indiferenciadas na região do hipocampo de camundongos os autores 

verificaram que tais células eram capazes de promover uma modulação do 

microambiente do transplante, levando à migração e maturação de células-

tronco neurais endógenas. Tais resultados colocam as IDPSCs como 

candidatas ao uso para terapia celular, com enfoque para reparos no 

sistema nervoso e reforçam a necessidade de prosseguir os estudos com 

tais células. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral: 

A capacidade de diferenciação neural de células-tronco 

mesenquimais (MSCs) e, dentre elas, de células da polpa de dente decíduo, 

é uma área atraente, porém controversa e com vários pontos ainda não 

elucidados, de forma que o objetivo do presente trabalho foi estabelecer 

linhagens células-tronco de polpa de dente decíduo e verificar se as mesmas 

poderiam se configurar como um bom modelo in vitro de diferenciação 

neural. 

 

2.2 Específicos: 

I. Estabelecer a cultura de linhagens de células-tronco de polpa de 

dentes decíduos humanos e promover sua caracterização; 

 

II.  Testar protocolos de indução da diferenciação neural, verificando se as 

células são capazes de se diferenciar, exibindo morfologia, proteínas e 

resposta funcional, típicas do trato neural; 

 

III. Verificar se as células-tronco de polpa de dente decíduo são capazes 

de induzir a diferenciação neural de outros tipos celulares.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS: 

 

3.1 Obtenção e cultivo de IDPSCs. 

3.1.1  Extração de IDPSCs:  

  Dentes decíduos de crianças de 5-6 anos foram extraídos e usados 

com o consentimento dos responsáveis pelos pacientes, no consultório da 

Dra. Silvia Nadalini e em conformidade com o Comitê de Ética em pesquisas 

com seres humanos, do Instituto de Biociências, USP-SP (protocolo 

nº026/2004). 

  A polpa dos dentes foi isolada gentilmente, pela remoção da parte 

apical do dente com bisturi, sendo posteriormente lavada duas vezes em 

solução salina de fosfato estéril (PBS, 0,01M, pH 7.4), suplementada com os 

antibióticos penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100μg/ mL).  

A polpa foi então transferida sem dissociação para uma placa de petri 

de 35cm2 de diâmetro (Corning, NY) em meio DMEM/F12 (Dulbecco´s 

modified Eagle´s Médium/ Ham´s F12, 1:1; Invitrogen) suplementado com 

15% de soro fetal bovino (FBS, Hyclone), 100U/mL de penicilina e 100μg/mL 

de estreptomicina (Invitrogen), 2mM de glutamina e 2mM de aminoácidos 

não essenciais (Invitrogen). 

  A polpa foi aberta para exposição do cerne com uso de agulha de 

seringa hipodérmica e a placa foi mantida sem manuseio por cerca de três 

semanas. Decorrido este tempo, as células já haviam tomado cerca de 50% 

da placa e o meio foi trocado até que a confluência de 70% fosse atingida. 
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Conseguimos estabelecer duas linhagens, que foram denominadas PDL1 e 

PDL2. 

 

Além dos objetivos iniciais, as células de polpa foram utilizadas como 

camada de feeder de células-tronco embrionárias. Para tanto, após 

atingirem 70% de confluência na garrafa, foram irradiadas durante 10 

minutos, com uma intensidade de 40Gy , no IPEN (Instituto de Pesquisas 

Energéticas e Nucleares). 

 

3.1.2 Cultura de IDPSCs: 

Cerca de 105 células/ml foram semeadas em garrafas de cultura 

celular de 25cm2 e incubadas em estufa a 37ºC em 5% de CO2 e alta 

umidade. A cultura foi mantida na garrafa até atingir a confluência de, no 

máximo, 70% para evitar a ocorrência de diferenciação. A troca de meio se 

deu a cada 48 horas. O meio utilizado, neste caso, apresentou a mesma 

composição daquele já descrito acima. Para as passagens, as células foram 

lavadas em PBS e tratadas com solução de tripsina/EDTA 0,05% 

(Invitrogen), em seguida, houve adição de meio com soro, para inativação da 

enzima em questão. As células foram então centrifugadas a 1000 rpm por 5 

minutos a temperatura ambiente.  

Para congelamento, após centrifugação, as células foram 

ressuspensas em meio composto por DMEM/F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

suplementado com 20% de FBS (Hyclone) e 10% de DMSO (Sigma) e 

mantidas em freezer a 70ºC negativos ou em tanque de nitrogênio líquido. 



 

_______________________________________________MATERIAL E MÉTODOS 

13 

 

Para descongelamento, as células foram colocadas em banho-maria à 

37ºC até que descongelassem, sendo em seguida transferidas para tubos 

previamente preparados com o meio de cultura das células indiferenciadas 

aquecido a 37ºC. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1000 rpm 

por 5 minutos a temperatura ambiente e semeadas em placas ou garrafas de 

cultura aderentes (Corning). 

 

3.2 Cultura de CTEs: 

   Para obtenção de RNA, usado como controle, e protocolos de 

diferenciação neural, utilizamos as CTEs humanas HuES9, de Harvard 

(Cowan et al., 2004). As células foram mantidas em meio DMEM-Knockout 

suplementado com 10% de Knock-out Serum Replacement (Invitrogen); com 

os antibióticos penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100μg/ mL); 2mM de 

Gluta-MAX (Invitrogen); 0,1mM de aminoácidos não essenciais; 0,1% de β-

mercaptoetanol; 10% de Plasmanate (Plasma protein fraction human- 5% 

USP) e 10ng/ml de FGF (Fibroblast Growth Factor- R&D System). As células 

permaneceram em estufa a 37ºC em 5% de CO2 e alta umidade, tendo sido 

cultivadas sobre células de fibroblasto embrionário murino, fibroblasto 

humano de prepúcio ou sobre camada de células-tronco de polpa de dente 

decíduo irradiadas.  

O meio das células foi trocado diariamente. Para passagens, as 

células foram removidas manualmente com o auxílio de ponteira de 200µL, 

sendo as colônias divididas em diversas porções. 

Para congelamento, as células foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 

minutos e ressuspendidas em meio composto por 90% de soro fetal bovino 
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(Hyclone) e 10% de DMSO. Sendo então estocadas em freezer -70º C até 

sua transferência para tanques de nitrogênio líquido. Para descongelamento, 

as células foram colocadas em banho-maria a 37ºC até que 

descongelassem, sendo em seguida transferidas para tubos previamente 

preparados com o meio de cultura das células indiferenciadas aquecido a 

37ºC. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos 

a temperatura ambiente e semeadas sobre nova camada de fibroblasto. 

 

3.2.1 Cultura de células de fibroblasto para uso como feeder: 

  Foram empregadas células de fibroblasto fetal murino CF-1 

(Chemicon). As células foram mantidas em meio DMEM com 15% de FBS 

(Hyclone), 100U/mL de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina (Invitrogen). 

O meio foi trocado a cada dois dias.  

Para uso como camada de feeder de células-tronco embrionárias, 

após atingirem 70% de confluência na garrafa, os fibroblastos foram 

irradiados durante 10 minutos, com uma intensidade de 40Gy , no IPEN 

(Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares). 

 

3.3   Caracterização da origem das IDPSCs por análise de citometria 

de fluxo: 

Para verificar a origem das IDPSCs indiferenciadas e confirmar a 

origem mesenquimal das mesmas, foram realizadas análises de citometria 

de fluxo. Cerca de 106 células/ml, na quarta passagem, foram fixadas com 

paraformaldeído 4% e incubadas com anticorpos primários conjugados com 

secundários por uma hora e 30 minutos no gelo e ausência de luz. 
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Posteriormente foram lavadas com PBS, centrifugadas e ressuspendidas em 

PBS para a leitura.  

Os anticorpos monoclonais empregados foram: anti- HLA-DR, anti-

CD14 (receptor de lipopolissacarídeo e marcador de linhagem 

hematopoiética)-FITC, anti-CD29 (β-integrina)-PE, anti-CD31 (marcador 

endothelial)-PE, anti-CD44 (receptor de ácido hialurônico)-PE, anti-

CD73(ecto 5`nucleotidase)-PE, anti-CD90 (pertencente à família das 

imunoglobulinas)-APC, anti-CD 106 (pertencente à família das 

imunoglobulinas)-FITC, anti-CD117 (receptor de fator de crescimento)-APC, 

anti-CD166 (ALCAM-1- activated leucocyte cell adhesion molecule-1)-PE, , 

anti-HLA-DR (Molécula do complexo principal de histocompatibilidade, da 

classe II) (conjugado com PercPC ) da BD Pharmigen; anti-IgG1 (conjugado 

com PercP), anti-CD34 (antígeno de célula progenitora hematopoiética)-PE, 

anti-CD45 (antígeno comum de leucócito)-PerCP da BD Biosciences; anti-

CD133 da Milteny Biotec; anti-CD105 (receptor de TGF β tipo III)-PE 

(Chemicon) e anti-mouse conjugado com FITC (Chemicon). Para controle 

negativo foram empregados anticorpos anti-IgG1 (conjugado com FITC), 

anti-IgG1 (conjugado com APC) e anti-IgG1 (conjugado com PE), anti-IgG2a 

(conjugado com FITC). 

 As análises foram realizadas com o equipamento FACSAria 

(Fluorescence-Activated Cell Sorter) e BD FACSDiva software no Instituto 

Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, juntamente com a 

pesquisadora Dra. Luciana Marti. Ao menos 30.000 eventos foram 

analisados para cada marcação.  
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3.4 Cariótipo das IDPSCs: 

Para este experimento as células utilizadas (PDL1 e PDL2) estavam 

na décima segunda passagem. Cerca de 4X105 células/mL foram tratadas 

com 10-6M de colchicina adicionada ao meio de cultura das células 

indiferenciadas, por cerca de uma hora. Decorrido este tempo, as células 

foram lavadas duas vezes com PBS (Invitrogen) e em seguida, houve a 

adição de solução de tripsina/EDTA 0,05% (Invitrogen). 

As células foram coletadas, submetidas à centrifugação a 1000 

rotações por minuto, no tempo de 5 minutos. O sobrenadante foi descartado 

e as células lavadas duas vezes em solução de KCl 0,075M. Posteriormente, 

houve adição de fixador (solução composta por ácido acético e metanol 

numa proporção de 3:1). Novamente as células foram centrifugadas, o 

sobrenadante descartado e as células foram ressuspensas em 500µL de 

solução fixadora e algumas gotas dessa solução foram semeadas em 

laminas umedecidas com água. 

Após secagem, as laminas foram coradas com solução de Giemsa. 

As imagens foram obtidas com um microscópio Axioplan Axiophot 2 (Zeiss) 

e analisadas com o programa Ikaros, Kariotyping System no laboratório da 

professora Dra. Ângela Morgante (Depto. de Genética e Biologia Evolutiva- 

IB-USP). 

 

3.5 Detecção de marcadores comuns a CTEs 

3.5.1 Marcadores de superfície 
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Para a análise de marcadores relacionados à pluripotencialidade 

celular, empregamos os anticorpos para TRA-1-60; TRA-1-81; SSEA-4 e 

SSEA-1 (Chemicon, diluição 1:30). O protocolo do experimento de citometria 

de fluxo foi o mesmo já descrito acima. As células se encontravam na oitava 

passagem. 

As análises foram realizadas com o equipamento FACSAria 

(Fluorescence-Activated Cell Sorter) e BD FACSDiva software no Instituto 

Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, juntamente com a 

pesquisadora Dra. Luciana Marti. Ao menos 10.000 eventos foram 

analisados para cada marcação. 

 

3.5.2  Imunofluorescência para detecção de OCT-4 

As IDPSCs indiferenciadas foram semeadas em lamínulas de 13mm 

de diâmetro (Knittel) e fixadas em solução de 4% de paraformaldeído e 4% 

de sacarose, pH 7,2., por 10 minutos. Foram então lavadas duas vezes em 

PBS e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 (Sigma) por 5 minutos. 

Após bloqueio por trinta minutos com 3% de BSA (Sigma), houve incubação 

com anticorpo primário para OCT-4 (Chemicon) por uma hora a temperatura 

ambiente (diluição 1:30), seguida de três lavagens em PBS e adição do 

anticorpo secundário (diluição de 1:200), conjugado com Cy3 (Sigma), 

durante 30 minutos. Após lavagem com PBS, as células foram montadas em 

solução de Vectashield. As imagens de imunofluorescência foram obtidas 

com um microscópio Axioplan- Axiophot 2 (Zeiss) e analisadas com o 

programa Isis 3 (Meta Systems- in situ imaging system), no laboratório da 
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professora Dra. Ângela Morgante (Depto. de Genética e Biologia Evolutiva- 

IB-USP).   

 

3.5.3 Detecção de genes comumente expressos em CTEs 

3.5.3 a Extração de RNA:  

O RNA de células de polpa de dente decíduo e de CTEs humanas 

indiferenciadas foi extraído com emprego do kit RNeasy mini kit (Qiagen) e 

isolado conforme o protocolo do fabricante, ou com o emprego do reagente 

TRIzol (Invitrogen). Como alguns dos iniciadores empregados estão numa 

mesma região exônica, fizemos tratamento com DNase I Rnase free 

(Ambion) para impedir a amplificação de fragmentos de DNA que 

eventualmente pudessem contaminar a amostra. 

 

3.5.3 b Transcrição reversa:  

Para transcrição reversa foi utilizado 1μg de RNA, 200U/μL de M- 

MLV (Invitrogen); 50ng de Randon primers (Invitrogen); 10mM de dNTP 

(Invitrogen);  40U/μL de Rnase out (Invitrogen); 4 μl tampão First Strand 5X 

(Invitrogen); 1 μL DTT 0,1M (Invitrogen) para um total de 20μl de reação. 

 

3.5.3 c Reação da polimerização em cadeia (PCR):  

Para 10uL de reação empregamos 1X PCR buffer 10X (Invitrogen), 

0,5U da enzima Taq polimerase (Initrogen), 25- 100ng de cDNA, 5pmol de 

cada iniciador, 1mM de dNTP. 

A ciclagem para amplificação foi de 94oC por 3 minutos, seguida de 

ciclos de 94º por 30 segundos, temperatura de anelamento específica para 
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cada dupla de iniciadores por 30 segundos e 72ºC por 45 segundos. Ao fim 

destes ciclos, a temperatura permaneceu em 72ºC, por 5 minutos. O número 

de ciclos foi estabelecido por PCR semi-quantitativo para cada um dos pares 

de iniciadores empregados. As seqüencias dos iniciadores com suas 

respectivas temperaturas de anelamento se encontram na tabela 1.  

Os iniciadores ao lado dos quais está escrito Yamanaka, foram 

retirados do trabalho de Yamanaka et al., 2007. A inscrição T60 indica que 

reação de Touch-down com temperatura de anelamento diminuindo a partir 

de 65ºC (14 ciclos) até atingir 60ºC, permanecendo nesta temperatura até o 

restante da ciclagem.  

Após o término da reação, os tubos foram mantidos a 4ºC até a 

aplicação das amostras em gel de agarose 1%.  Para visualização, o gel foi 

banhado em solução de brometo de etídio. 

 

 

 



 

Iniciador                          Sentido 

                           (5’-3’) 

Anti-sentido 

(5’-3’) 

Temperatura 

de anelamento 

(ºC) 

OCT-4 (Yamanaka) 

CAC CAT GGC GGG ACA CCT GGC TTC 

AG 

ACC TCA GTT TGA ATG CAT GGG AGA GC 
68 

 

C-MYC  (Yamanaka) 

 

CAC CAT GCC CCT CAA CGT TAG CTT 

CAC CAA 

 

TCA CGC ACA AGA GTT CCG TAG CTG TTC 

AAG 

 

69 

LIN 28  ATG GGC TCC GTG TCC AAC ATT GTG GCT CAA TTC TGT GC T 60 

NANOG  ACT AAC ATG AGT GTG GAT CCA GC 

 

TCA GTT TCA CTC ATC TTC ACA CG 

 

T60 

Tabela 1: As seqüencias dos iniciadores com suas respectivas temperaturas de anelamento 
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3.6  Diferenciação adipogênica in vitro: 

  Foram semeadas cerca 2,5X104 células numa placa de seis poços tratada 

para adesão. Dois meios de cultura foram testados. O primeiro meio indutor testado 

(meio A) era composto por DMEM Low glucose, suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (Cultlab); 0,5mM de IBMX (isobutyl-methylxantina) (Sigma); 1µM de 

dexametasona (Sigma); 10µM de insulina (Sigma); 200µM de indometacina (Sigma); 

100U/mL de penicilina; 100μg/mL de estreptomicina (Invitrogen), e 5µM de 

rosiglitazone. Esse último foi obtido a partir do medicamento Avandia. O comprimido 

foi triturado e diluído em etanol 100%. 

O segundo meio indutor utilizado (meio B) era composto DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 0,5 mM de IBMX 

(isobutilmetilxantina), 0,5 μM de hidrocortisona e 60 μM de indometacina (Sigma), 

100U/mL de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina (Gibco). 

A troca de meio se deu a cada 4 dias. Após cerca de 21 dias em cultura, as 

células foram fixadas por 20 minutos com uma solução composta de 4% 

paraformaldeído (Sigma) e 4% de sacarose em solução salina de fosfato (PBS), com 

o PH ajustado para 7,2. 

Em seguida foi adicionada solução de óleo vermelho (Oil red-Sigma) por 5 

minutos e a placa foi lavada com água destilada diversas vezes (cerca de sete 

vezes) para remoção do excesso de corante. As imagens foram adquiridas por meio 

de uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz 

Nikon TMS-F. 
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3.7 Diferenciação osteogênica in vitro: 

  Cerca de 5X104 células/mL foram semeadas em placas petri de 35mm 

tratadas para adesão. O meio de diferenciação era composto por DMEM Hi ou Low 

glicose (Invitrogen), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Hyclone); 0,1µM 

de dexametasona; 50 µg/mL de ácido ascórbico e 10mM de β-glicerofosfato. As 

células foram mantidas nesse meio por até 60 dias. O meio foi trocado a cada 4 

dias.  

Para revelação as células foram fixadas em 4% paraformaldeído (Sigma) e 

4% de sacarose em PBS, com o Ph ajustado para 7,2; e em seguida coradas com 

2% de Alizarina Vermelha (Alizarin red-Sigma) em água miliQ. Para retirar o excesso  

de corante, as células foram lavadas diversas vezes. As imagens foram adquiridas 

por meio de uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de 

luz Nikon TMS-F. 

 

3.8  Diferenciação neural in vitro:  

3.8.1 Diferenciação neural espontânea: após as células terem atingido 70% da 

confluência da garrafa, houve substituição do meio DMEM/F12 por DMEM Knock-

Out /20% KSR (Knock-out Serum Replacement, Invitrogen) e a cultura foi mantida 

nessas condições por sete dias. Após isso, as células foram dissociadas em solução 

de tripsina/EDTA 0,05% (Invitrogen) e transferidas para placas de Petri de 35cm2, 

em meio Neurobasal suplementado com B27 para que se desse a diferenciação 

neural, conforme protocolo descrito por Kerkis et al., 2007. As células foram 

mantidas nestas condições por até 60 dias. 
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3.8.2 Diferenciação neural induzida com ácido retinóico (RA):  

Cerca de 105 células/ml foram semeadas em placas de petri de 35mm 

recobertas com agarose 0,6%, para evitar a adesão celular, em meio neurobasal 

suplementado com B27 e 100U/mL de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina 

(Gibco), 2mM de glutamina e 2mM de aminoácidos não essenciais. Após 48 horas, 

houve a formação de agregados celulares em forma de esfera. Nesse estágio houve 

adição de 10-7M de RA (Sigma) e as células permaneceram mais dois dias nestas 

condições.  Essas estruturas foram então transferidas para placas de seis poços 

recobertas com 0,1% de gelatina tipo A (gelatina de pele de porco-Sigma) na 

presença de meio cuja composição está descrita acima, porém sem RA. As células 

foram mantidas por até seis semanas nessas condições. 

 As células indiferenciadas e tratadas foram então encaminhadas para 

experimentos de imunofluorescência, com anticorpos específicos para NESTINA e 

ΒIII-TUBULINA. As células tratadas também foram marcadas com o anticorpo MAP-

2 ab, específico para neurônios maduros (Sigma). Além disso, foram feitas medidas 

de eletrofisiologia comparativas entre as células indiferenciadas e diferenciadas. As 

imagens de campo claro foram obtidas por meio de uma câmera Nikon com lentes 

da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon TMS-F. Quanto às imagens de 

imunofluorescência, os detalhes da obtenção estão descritos no tópico 

Imunofluorescência, em Material e Métodos. 

Para diferenciação neural das CTEs, usadas como controle deste 

experimento, as colônias foram cortadas manualmente com uso de agulha de 

seringa hipodérmica. Posteriormente, os pedaços foram transferidos para placas de 

petri de 35mm recobertas com agarose 0,6% e o restante da diferenciação se 

completou conforme o descrito acima para as IDPSCs. 
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3.8.3 Diferenciação neural induzida com FGF- 2 e dibutiril AMP cíclico 

(dbcAMP):  

Cerca de 5X104 células/ml foram semeadas em placas de petri de 35 mm 

tratadas para adesão, houve então a adição de meio neurobasal suplementado com 

20ng/ml de FGF-2 (RD systems) e 500 µM de dibutiril AMP cíclico (N
6
,2′-O-

Dibutyryladenosine 3′,5′-cyclic monophosphate sodium salt - Sigma). O meio foi 

trocado a cada quatro dias. Ao final de um mês as células foram fixadas e marcadas 

com anticorpos para NESTINA, e βIII- TUBULINA e GFAP.  

As imagens foram obtidas com um microscópio Axioplan -Axiophot 2 (Zeiss) e 

analisadas com o programa Isis 3 (Meta Systems- in situ imaging system) no 

laboratório da professora Dra. Ângela Morgante (Depto. de Genética e Biologia 

Evolutiva- IB-USP). Os detalhes do protocolo utilizado estão descritos no tópico 

Imunofluorescência, em Material e Métodos. 

 

3.9 Detecção de marcadores de linhagem neural: 

O protocolo para imunofluorescência para células tratadas com adição de 

FGF2 e dbcAMP foi realizado conforme se segue: 

Células IDPSCs indiferenciadas e após tratamento foram semeadas em 

lamínulas de 13mm de diâmetro (Knittel) e fixadas em solução de 4% de 

paraformaldeído e 4% de sacarose, pH 7,2, por 10 minutos. Foram então lavadas 

três vezes em PBS e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 (Sigma) por 5 

minutos.  

Após bloqueio por uma hora com 3% de Albumina de Soro Bovino (BSA- 

Sigma), houve incubação com anticorpo primário por duas horas, a temperatura 
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ambiente em solução de BSA 0,1%, seguida de três lavagens em PBS e adição do 

anticorpo secundário (Cy3, Amersham; diluição de 1:200), por uma hora a 

temperatura ambiente. Subseqüentemente, as laminas foram lavadas em PBS e 

montadas em solução de Vectashield (Vector labs). Os anticorpos monoclonais para 

humano utilizados foram para NESTINA, ΒIII-TUBULINA (TUJ1) e GFAP (diluição 1: 

200), da Sigma. 

As imagens de imunofluorescência foram obtidas com um microscópio 

Axioplan -Axiophot 2 (Zeiss) e analisadas com o programa Isis 3 (Meta Systems- in 

situ imaging system), no laboratório da professora Dra. Ângela Morgante (Depto. de 

Genética e Biologia Evolutiva- IB-USP).   

 

Quanto à imunofluorescência realizada para experimentos de diferenciação 

celular com RA, o protocolo empregado foi o que se segue abaixo: 

Células de polpa de dente decíduo indiferenciadas e diferenciadas foram 

semeadas em lamínulas de 13mm de diâmetro (Knittel) e fixadas em solução de 4% 

de paraformaldeído e 4% de sacarose, pH 7,2., por 10 minutos. Foram então 

lavadas três vezes em PBS e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 (Sigma) 

por 5 minutos.  

Após bloqueio por uma hora com 5% de Albumina de Soro Bovino (BSA- 

Sigma), houve incubação com anticorpo primário over night a temperatura ambiente 

em solução de BSA 0,1%, seguida de três lavagens em PBS e adição do anticorpo 

secundário (diluição de 1:200), conjugado com Alexa Red (Molecular Probes, 

Eugene, OR), durante duas horas. Após lavagem com PBS, as células foram 

marcadas com DAPI e montadas em solução de Tissue Tek (Sakura Finetek 

Europe). Os anticorpos primários utilizados foram contra MAP-2ab (Sigma, St. Louis; 
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1:200); NESTINA (Chemicon, mouse IgG, 1:100) e ΒIII-TUBULINA (Sigma, St. Louis, 

MO; mouse IgG2b, 1:200). As imagens foram obtidas por meio de um microscópio 

de fluorescência Nikon, Eclipse T300. 

 

3.10 Medidas de eletrofisiologia: 

 Para este experimento, IDPSCs indiferenciadas na nona passagem e células 

na terceira semana de tratamento indutor da diferenciação neural com RA foram 

utilizadas. As medidas foram realizadas pela técnica de patch clamp, na 

configuração whole cell, modo voltage clamp, a temperatura ambiente. Este 

procedimento permite que se varie rapidamente o potencial de membrana, 

mantendo-o em um valor programado no tempo enquanto se medem as correntes 

que passam pelas populações de canais iônicos disponíveis na membrana.  

As micropipetas empregadas foram construídas a partir de capilares de 

borosilicato (vidro 7051, Garner Glass Co.) e apresentavam resistência de ponta 

entre 1,5 e 3MΩ quando preenchidas com a solução intracelular e mergulhadas na 

solução extracelular. A solução da micropipeta continha 10mM de NaCl; 2mM de 

ATP; 4,5mM de MgCl2; 9mM de EGTA; 150mM de KCl e 10mM de HEPES e a 

solução do banho era composta por 132mM de NaCl; 1,2mM de MgCl2; 1,8mM de 

CaCl2; 4mM de KCl; 10mM de HEPES e 5mM de glicose. As soluções empregadas 

não nos permitiram isolar as correntes de sódio e potássio, foram feitas medidas de 

corrente total das células. O protocolo consistiu em 50ms de passos despolarizantes 

com incrementos de 5mV, partindo de uma fixação de voltagem de -100mV. 

Para as medidas um amplificador Axopatch 200B e o programa pClamp, v. 

10.1, (Axon Instruments Inc) foram utilizados. Uma interface AD/DA – modelo 1322 
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de 16 bits, também da Axon Instruments Inc, converteu o sinal analógico em digital e 

vice-versa, fazendo a comunicação entre o amplificador e computador.  

 

3.11 Indução da diferenciação neural de CTEs in vitro: 

  Para uso como feeder, IDPSCs indiferenciadas e células de fibroblasto murino 

foram tratadas com 40Gy de radiação, para impedir a divisão celular. O 

procedimento de radiação foi realizado no Centro de Tecnologia das Radiações- 

IPEN. Posteriormente, cerca de 5x104 células foram semeadas em placas de petri 

de 35mm tratadas com 0,1% de gelatina em meio DMEM/F12 (Invitrogen) 

suplementado com 15% de FBS (Hyclone), 100U/mL de penicilina e 100μg/mL de 

estreptomicina (Invitrogen), 2mM de glutamina e 2mM de aminoácidos não 

essenciais. Após a adesão, o meio foi trocado por meio de cultivo de células-tronco 

embrionárias, cuja composição esta descrita acima, no tópico “Cultura de CTEs” 

Para a diferenciação neural, colônias de CTEs humanas Hues9 foram 

transferidas para as camadas de feeder previamente preparadas em meio de cultivo 

de CTEs. O meio foi trocado diariamente e as células permaneceram nestas 

condições ate que houvesse a formação de estruturas em forma de roseta nas 

colônias (cerca de quinze dias). Essas estruturas foram então transferidas para 

placas de petri de 35mm em meio Neurobasal suplementado com B27 e 100U/mL 

de penicilina e 100μg/mL de estreptomicina (Gibco), 2mM de glutamina e 2mM de 

aminoácidos não essenciais, para que a diferenciação se completasse (cerca de 

quinze dias).  

As células diferenciadas foram então conduzidas para experimentos de 

imunofluorescência, empregando os marcadores MAP-2 (Sigma), NESTINA 
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(Chemicon) e ΒIII-TUBULINA (Sigma). Conforme o descrito para a realização de 

imunofluorescência após o protocolo de indução neural com RA. 

 

3.12 Ensaios de co-cultura em poços separados por membrana (Transwell): 

Para verificar se apenas o meio secretado pelas IDPSCs era suficiente para 

promover a diferenciação neural ou se havia necessidade do contato celular entre 

CTEs e IDPSC, foram conduzidos experimentos empregando um sistema de 

“transfiltro” Transwell®, da Corning, com membrana permeável de 0,4μm. Nesse 

sistema, as células-tronco embrionárias foram semeadas na parte inferior da placa, 

após tratamento da superfície com Matrigel, por 40 minutos em meio MTSR. As 

células foram mantidas por 48 horas nesse meio para que houvesse adesão celular. 

Posteriormente, membranas contendo IDPSCs indiferenciadas irradiadas 

foram colocadas nos poços, sobre as CTEs previamente semeadas. Para efeito 

comparativo, também foram usadas membranas contendo fibroblasto de prepúcio 

humano (H27) e murino irradiados. O meio de cultivo foi então mudado para meio de 

CTEs, visto que um experimento anterior havia mostrado que mesmo quando 

cultivadas sobre polpas a diferenciação das CTEs foi inibida na presença de meio 

MTSR. Como controle, um poço foi mantido com CTEs em MTSR, onde se esperava 

não houvesse diferenciação e outro em meio de CTEs. O sistema foi mantido por 15 

dias, para verificar se havia formação de estruturas neurais. 
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4. RESULTADOS  

4.1 Isolamento de IDPSCs e cultura  

Conseguimos isolar e estabelecer duas linhagens de células de polpa de 

dente decíduo, que foram então nomeadas PDL1 e PDL2. É necessário ressaltar 

que as polpas utilizadas eram provenientes de dentes que foram removidos 

cirurgicamente, por questões de tratamento ortodôntico (o dente permanente estava 

em vias de realizar a oclusão e o decíduo ainda não havia sido liberado 

naturalmente), e não por motivos de inflamações ou doenças periodontais. As 

células obtidas apresentaram morfologia semelhante à de fibroblasto (fibroblast like 

cells) e foram cultivadas em confluência menor que 70% na garrafa (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Confirmação da origem das células  

 Através de experimentos de citometria de fluxo (Tabela 1), pudemos observar 

que as duas linhagens de células analisadas expressam os marcadores CD29 

(precursor de integrina β1), CD44 (receptor de ácido hialurônico, relacionado à 

migração celular), CD73 (Ecto-5'-nucleotidase, relacionado com a proliferação 

Figura 1: Células de polpa de dente decíduo após três semanas do início da derivação da 

cultura (A) e na terceira passagem celular (B). Aumento de 100X. As células foram fotografadas 

com uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon TMS-F 

B A 
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celular), CD90 (precursor de glicoproteína de membrana Thy 1), CD105 (receptor de 

TGF III ou precursor de endoglina, relacionado à proliferação celular) e CD166 

(ALCAM-1- activated leucocyte cell adhesion molecule-1). 

Não houve detecção de marcadores hematopoiéticos de superfície e 

endoteliais, como CD34 (antígeno de célula progenitora hematopoiética, expressa 

em progenitoras endoteliais), CD45 (antígeno comum de leucócito), CD14 (receptor 

de lipopolissacarídeo e marcador de linhagem hematopoética), CD31 (PECAM-1, 

Platelet endothelial cell adhesion molecule precursor , marcador de linhagem 

endotelial, também relacionado com a migração celular (Jackson et al., 1997) e 

CD133 (precursor de prominin, também expressa na medula óssea (Yin et al., 1997).  

Além disso, não observamos marcação para HLA-DR (Antígeno de leucócito 

humano), uma molécula pertencente ao complexo principal de histocompatibilidade 

classe II, relacionado ao sistema de rejeição de transplante (Muller et al., 1983; 

Müller-Steinhardt et al., 2000).  

 

4.3 Cariótipo das IDPSCs  
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  Por análises numéricas do cariótipo (Figura 2), pudemos observar que ambas as 

linhagens são XY. Para PDL1 foram contadas 33 metáfases, das quais duas 

(aproximadamente 6%) se apresentaram tetraplóides. Para PDL2 foram contadas 64 

metáfases, mas o mesmo foi observado quanto à tetraploidia (quatro metáfases ou 

aproximadamente 6% eram tetraplóides). As células analisadas estavam na 

passagem doze. 

 

 

4.4 Detecção de marcadores comumente expressos em CTEs 

4.4.1 Detecção de antígenos de superfície celular por citometria de fluxo 

 Os dados obtidos estão sumarizados na Tabela 2. Observamos que cerca de 

21% das células analisadas de ambas as linhagens expressam SSEA-1, 

correlacionado com a diferenciação de CTEs humanas. Quanto ao marcador SSEA-

4, observamos que cerca de 74% das células da linhagem PDL1 apresentavam 

marcação, ao passo que para PDL2 essa taxa foi um pouco menor. Quanto à 

Figura 2: Em A, cariótipo de uma célula PDL2 46, XY. Em B, uma célula PDL2 
tetraplóide. 
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expressão do marcador TRA-1-81, novamente, foi observado um maior número de 

células da linhagem PDL1, ao passo que a detecção de TRA-1-60 foi maior em 

células da linhagem PDL2. Vale ressaltar que ao menos 10.000 eventos foram 

contados para cada medida. 

 

4.4.2 Detecção de genes comumente expressos em CTEs 

 Foi detectada a expressão de NANOG, OCT-4, cMYC, mas não de LIN28, 

como verificado na Figura 3. A expressão de NANOG pôde ser detectada nas 

IDPSCs no ciclo 32, enquanto para as CTEs no ciclo 24 já era possível se observar 

a expressão de tal gene. Num modo similar, o cDNA de OCT-4 pôde ser observado 

primeiramente nas CTEs, no ciclo 24 e para as IDPSCs, a partir do ciclo 30.  

O cDNA de LIN28 foi detectado em CTEs, como esperado, mas não nas 

IDPSCs. Curiosamente, a expressão de c-MYC foi visualizada em ciclos menores 

para IDPSCs que para CTEs. C-MYC é um proto-oncogene relacionado à 

progressão do ciclo celular (Secombe et al., 2004). 

 

4.4.3 Imunofluorescência para detecção de OCT-4 

A expressão protéica de OCT-4 pôde ser observada por imunofluorescência 

em células PDL2 e PDL1 na passagem 4. O resultado obtido para a linhagem PDL2 

se encontra na Figura 4. Nota-se a sobreposição da marcação de OCT-4 com DAPI, 

evidenciando a expressão nuclear, como esperado. 

 

4.5 Diferenciações adipogênica e osteogênica in vitro (Figuras 5 e 6):  

A capacidade de auto-renovação e de se diferenciar para outros tipos 

celulares são duas das características que definem uma célula-tronco. Diversos 
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trabalhos mostram a capacidade de células-tronco mesenquimais em se diferenciar 

para cartilagem, tendão, músculo e tecido adiposo, dentre outros tipos celulares. 

No presente trabalho, não detectamos diferenciação adipogênica das células 

quando cultivadas em meio indutor A. Porém as células espontaneamente se 

diferenciaram na placa usada como controle (Figura 5A). É provável que a alta 

confluência da cultura, neste caso, tenha levado às células à diferenciação 

espontânea. Mediante o fato de não conseguirmos induzir a diferenciação 

adipogênica com o meio A, empregamos o meio B, que continha IBMX 

(isobutilmetilxantina), hidrocortisona e indometacina, sendo que, neste caso, houve a 

diferenciação celular (Figura 5B). 

Com relação à diferenciação osteogênica, notamos que após vinte um dias 

em condições indutoras já foi possível notar a formação de matriz extracelular rica 

em cálcio, evidenciada pela coloração com Alizarina Vermelha (Fig. 6D), sendo que 

esse processo se acentuou com maior tempo de indução, como o verificado após 

dois meses de indução (Fig. 6E e 6F). Para efeito comparativo, a Tabela 4 sintetiza 

os resultados obtidos por diferentes grupos que testaram a capacidade de 

diferenciação de células-tronco derivadas da polpa de dente. 

 

4.6 Diferenciação neural in vitro:  

4.6.1 Morfologia neural 

 Para diferenciação neural, três protocolos foram testados. O primeiro previa a 

retirada de soro e ausência de indutores na tentativa de repetir o protocolo descrito 

por Kerkis e colaboradores (2007) de diferenciação neural “espontânea”. As etapas 

do protocolo podem ser acompanhadas na Figura 7. Em um dos experimentos 

observamos após dois meses de cultivo o aparecimento de células bastante 
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ramificadas, aparentando ter formado neuritos (Figura 7G), entretanto esse resultado 

não foi reprodutível, de forma que não foi possível realizar experimentos adicionais, 

como o de imunofluorescência, com estas células. Em todas as demais tentativas, 

as células permaneceram em um estágio anterior, como o ilustrado na figura 7F.  

O segundo protocolo envolveu a formação de agregados celulares em 

suspensão, descritos por Kerkis e colaboradores (2007) como estruturas em forma 

de esfera (do inglês SLS- sphere like structures), e o emprego de RA como indutor.  

Quando transferidos para placas aderentes, os agregados celulares aderiram ao 

substrato em 24 horas (Figura 8), e muitas células começaram a migrar a partir 

destas estruturas. Após 30 dias de cultivo em placas aderentes, foi possível notar a 

formação de uma camada de células mais achatadas e escuras sobreposta por 

células mais claras, arredondadas e com terminações que lembram neuritos, estas 

últimas, fracamente aderidas ao substrato, conforme o descrito por Schwartz et al., 

2003.  

Essa formação, contudo, era transiente. Muitas vezes, dentro de 24 horas não 

se observavam mais as células claras, sendo que com a progressão do tempo de 

cultura apenas as células mais achatadas permaneceram na placa. É possível que 

por serem fracamente aderidas essas células mais claras se descolassem 

facilmente, de forma que não as observássemos mais, ou mesmo que perdessem a 

morfologia neural. Em outros casos, células que estavam em divisão ou sob 

estresse apresentavam morfologia semelhante à de células neurais, dificultando a 

interpretação dos resultados.  

Em contrapartida, na diferenciação paralela com CTEs após dez dias de 

cultura foi possível observar células sofrendo neuritogênese pronunciada, que se 

acentuou com a progressão do tempo de cultura (Figura 9). Aparentemente, a 
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diferenciação neural de CTEs ocorre mais rapidamente e de forma mais acentuada. 

É necessário salientar que para a realização dos experimentos de 

imunofluorescência e eletrofisiologia foram empregadas as IDPSCs de morfologia 

mais achatada, pelas limitações técnicas descritas acima quanto à manutenção das 

células mais claras e arredondadas na cultura. 

Num modo similar ao da indução com RA, após 21 dias de tratamento das 

IDPSCs com FGF e dbcAMP foi possível observar a formação previamente descrita 

acima (Figura 10) Após estas células serem tratadas com tripsina e transferidas para 

outra placa em menor confluência foi possível observar a morfologia celular 

decorrente do tratamento mais detalhadamente. Curiosamente as células tinham a 

tendência a se agregar. É possível notar em algumas células projeções que 

lembram neuritos (Figura 11).   Entretanto, com a ausência de fatores indutores ou 

com progressão do tempo de cultura se tornava mais rara a presença de células 

com tal morfologia.  

 

4.6.2 Detecção de marcadores neurais: IDPSC indiferenciadas expressam 

marcadores neurais 

 Tanto as CTEs humanas diferenciadas, como as IDPSCs tratadas com RA 

foram positivamente marcadas para NESTINA (marcador de células-tronco e 

progenitoras neurais e neurônios imaturos) e ΒIII-TUBULINA (marcador de neurônio 

imaturo). Porém, as células indiferenciadas de polpa de dente também exibiram 

claramente esse padrão de marcação, de forma que não podemos considerar a 

detecção destes marcadores como indício de que a célula está sofrendo 

diferenciação neural (Figura 12). Não obstante, as IDPSCs tratadas com RA não 

exibiram  marcação para MAP-2ab, característico de neurônios maduros, ao passo 
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que neurônios gerados pela diferenciação neural de CTEs embrionárias humanas 

em ensaios de co-cultura foram positivamente marcados (Figura 13). 

Com relação ao protocolo de indução com FGF e dbcAMP, a 

imunofluorescência foi conduzida com emprego dos anticorpos GFAP e βIII-

TUBULINA. A presença de GFAP foi verificada apenas em células de polpa de dente 

decíduo tratadas, ao passo que, como visto anteriormente, βIII-TUBULINA foi 

encontrada tanto em células não tratadas como após o tratamento (Figura 14).  

 

4.6.3 Medidas de eletrofisiologia: IDPSC indiferenciadas apresentam 

corrente para sódio e potássio e são capazes de disparar potencial 

de ação: 

  As medidas de eletrofisiologia foram realizadas com células indiferenciadas e 

após tratamento indutor com RA, a fim de verificarmos a presença de correntes para 

os íons sódio e potássio e a capacidade das células em disparar potencial de ação. 

(Figuras 15 e 16).  

Observamos que dentre as células analisadas, tanto a cultura mantida em 

condições controle, composta por células indiferenciadas, como a submetida ao 

protocolo de diferenciação neural com RA, apresentam células que exibem correntes 

de sódio e potássio compatíveis com o verificado para células excitáveis, e disparam 

potencial de ação.  

 

 

4.7 Ensaios de co-cultura com CTEs humanas (Figura 17) 

Com o objetivo de evitar o uso de produtos de origem animal no cultivo das 

CTEs humanas, decidimos testar a capacidade das IDPSC agirem como células de 
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suporte, equivalente a fibroblastos fetais murinos, normalmente usados no cultivo de 

CTEs humanas.  Inesperadamente, foi notado um grande número de rosetas nas 

colônias de CTEs humanas cultivadas em meio de CTEs sobre camada de IDPSC 

irradiadas.  Resolvemos então investigar a possível capacidade dessas últimas em 

induzir diferenciação neural das CTEs humanas. 

Após cerca de sete dias de cultivo sobre as células de polpa irradiadas foi 

possível observar em algumas colônias de CTEs a formação de estruturas 

organizadas em forma colunar e concêntricas, que lembram a formação de rosetas, 

como o descrito no trabalho de Pankratz e colaboradores (2007), características de 

diferenciação neural. Com a progressão no tempo de cultivo um número maior 

dessas estruturas pôde ser observado. Estas formações foram então recortadas 

com uso de agulha de seringa hipodérmica e transferidas para outras placas em 

meio próprio para cultivo de células neurais para que a diferenciação se 

completasse. Foi possível observar uma cultura complexa e heterogênea, composta 

por células mais achatadas, recobertas por células de morfologia neuronal (Fig. 17 

D) e também puderam ser encontradas células de morfologia semelhante as da glia 

(Fig. 17E). A cultura foi mantida nestas condições por até quarenta e cinco dias após 

a transferência. 

 Algo interessante a ser notado é que quando as colônias de CTEs foram 

cultivadas sobre as células de polpa, porém na presença de meio mTESR, a 

diferenciação neural foi inibida completamente (Fig. 18), o que pode ter ocorrido 

devido à presença de LIF (Kawasaki et al., 2000) e altas concentrações de FGF-2. 

 A fim de elucidar a identidade das células diferenciadas, foram realizados 

ensaios de imunofluorescência empregando anticorpos específicos do trato neural. É 

possível observar uma marcação positiva para NESTINA nas estruturas neurais em 
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forma de rosetas, formadas após quinze dias de cultivo sobre células de polpa 

(Figura 19), confirmando o comprometimento destas células com a linhagem neural. 

Para este ensaio estas estruturas foram recortadas e semeadas em lamínulas 

tratadas com gelatina, para melhor visualização.  

 Também foram realizados ensaios de imunofluorescência com as células 

diferenciadas decorridos os quinze dias de transferência das rosetas formadas para 

placas aderentes na presença de meio próprio para cultivo neural (Figura 20). 

Observamos marcação positiva para NESTINA, III-TUBULINA e MAP-2.  

 A fim de verificar se outras células humanas usadas como feeder poderiam 

exercer o mesmo efeito sobre as colônias de CTEs ou se tratava-se de uma 

característica particular das células de polpa, foram realizados novos experimentos 

empregando células de fibroblasto de prepúcio humano como feeder. Os dados 

obtidos quanto ao número de estruturas neurais formadas se encontram na Figura 

21. Nota-se que quando cultivadas sobre polpas, o número de estruturas neurais 

observadas nas colônias de CTEs é superior ao daquelas mantidas sobre fibroblasto 

de prepúcio.  

 Empregando o teste estatístico de Fisher, para comparar o número de 

estruturas neurais formadas quando do cultivo sobre IDPSCs ou células de prepúcio 

humano, verificamos que as diferenças observadas são significantes, sendo que 

após doze dias de cultivo, o valor p obtido foi de 0,0022 e após 19 de 0,0002, ambos 

menores que 0,01. 

 Adicionalmente, para constatar se as células de polpa eram capazes de 

induzir a diferenciação neural apenas por contato ou se havia a liberação de fatores 

solúveis pelas mesmas responsáveis por tal evento, foram realizados experimentos 

em placas Transwell. Nesse sistema, as CTEs humanas foram cultivadas na parte 
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inferior da placa, enquanto as células usadas como feeder foram cultivadas sobre 

uma membrana de polímero, ocupando a parte superior da placa. Essa membrana 

possuía poros de 0,4μm de diâmetro permitindo difusão de solutos, mas não de 

estruturas maiores, como células. Para efeito comparativo, também foram usadas 

membranas contendo fibroblasto de prepúcio humano (H27) e murino irradiados. 

Como controle, um poço foi mantido com CTEs em mTeSR1, onde se esperava não 

houvesse diferenciação, e outro em meio de CTEs. Os resultados obtidos estão 

apresentados na Figura 22.  

 Nota-se que as células cultivadas em mTESR não sofreram diferenciação, 

diferentemente das colônias mantidas nas demais condições, que se diferenciaram 

porém não em estruturas neurais. Apenas no poço onde houve co-cultivo com 

células de fibroblasto murino foi detectada diferenciação neural de uma única 

colônia. Estes resultados indicam que o contato celular é importante para que a 

diferenciação neural ocorra. 
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Anticorpo Marcação  Anticorpo Marcação

CD 14 - CD90 +

CD 29 + CD105 +

CD31 - CD106 -

CD34 - CD117 -

CD44 + CD133 -

CD45 - CD166 +

CD73 + HLA-DR -

Tabela 2 :Resultados de  citometria de fluxo para caracterização da 

origem mesenquimal das  células

Marcador PDL1 (%) PDL2 (%)

SSEA-4 74,48 69,6

SSEA-1 21,3 21,1

TRA-1-81 28,1 19,3

TRA-1-60 11,7 16,3

Tabela 3: Detecção de marcadores de superfície celular de células

pluripotentes em IDPSCs.
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Figura 3:  PCR semi-quantitativa para genes tipicamente expressos em células 
pluripotentes. Pode-se observar resultados comparativos para IDPSC e CTEs 
humanas. A expressão de LIN28 não foi detectada nas IDPSCs. 

Figura 3: PCR semi-quantitativa para genes tipicamente expressos em células

pluripotentes. Pode-se observar resultados comparativos para IDPSC e CTEs

humanas. A expressão de LIN28 não foi detectada nas IDPSCs.
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Figura 4: Detecção protéica, por imunofluorescência, do marcador  OCT-4 em 
IDPSC indiferenciadas. Em A, células positivamente marcadas  para OCT-4. Em B, 
coloração do núcleo com DAPI. Em C, sobreposição de A e B, mostrando a 
expressão nuclear de OCT-4. Em D, controle negativo, já com a sobreposição

Figura 4: Detecção protéica, por imunofluorescência, do marcador OCT-4 em

IDPSC indiferenciadas. Em A, células positivamente marcadas para OCT-4. Em

B, coloração do núcleo com DAPI. Em C, sobreposição de A e B, mostrando a

expressão nuclear de OCT-4. Em D, controle negativo, já com a sobreposição.
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Figura 5: Diferenciação de IDPSCs em adipócitos. (A) Células espontaneamente 
diferenciadas para adipócitos .(B) Células após 21 dias de tratamento com meio 
indutor B . As deposições de lipídeos foram coradas com óleo vermelho. As fotos 
foram adquiridas por meio de uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a 
um microscópio de luz Nikon TMS-F 

Figura 5 : Diferenciação de IDPSCs em adipócitos. (A) Células espontaneamente diferenciadas

para adipócitos .(B) Células após 21 dias de tratamento com meio indutor B . As deposições de

lipídeos foram coradas com óleo vermelho. As fotos foram adquiridas por meio de uma câmera

Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon TMS-F
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Figura 6: Diferenciação osteogênica de IDPSC.  (A) Células indiferenciadas. (B) dia 
10 da diferenciação. (C) Após 21 dias. (D) células após 21 dias de diferenciação 
osteogênica coradas com alizarina vermelha. (E) e (F) células após dois meses de 
diferenciação osteogênica coradas com solução de alizarina vermelha.. (E) aumento 
de 40X e em F aumento de 100X.  As fotos foram obtidas por meio de uma câmera 
Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon TMS-F 

Figura 6 : Diferenciação osteogênica de IDPSC. (A) Células indiferenciadas. (B) dia

10 da diferenciação. (C) Após 21 dias. (D) células após 21 dias de diferenciação

osteogênica coradas com alizarina vermelha. (E) e (F) células após dois meses de

diferenciação osteogênica coradas com solução de alizarina vermelha.. (E) aumento

de 40X e em F aumento de 100X. As fotos foram obtidas por meio de uma câmera

Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon TMS-F
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Tabela 4:  Pluripotencialidade de células-tronco de polpa de dente. Comparação 
entre os resultados obtidos por experimentos de diferenciação celular realizados 
com diferentes linhagens de células –tronco de polpa de dente. 

 

Linhagem
Diferenciação 

adipogênica

Diferenciação 

osteogênica

Diferenciação 

para 

cartilagem

Diferenciação 

neural

Diferenciação 

miogênica

DPSC

Gronthos et

al., 2000 - +

Não

investigada

Não

investigada

Não

investigada

DPSC 

Gronthos et

al., 2002

+ +

Não 

investigada +

Não

investigada

SHEDs

(Miura et

al.,2003

+ +

Não 

investigada +

Não

investigada

IDPSC

Kerkis et

al.,2006

+ + + + +

Arthur et al, 

2008

Não

investigada

Não

investigada

Não

investigada +

Não

investigada

Tabela 4: Pluripotencialidade de células-tronco de polpa de dente. Comparação entre os

resultados obtidos por experimentos de diferenciação celular realizados com diferentes

linhagens de células –tronco de polpa de dente.
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Figura 7: Diferenciação neural espontânea das IDPSCs.  (A) Células indiferenciadas. 
(B) Após sete dias de cultivo em meio DMEM Knock-Out /20% KSR. (C) Massa de 
células que se forma após o tratamento com tripsina. (D) Imagem de parte da massa 
de células após imediata transferência para placa de 35mm de diâmetro. (E) 24 
horas após transferência. Nota-se que a massa já aderiu à superfície celular. (F) 
Após quinze dias de cultivo nestas condições. Observam- se algumas células  mais 
brilhantes e arredondadas sobre o tapete de células que cobre a placa (seta). (G) 
após dois meses de cultivo nestas condições. As fotos foram obtidas por meio de 
uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon 
TMS-F.  

Figura 7 : Diferenciação neural espontânea das IDPSCs. (A) Células

indiferenciadas. (B) Após sete dias de cultivo em meio DMEM Knock-Out /20%

KSR. (C) Massa de células que se forma após o tratamento com tripsina. (D)

Imagem de parte da massa de células após imediata transferência para placa de

35mm de diâmetro. (E) 24 horas após transferência. Nota-se que a massa já

aderiu à superfície celular. (F) Após quinze dias de cultivo nestas condições.

Observam- se algumas células mais brilhantes e arredondadas sobre o tapete de

células que cobre a placa (seta). (G) após dois meses de cultivo nestas

condições. As fotos foram obtidas por meio de uma câmera Nikon com lentes da

Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon TMS-F.
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Figura 8: Tratamento indutor da diferenciação neural de IDPSC com RA.  (A) 
Imagem dos agregados celulares obtidos  (descritos por Kerkis et al, 2006 como 
SLS- sphere-like structures). (B) 24 horas após a transferência para placas 
aderentes. (C) 30 dias após a transferência.(D) Células brilhantes, com morfologia 
semelhante à neural e mais achatadas, escuras. As fotos foram obtidas por meio de 
uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon 
TMS-F. 

Figura 8: Tratamento indutor da diferenciação neural de IDPSC com RA. (A)

Imagem dos agregados celulares obtidos (descritos por Kerkis et al, 2006 como

SLS- sphere-like structures). (B) 24 horas após a transferência para placas

aderentes. (C) 30 dias após a transferência.(D) Células brilhantes, com morfologia

semelhante à neural e mais achatadas, escuras. As fotos foram obtidas por meio de

uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscópio de luz Nikon

TMS-F.
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Figura 9: Diferenciação neural de CTEs humanas com RA.   (A) Imagem dos 
agregados celulares obtidos  (descritos por Kerkis et al, 2006 como SLS- sphere-like 
structures). (B) 10 dias após a transferência para placas aderentes. As fotos foram 
obtidas por meio de uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um 
microscópio de luz Nikon TMS-F. 

Figura 9: Diferenciação neural de CTEs humanas com RA. (A) Imagem dos

agregados celulares obtidos (descritos por Kerkis et al, 2006 como SLS- sphere-

like structures). (B) 10 dias após a transferência para placas aderentes. As fotos

foram obtidas por meio de uma câmera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a

um microscópio de luz Nikon TMS-F.
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Figura 10: Tratamento indutor da diferenciação neural de IDPSCs com FGF-2 e 
dbcAMP. (A) células indiferenciadas (aumento de 40X). (B) Após sete dias de cultivo 
com meio indutor composto de 500µM de dibutiril AMP cíclico e 20ng/ml de FGF -2. 
(C) Células após 21 dias de cultivo na presença dos indutores, aumento de 40X; (D) 
zoom  (4X) da foto C. (E) Aumento de 200X. As fotos C, D e E mostram o panorama 
geral da cultura, com células mais brilhantes sobre células mais escuras e 
fortemente aderidas como o descrito por  Schwartz et al, 2003.  

Figura 10: Tratamento indutor da diferenciação neural de IDPSCs com FGF-2 e dbcAMP. (A)

células indiferenciadas (aumento de 40X). (B) Após sete dias de cultivo com meio indutor

composto de 500µM de dibutiril AMP cíclico e 20ng/ml de FGF -2. (C) Células após 21 dias de

cultivo na presença dos indutores, aumento de 40X; (D) zoom (4X) da foto C. (E) Aumento de

200X. As fotos C, D e E mostram o panorama geral da cultura, com células mais brilhantes sobre

células mais escuras e fortemente aderidas como o descrito por Schwartz et al, 2003.
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Figura 11: IDPSCs tratadas com meio indutor composto de 500µM de dbcAMP e 
20ng/ml de FGF -2 por  21 dias,  posteriormente tratadas com tripsina e transferidas 
para placa tratada com  0,1% de gelatina.  (A): Observa-se no centro da imagem 
uma célula com morfologia neural típica. (B): A região delimitada mostra a formação 
de agregados  celulares comumente feitos neste protocolo. 

Figura 11: IDPSCs tratadas com meio indutor composto de 500µM de dbcAMP e

20ng/ml de FGF -2 por 21 dias, posteriormente tratadas com tripsina e transferidas

para placa tratada com 0,1% de gelatina. (A): Observa-se no centro da imagem

uma célula com morfologia neural típica. (B): A região delimitada mostra a formação

de agregados celulares comumente feitos neste protocolo.
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Figura 12: Imunofluorescência usando marcadores neurais βIII-TUBULINA e 
NESTINA para IDPSCs indiferenciadas e após tratamento com RA e para CTEs 
tratadas com RA. Para o controle negativo houve apenas incubação com anticorpo 
secundário. Em azul, núcleo celular corado com DAPI.  
 

          
 
Figura 13: Imunofluorescência para MAP-2. (A) IDPSCs após tratamento com RA. 
(B) Controle positivo feito com  CTEs diferenciadas para neurônio 
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Figura 14: Imunofluorescência usando marcadores neurais βIII-TUBULINA e GFAP 
para IDPSCs tratadas com dbcAMP e FGF-2. Em A e B marcação para GFAP. Em 
A, células indiferenciadas e em B, após tratamento indutor. Em C e D, células 
marcadas para ß-III TUBULINA. Em C, células indiferenciadas e em D após 
tratamento indutor. Em azul, núcleo celular corado com DAPI.  
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Figura 15: Medidas de eletrofisiologia para IDPSCs indiferenciadas. (A) Linhas 
representativas das correntes de sódio e potássio obtidas ao longo de 50ms de 
passos despolarizantes, com incrementos de 5mV, partindo de uma fixação de 
voltagem de -100mV (B) Potencial de ação.  Os pulsos despolarizante sofreram 
incrementos de 0,2nA. 
. 

Figura 15: Medidas de eletrofisiologia para IDPSCs indiferenciadas. (A) Linhas

representativas das correntes de sódio e potássio obtidas ao longo de 50ms de passos

despolarizantes, com incrementos de 5mV, partindo de uma fixação de voltagem de

-100mV (B) Potencial de ação. Os pulsos despolarizante sofreram incrementos de

0,2nA.
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Figura 16: Medidas de eletrofisiologia para IDPSCs após tratamento com RA. (A) 
Linhas representativas das correntes de sódio e potássio obtidas ao longo do tempo. 
(B) Potencial de ação. O pulso despolarizante foi de 15nA

55

Figura 16: Medidas de eletrofisiologia para IDPSCs após tratamento com RA. (A) Linhas

representativas das correntes de sódio e potássio obtidas ao longo do tempo. (B)

Potencial de ação. O pulso despolarizante foi de 15nA.
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Figura 17: Diferenciação neural de CTEs humanas induzida por IDPSCs. As CTEs 
foram mantidas em feeder murino antes de passagem para células de polpa. (A) 
Após três dias de cultivo sobre IDPSC indiferenciadas e irradiadas ainda é possível 
se notar colônias com morfologia típica de CTEs indiferenciadas. (B) Quinze dias 
após o cultivo sobre  IDPSCs. Células começam a se organizar formando estruturas 
colunares, adotando uma morfologia que lembra a formação de um tubo neural (C). 
(D) Quinze dias após transferência das rosetas para placas aderentes em meio 
Neurobasal/B27, na ausência de  IDPSCs. Células com morfologia típica de 
neurônio podem ser visualizadas. E também com morfologia mais parecida com a de 
células da glia (seta) (E) . (F) Quarenta e cinco dias após a transferência.   

Figura 17: Diferenciação neural de CTEs humanas induzida por IDPSCs. As CTEs

foram mantidas em feeder murino antes de passagem para células de polpa. (A) Após

três dias de cultivo sobre IDPSC indiferenciadas e irradiadas ainda é possível se notar

colônias com morfologia típica de CTEs indiferenciadas. (B) Quinze dias após o cultivo

sobre IDPSCs. Células começam a se organizar formando estruturas colunares,

adotando uma morfologia que lembra a formação de um tubo neural (C). (D) Quinze

dias após transferência das rosetas para placas aderentes em meio Neurobasal/B27,

na ausência de IDPSCs. Células com morfologia típica de neurônio podem ser

visualizadas. E também com morfologia mais parecida com a de células da glia (seta)

(E) . (F) Quarenta e cinco dias após a transferência.
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A B C

Figura 18: Meio mTESR inibe a diferenciação das CTEs. Em (A), colônia de CTEs

indiferenciadas, após sete dias de cultivo em matrigel/mTESR . Em B e C, CTEs cultivadas

sobre IDPSCs em meio normal de cultivo de CTEs ou em mTESR pelo mesmo período de

tempo, respectivamente. Nota-se que na ausência de mTESR (B), há formação de estruturas

neurais enquanto na presença deste meio (C), apesar de estarem semeadas sobre polpas, as

colônias não sofreram diferenciação.

Figura 19: Estruturas neurais organizadas em forma de roseta expressam o marcador

neural NESTINA. Em azul núcleo celular corado com DAPI. Aumento de 100X.
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Figura 20: Imunofluorescência para detecção de marcadores neurais em CTEs 
diferenciadas para neurônios após co-cultura com IDPSCs. Estruturas neurais 
organizadas expressam os marcadores  βIII-TUBULINA, MAP-2 e NESTINA. Em 
azul núcleo celular corado com DAPI.  
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Figura 20: Imunofluorescência para detecção de marcadores neurais em CTEs

diferenciadas para neurônios após co-cultura com IDPSCs. Estruturas neurais

organizadas expressam os marcadores βIII-TUBULINA, MAP-2 e NESTINA. Em azul

núcleo celular corado com DAPI.
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Figura 22: Ensaio de co-cultura usando placas Trasnwell por quinze dias. Nota-se

que as colônias mantidas em mTESR permaneceram indiferenciadas ao passo que

as colônias mantidas em meio de cultivo de CTE sofreram diferenciação (B). Quando

do co-cultivo com IDPSCs PDL1 (C) e PDL2 (D) e prepúcio humano H27 (E) as

colônias sofreram diferenciação, mas não para estruturas neurais. Apenas foi

detectada diferenciação neural em CTEs co-cultivadas com feeder murino (F).
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5. DISCUSSÃO 

5.1 Caracterização de IDPSCs:  

 A possibilidade de IDPSCs se diferenciarem em células neurais, 

especificamente em neurônios, abre grandes perspectivas para seu uso em terapia 

celular, e como um modelo de estudo in vitro de diferenciação neural em situações 

normal e patológica. Com o objetivo de explorar o uso dessas células em pesquisa 

básica, duas novas linhagens de IDPSCs foram estabelecidas, e examinamos sua 

capacidade de diferenciação neural. 

A caracterização fenotípica das duas linhagens por citometria de fluxo 

mostrou sua origem mesenquimal e não-hematopoética.  Além disso, as células 

foram capazes de se diferenciar em osteoblastos e adipócitos, confirmando sua 

identidade de célula-tronco. 

Curiosamente, foi detectada a expressão protéica de SSEA-4 e OCT-4 nas 

IDPSCs indiferenciadas, marcadores característicos de células-tronco pluripotentes, 

sugerindo que estas possam ter uma maior plasticidade.  De fato, Kerkis et al. 

(2007) descreveram a expressão de OCT-4, SSEA-4, TRA-1-81 e TRA-1-60 em 

suas linhagens de IDPSCs. 

Porém, a análise semi-quantitativa de expressão gênica realizada em nosso 

trabalho com as linhagens PDL1 e PDL2 mostrou que para OCT-4 e NANOG, os 

principais marcadores de células-tronco pluripotentes, a expressão nas IDPSC era 

60 e 200 vezes menor, respectivamente, do que em CTEs.  Isso sugere que a 

expressão desses genes não deve ser suficiente para conferir pluripotência às 

IDPSCs.  Corroborando esta hipótese, a injeção de outras linhagens de IDPSCs em 

camundongos imunodeficientes não foi capaz de gerar teratomas nos mesmos 



 

_________________________________________________________________DISCUSSÃO 

63 

 

(Kerkis et al., 2007), conforme o verificado para linhagens de CTEs (Przyborski, 

2005). 

Finalmente, a análise do cariótipo das duas linhagens identificou em torno de 

6% de células tetraplóides.  Poliploidias já foram encontradas em células de polpa 

de dente por outros pesquisadores da área (Tsutsui et al., 2006).  Além disso, Lizier 

e colaboradores (2007) mostraram que IDPSC eram capazes de fusionar 

espontaneamente in vitro entre si e também com células murinas. Em alguns tipos 

celulares, como músculo esquelético e osteoclasto, a fusão é um passo próprio do 

programa celular, que culmina na diferenciação (Taylor et al., 2002 e Vignery et al., 

2000). É possível que o mesmo se aplique às células provenientes da polpa do 

dente decíduo, o que por sua vez sugere uma grande importância no controle da 

confluência das mesmas durante o cultivo. 

 

5.2 Diferenciação neural in vitro 

5.2.1 Ser ou não ser um neurônio 

 Nos últimos dez anos muitos grupos concentraram esforços na tentativa de 

verificar se células-tronco adultas apresentavam uma plasticidade maior a que se 

supunha, de forma que elas pudessem se diferenciar em células de outro folheto 

embrionário (Woodbury et al., 2000; Raff, 2003; Lu et al., 2004; Krabbe et al., 2005; 

Bertani et al., 2005; Croft et al., 2006). Com relação à diferenciação neural, 

particularmente, parecia bastante promissor conseguir direcionar a diferenciação de 

uma célula-tronco adulta humana não-neural neste tipo celular, visto que se poderia 

ter fontes acessíveis de células nervosas, ao mesmo tempo em que se contornaria 

as discussões éticas relacionadas à obtenção de CTEs humanas.  
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Nos primeiros protocolos envolvendo diferenciação neural de células-tronco 

mesenquimais (MSCs), apenas a morfologia e a expressão de proteínas típicas do 

trato neural e de neurônios maduros foram suficientes para se considerar que a 

diferenciação tinha de fato ocorrido (Kim et al., 2002; Sanchez – Ramos, 2000; 

Woodbury et al., 2000; Fugimura et al., 2005; Lee et al., 2007). Porém, um número 

crescente de trabalhos começou a questionar os resultados obtidos, demonstrando 

que artefatos de cultura poderiam levar a resultados similares aos encontrados 

(Bertani et al., 2005; Croft e Przyborsky , 2006; Krabbe et al., 2005) .  

Os dados obtidos apontavam para a necessidade de se realizar medidas de 

eletrofisiologia para que se pudesse confirmar a identidade das células 

supostamente diferenciadas. Porém, não é incomum encontrar resultados similares 

com interpretações distintas, de forma que se torna necessário também definir quais 

são os requerimentos mínimos para se considerar que uma célula não-neural de fato 

sofreu diferenciação para essa via e, para tanto, é indispensável que se tenha em 

mente antes quais características definem um neurônio (Svendsen et al., 2001).  

De acordo com Kandel e colaboradores (2000), um neurônio pode ser 

compreendido como uma célula tipicamente polarizada, constituída por corpo 

celular, dendritos, axônio e terminais sinápticos, sendo células excitáveis, capazes 

de propagar potenciais de ação e conduzir os sinais por longas distâncias. Se essa 

definição for usada, então a presença de corrente de sódio que flui por canais para 

sódio dependentes de voltagem pode ser considerada um indício, mas não prova de 

que a diferenciação neuronal se deu, sendo para tanto necessário que houvesse 

disparo de potencial de ação num modo similar ao de um neurônio. 

Algumas perspectivas para confirmar que a diferenciação neural de fato se 

deu podem ser: checar a expressão de marcadores de neurônio maduros; 
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demonstrar a ocorrência de disparo de potencial de ação nestas células; realizar 

uma investigação mais detalhadas da cinética dos canais para sódio e potássio 

dependentes de voltagem, verificando quais subunidades estão expressas em dado 

tipo celular antes e após a diferenciação; checar a ocorrência de sinapses, com 

lançamento de neurotransmissores e, por fim, comparar a diferenciação de células-

tronco mesenquimais com a de modelos bem caracterizados, como CTEs (Fraichard 

et al., 1995; Bibel et al., 2004), ECs (Jones Villeneuve et al., 1982; MacPherson, 

1997) e células-tronco neurais (Biella et al., 2007; Song et al., 2002). 

Os dados obtidos no presente trabalho mostram que provar a identidade de 

uma célula supostamente diferenciada não é trivial. De acordo com Svendsen e 

colaboradores (2001), quando os neurônios são gerados a partir de tecido ou de 

células-tronco/progenitoras neurais a necessidade de usar diversas técnicas a fim de 

elucidar a identidade celular após o tratamento indutor é menor, embora seja 

altamente recomendável. Contudo, em se tratando de uma mudança dramática, 

como no caso da transdiferenciação de células-tronco mesenquimais, torna-se 

indispensável a aplicação de um número combinado de métodos. E, enquanto 

houver indícios, mas não a comprovação dessa identidade é mais aconselhável usar 

o termo “neurônios presuntivos”.  

 

5.2.2 Morfologia e marcadores  

  Diversas fontes de células-tronco mesenquimais foram analisadas quanto à 

capacidade de diferenciação neural, incluindo células da medula óssea (Bertani et 

al., 2005; Kim et al., 2002; Sanchez – Ramos, 2000; Woodbury et al., 2000), de 

tecido adiposo (Fugimura et al., 2005; Safford  et al., 2002), de cordão umbilical (Lee 

et al., 2007), de polpa dental (Miura et al., 2003; Kerkis et al., 2007; Arthur at al, 
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2008), dentre outras. Na maioria dos experimentos as células foram consideradas 

diferenciadas com base na morfologia e expressão protéica. Nesse contexto, 

decidimos verificar se as IDPSCs poderiam ser induzidas a se diferenciar para 

células neurais, apresentando morfologia, expressão protéica e resposta funcional 

típicas do trato neural. 

O tratamento indutor empregando RA e FGF-2 permitiu a formação de uma 

camada de células mais achatadas e escuras recoberta por células brilhantes e 

esféricas, com projeções que lembram neuritos, conforme o descrito por Shwartz e 

colaboradores (2003). Porém o fenótipo observado parece inconsistente com uma 

diferenciação neural típica.  Na diferenciação paralela conduzida com CTEs 

humanas, a morfologia neural tornou-se mais acentuada conforme aumentava o 

tempo de diferenciação, ao passo que, durante o mesmo tempo de tratamento 

indutor, a cultura de IDPSC perdeu a morfologia neuronal.  

Ainda assim, as IDPSCs tratadas foram conduzidas para ensaios de 

imunofluorescência e medidas de eletrofisiologia. Com relação aos marcadores 

neurais, apesar de as células tratadas exibirem expressão de proteínas neurais 

como NESTINA, BIII-TUBULINA e GFAP, não foi detectada a expressão de MAP-2, 

característica de neurônios maduros. Além disso, as células indiferenciadas também 

expressaram NESTINA e β-III TUBULINA, limitando a interpretação do significado da 

presença destes marcadores em células após tratamento indutor.   

Em seu trabalho com as SHED, Miura e colaboradores (2003) encontraram 

nas células indiferenciadas expressão dos marcadores GFAP, NeuN, NF-M, CNPase 

e mais surpreendentemente, para GAD, um marcador de neurônio especializado, 

produtor de glutamato, embora a expressão observada desse último tivesse sido 

baixa. O tratamento das SHED com FGF-2 e EGF levou à formação de células com 
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morfologia neural e gerou um aumento na expressão de βIII-TUBULINA, GAD e 

NeuN. Curiosamente, os níveis de NESTINA, NFM, GFAP e CNPase permaneceram 

inalterados. A tabela 5 sumariza os resultados obtidos por diferentes grupos que 

testaram protocolos indutores da diferenciação neural para células-tronco de polpa 

de dente. 

 

Tipo celular 
utilizado SHED IDPSC IDPSC DPSC 
Autores Miura et al., 2003 Kerkis et al., 2007 Kerkis et al., 2007 Arthur et al., 2008 

Fatores usados EGF e FGF Sem adição de 
fatores RA EGF e FGF ou 

EGF, FGF e RA 
Detecção de 
marcadores 
neurais em 

células 
indiferenciadas 

NESTINA; BIII-
TUBULINA; 
GAD;GFAP 

NeuN; NFM e 
CNPase 

NESTINA NESTINA 
NESTINA; BIII- 

TUBULINA; PSA-
NCAM; NF-M; 

NF-H 
Detecção de 
marcadores 
neurais em 

células 
diferenciadas 

NESTINA; NFM; 
GFAP;CNPase; 
↑BIII-TUBULINA; 
↑GAD; ↑NeuN; 

NFM 

NESTINA, GFAP, 
BIII-TUBULINA BIII-TUBULINA 

↓NESTINA; ↓BIII- 
TUBULINA; PSA-
NCAM; ↑NF-M;    

↑ NF-H 
Tempo de 

cultura 4 semanas Cerca de duas 
semanas Duas semanas 3 semanas 

Tipo celular 
após 

diferenciação 
Células neurais Glia e Neurônios Neurônios Neurônios 

Resposta 
funcional in vitro Não testada Não testada Não testada 

Detecção de 
atividade VGSC 

por eletrofisiologia 
 

 

A expressão de marcadores neurais em células-tronco de polpa de dente 

indiferenciadas pode ser interpretada como um indício de que (1) ao menos uma 

pequena porcentagem das células apresenta características de células-tronco 

neurais, o que poderia conferir ou não às mesmas uma predisposição à 

diferenciação para essa via; (2) tal característica é comum às diversas linhagens de 

MSCs indiferenciadas, como o visto para algumas linhagens de MSCs de medula 

óssa (Rooney et al., 2008; Deng et al., 2005); ou (3) alguns marcadores 

As setas ↑ ↓ indicam que houve aumento ou diminuição, respectivamente, na expressão de dado 
marcador após tratamento indutor da diferenciação neural.  
 

Tabela 5: Diferenciação neural de células-tronco de polpa de dente  
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considerados neurais não são específicos deste tecido (Bertani et al., 2005, 

Svendsen, 2001).  

Da mesma forma, a expressão destes marcadores nas células após 

tratamentos indutores deve ser vista com cautela uma vez que as células 

indiferenciadas em muitos casos já os apresentam e que, além disso, alguns 

trabalhos mostram que tratamentos indutores podem levar à morfologia e expressão 

protéica típicas do trato neural sem, contudo, ter havido diferenciação neural de fato. 

Verificou-se, por exemplo, que MSCs de medula óssea expressavam 

constitutivamente marcadores de diversas linhagens, incluindo neurais e que, após o 

tratamento indutor, não houve uma modulação significativa na expressão destes 

últimos (Bertani et al., 2005).  A análise da expressão global de 21.000 genes 

mostrou que aqueles alterados pelo tratamento eram diferentes dos verificados em 

tecidos neurais imaturos e que, comparativamente, o tratamento não foi mais 

eficiente em direcionar as células para o trato neural do que para o hepático (Bertani 

et al., 2005). 

Adicionalmente, Croft e colaboradores (2006) mostraram que a formação de 

células com morfologia e expressão protéica semelhante à de neurônios a partir de 

células-tronco adultas não neurais poderia ser obtida por artefato da cultura e que o 

processo de diferenciação celular observado era inconsistente com o 

desenvolvimento neural típico, corroborando o encontrado por Bertani e 

colaboradores (2005). 

No mesmo contexto, ao tentarem promover a diferenciação neural de MSCs, 

Deng e colaboradores (2005) mostraram que a elevação de AMP cíclico 

citoplasmático causado pelo tratamento com o análogo dbcAMP direcionava a 

mudança morfológica das células e aumentava a expressão de GFAP, porém a 
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expressão da maioria dos marcadores neurais observados não sofria mudanças 

consideráveis após o tratamento, sugerindo que os resultados obtidos poderiam 

indicar que não houve real diferenciação para o trato neural. 

Esses dados em conjunto mostram que a morfologia e marcadores devem ser 

considerados indicativos de linhagem neural, mas não podem confirmar a identidade 

neuronal por si só (Svendsen, 2001), de forma que não podemos concluir com base 

em nossos resultados de análise morfológica e protéica, que houve diferenciação 

neural. Em nosso estudo a interpretação tornou-se ainda mais comprometida pelo 

fato de as células sem tratamento já apresentarem marcação e também pela 

ausência de marcação para MAP-2 nas células tratadas com RA.  

Tais achados reforçaram a necessidade de haver uma caracterização mais 

detalhada das células, através da realização de medidas de eletrofisiologia, que 

poderiam nos esclarecer se as células obtidas seriam capazes de exibir resposta 

funcional típica de neurônio. 

 

5.2.3 Avaliação da resposta funcional por medidas de eletrofisiologia  

 

Células neuronais são capazes de se comunicar a longas distâncias e com 

rapidez entre si e também com células alvo não-neurais, como células musculares 

ou glandulares. Essa capacidade depende da movimentação de íons através da 

membrana celular que podem levar a alterações rápidas da diferença de potencial 

elétrico através da mesma, causando o chamado disparo do potencial de ação. 

Neurônios funcionais expressam diferentes tipos de canais dependentes de 

voltagem, que participam na geração e propagação do potencial de ação, como 

canais para sódio e potássio dependentes de voltagem (Kandel et al., 1997).  
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Neste trabalho verificamos que as células tratadas apresentaram correntes de 

sódio e potássio e foram capazes de disparar potencial de ação. Porém, 

surpreendentemente, também foi possível observar esse padrão de respostas nas 

células indiferenciadas. Embora já tenha sido verificada atividade de canais 

dependentes de voltagem em MSCs indiferenciadas, como mostrado na tabela 6, 

ainda não havia sido mostrado disparo de potencial de ação nas mesmas, como o 

descrito em nosso estudo. Contudo, o significado fisiológico deste achado ainda 

precisa ser esclarecido. 

 

Tipo celular Tipo de corrente 

observada 

Autores 

MSC de medula óssea murina  IKCa  
 Ikir  
 ICl  

Tao et al., 2007  

MSC de medula óssea de rato  IKCa  
IKDR 
Ito 
INa  
ICa.L  

Li et al., 2006  

MSC de medula óssea de 
coelho 

IKir  
Noise like IKCa, 
IKDR  

Deng et al., 2006  

MSC de medula óssea humana  IKCa  
IBa  

Heubach et al., 2003  

MSC humana de líquido 
amniótico  

IKDR  
IkCa  
Ito  

Liu et al., 2008  

MSC humana de cordão 
umbilical 

INa  
IKCa  
Ito 
IKDR  

Park et al., 2007 

MSC de medula óssea humana IKCa  
 Ito  
IKDR-like ether-à-go-go

 

(eag) K
+
 channel 
INa  
ICa.L  

Li et al., 2005  

MSC humana de líquido 
amniótico  

IKDR 
IKCa  
Ito 

Bai X et al., 2007  

Tabela 6: Atividade de canais dependentes de voltagem em MSCs indiferenciadas 
de diferentes origens 
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INa  

 

 

 

Recentemente, Arthur e colaboradores (2008) verificaram que DPSCs 

indiferenciadas exibiam atividade por canais de sódio dependentes de voltagem que 

se acentuava após tratamento para indução neural. Os autores concluíram que os 

dados indicavam que as células tratadas podem se diferenciar para neurônios 

maduros funcionais e que a resposta observada em células indiferenciadas pode ser 

interpretada como indício de que uma proporção de DPSCs apresente uma 

predisposição à diferenciação neural.  

De fato o aumento na densidade de canais para sódio dependentes de 

voltagem está correlacionado com a maturação neuronal (Biella et al., 2000). Porém, 

embora a atividade destes seja crítica para o disparo do potencial de ação em 

células excitáveis como neurônios e células musculares (Kandel et al., 2000), esse 

não é o único pré-requisito para que a resposta funcional ocorra.  

Em um trabalho com MSC de medula óssea de rato, por exemplo, verificou-se 

que apesar de o tratamento indutor levar as células a exibirem correntes para sódio 

e potássio compatíveis com a diferenciação neural, não se observavam respostas de 

potencial de ação típicas de um neurônio. Mediante tais dados, os autores 

concluíram que as células tratadas não possuem todas as características de um 

neurônio e que não atingiram a maturidade neuronal devido ou à ausência de 

estímulo apropriado ou a uma inabilidade intrínseca das mesmas (Wislet-Gendebien, 

et al., 2005).  

IKCa: Corrente de potássio ativada por 

cálcio 
INa: Corrente de sódio 
IKir : Corrente de influxo de potássio 

retificadora  
IKDR: corrente de potássio retificadora 

 

ICl: Corrente de cloreto 
 Ito: Corrente de potássio transiente   
ICa.L: Corrente de cálcio tipo L 
IBa: Corrente de bário 
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Algo semelhante foi observado também com MSCs de medula óssea e de 

tecido adiposo humano (Mareschi et al., 2006; Anghileri et al., 2008), sendo que  em 

ambos os casos se concluiu que os dados  sugeriam a ocorrência de diferenciação 

neural. Em outro estudo conduzido com MSCs de medula óssea de rato, 

empregando um dos protocolos mais disseminados para diferenciação neural, que 

prevê o tratamento indutor com DMSO e BHA, constatou-se que as células tratadas 

não exibiam correntes de sódio ou potássio e não eram capazes de disparar 

potencial de ação (Barnabé et al., 2009). Esses trabalhos em conjunto mostram 

como ainda é controversa a questão acerca da capacidade das MSCs em se 

transdiferenciar para neurônios. 

Em nosso estudo particularmente, a detecção de atividade de canais 

dependentes de voltagem e a capacidade de disparar potencial de ação das células 

indiferenciadas limita a interpretação acerca do valor que o tratamento teria na 

promoção da diferenciação neural. E ainda não está claro se tais células possuem 

uma propensão à diferenciação neural ou se são mais um tipo de célula excitável. 

Novos trabalhos têm mostrado que pode haver mais tipos celulares excitáveis 

do que o concebido inicialmente, onde se acreditava que apenas células musculares 

e neurônios eram capazes de disparar potencial de ação (Onganer e Djamgoz, 

2005; Allard et al., 2006). Odontoblastos humanos, por exemplo, são capazes de 

disparar potencial de ação e, postula-se que tais células podem estar envolvidas na 

participação do processo de transdução de sinais sensoriais no dente, por meio de 

interações com fibras nervosas (Allard et al., 2006).  É possível que, assim como o 

verificado para os odontoblastos, as IDPSCs estejam envolvidas com a resposta 

sensorial e disparem potencial de ação, sem que isso signifique que elas estejam 

sofrendo diferenciação para o trato neural.  
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Não obstante, diversos trabalhos têm mostrado o envolvimento de canais 

dependentes de voltagem outras funções que não comunicação neuronal. Acredita-

se, por exemplo, que canais para sódio dependentes de voltagem estejam 

envolvidos no comportamento metastático de células tumorais, como motilidade 

(Djamgoz et al., 2001; Fraser et al., 2003; Fraser et al., 2005), atividade secretória 

da membrana e endocitose (Mycielska et al., 2003), adesão e capacidade de 

invasão (Smith e Harper, 2004). 

Mediante a dificuldade em se provar a efetividade do tratamento de 

diferenciação neural sobre as IDPSCs, visto que, dentre outros achados, as células 

indiferenciadas apresentam previamente características de células excitáveis, nosso 

estudo não sustenta o emprego das mesmas como um bom modelo de estudo da 

diferenciação neural in vitro. 

Em contrapartida, o recente advento da técnica de indução de pluripotência 

em células adultas (revisto por Yamanaka, 2009) tem se mostrado uma alternativa 

bastante interessante e viável para o estudo de diferenciação neural in vitro 

(Karumbayaram et al., 2009)  em situações normal e patológica, em particular para 

ALS (Dimos et al., 2009). Esta técnica permite que células adultas de pacientes 

sejam reprogramadas para células pluripotentes (Takahashi e Yamanaka, 2006; 

Takahashi et al., 2007), fornecendo uma célula com plasticidade elevada, que pode, 

portanto, ser empregada como modelo de diferenciação neural in vitro, útil na 

elucidação dos mecanismos envolvidos em patologias específicas do sistema 

nervoso. 

  

5.3 Indução da diferenciação neural de CTEs in vitro  
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   Os processos moleculares relacionados com os primeiros estágios da 

diferenciação neural têm sido tradicionalmente estudados em vertebrados como 

Xenopus sp. e em embriões de galinha e, comparativamente com esses modelos, 

pouco se sabe sobre os fatores regulatórios da diferenciação neural em mamíferos 

(Pankratz et al., 2007; Kawasaki et al., 2000). O estabelecimento de cultura de 

células-tronco embrionárias e neurais murinas e humanas certamente tem 

contribuído para o estudo dos eventos relacionados à neurogênese de mamiferos no 

que diz respeito a estas duas  espécies.  

 Diversas técnicas têm sido empregados para promoção da diferenciação 

neural de células-tronco embrionárias (Zhong-Wei, 2004). Um dos protocolos 

freqüentemente utilizados envolve a formação de estruturas denominadas corpos 

embrióides (do inglês, embryoid bodies, ou simplesmente EBs). Para a formação 

destas estruturas, as células são cultivadas em suspensão e freqüentemente se 

encontram nos EBs derivativos da endoderme, mesoderme e ectoderme. 

  Para a diferenciação neural a partir do EB geralmente se adiciona ácido 

retinóico (Bain et al., 1995; Li et al., 1998), o que de acordo com alguns autores 

pode gerar alguns problemas, principalmente decorrentes do fato de ser difícil 

analisar  e controlar os diferentes passos da diferenciação pela multiplicidade de 

linhagens celulares distintas que o EB pode originar (Kawasaki et al., 2000). Neste 

contexto, protocolos que não envolvam a formação destas estruturas podem ser 

interessantes. 

 Neste trabalho, conseguimos promover a diferenciação neural de CTEs 

humanas sem a adição de fatores indutores, como RA, e sem a formação de corpos 

embrióides, apenas com o uso de células de polpa de dente decíduo como feeder. 
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 A capacidade de indução da diferenciação neural de CTEs mediada por 

células-tronco mesenquimais foi verificada em trabalhos anteriores (Kawasaki et al., 

2000 e Zeng et al., 2004). Empregando um método de co-cultura, Kawasaki e 

colaboradores (2000) verificaram que células PA6, derivadas do estroma de medula 

óssea craniana, foram capazes de induzir a diferenciação neural de CTEs murinas 

para neurônios dopaminérgicos. Essa habilidade foi denominada SDIA (do inglês 

“stromal cell-derived inducing activity”) e acredita-se estar relacionada a fatores 

expressos na membrana celular, visto que apenas o uso de meio condicionado de 

células PA6 não foi capaz de induzir a diferenciação neural. 

 Essa habilidade indutora das células PA6 foi também testada com CTEs 

humanas (Zeng et al., 2004). Foi observado que, assim como para as CTEs murinas, 

havia uma grande diferenciação para neurônios dopaminérgicos e que estes, ao 

serem transplantados em rato, se integravam e eram capazes de exibir atividades 

bioquímicas e funcionais compatíveis com as de neurônios dopaminérgicos 

maduros. 

É interessante notar que a capacidade identificada neste trabalho das IDPSC 

induzirem diferenciação neural de CTEs aderidas foi dependente de contato entre os 

dois tipos celulares.  É possível que essa capacidade esteja associada a fatores 

expressos na membrana, como o discutido acima, mas também não se descarta a 

atuação de um gradiente de concentração de fatores neurotróficos secretados pelas 

IDPSCs. 

 Há diferenças significativas entre nosso protocolo e os utilizados por 

Kawasaki et al. (2000) e Zeng et al. (2004). Em nosso caso, as colônias foram 

mantidas por quinze dias em meio de cultura de CTEs, enquanto nos trabalhos 

citados as células foram transferidas para a camada de fibroblastos indutores em 
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meio próprio para a diferenciação neural. Mesmo assim, na presença de fatores 

inibidores de diferencaição celular, as IDPSC foram capazes de induzir a 

diferenciação neural das CTEs, indicando uma forte atividade neste sentido.  Será 

importante repetir os experimentos de diferenciação das CTEs com as IDPSC em 

meio de cultivo indutor de diferenciação neural a fim de  explorarmos todo o 

potencial das IDPSC na diferenciação de CTEs. 

 De qualquer forma, nossos dados mostram que as células de polpa de 

dente decíduo foram mais efetivas em promover a diferenciação neural in vitro 

quando comparadas com feeder de prepúcio humano. Estes resultados são 

significativos na medida em que mostram que estas células podem exercer efeitos 

neurogênicos in vitro, o que, se estendido a sistemas in vivo, pode torná-las 

ferramentas valiosas para aplicações no sistema nervoso, úteis no reparo de lesões, 

por exemplo. 

 De fato, verificou-se que células de polpa de dente de rato expressavam 

RNAs mensageiros de fatores de crescimento relacionados ao trato nervoso, como 

NGF, BDNF e GDNF (Nosrat et al., 1998a). Além disso, estas células foram capazes 

de modular o microambiente in vitro, provendo suporte para a sobrevivência de 

neurônios trigeminais (Nosrat et al., 2001) e dopaminérgicos (Nosrat et al., 2004) em 

cultura, e também para neurônios motores em modelos experimentais de lesão de 

medula espinhal de rato (Nosrat et al., 2001).  

 Em um trabalho recente envolvendo transplante de DPSCs de macaco 

Rhesus para hipocampo de camundongos, verificou-se que as células de polpa 

estimularam a proliferação e diferenciação de células neurais endógenas, o que se 

acredita ser devido a uma regulação na liberação de fatores neurotróficos como 

VEGF, NGF e FGF (Huang et al., 2008). 
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 Finalmente, verificou-se que DPSC de ratos foram capazes de exercer efeito 

neuroprotetor em modelos de estudo das doenças de Alzheimer e Parkinson in vitro 

(Apel et al., 2009). Esses dados em conjunto indicam que as células de polpa de 

dente têm um grande potencial ainda a ser explorado para uso em terapia celular no 

sistema nervoso, não como fonte de células nervosas, mas como agente indutor de 

regeneração, evitando a morte neuronal e auxiliando na auto-reparação de tecidos 

lesados. 
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6. CONCLUSÕES 

As células isoladas por nosso grupo são de origem mesenquimal, sendo 

descartada a possibilidade de contaminação por células hematopoéticas. Pudemos 

detectar a expressão de OCT-4 e NANOG, relacionados à manutenção do estado de 

pluripotencialidade celular, porém, esta expressão é muito baixa, indicando que os 

mesmos não devem conferir pluripotencialidade às IDPSCs. As células foram 

capazes de se diferenciar in vitro para osteócitos após tratamento com meio indutor 

e também para adipócitos, como outras linhagens de células-tronco mesenquimais.  

Observamos nas IDPSC tratadas com RA a expressão de proteínas neurais 

NESTINA e ΒIII-TUBULINA e as células foram capazes de disparar potencial de 

ação. Entretanto, tais resultados também foram verificados para IDPSCs 

indiferenciadas, limitando a interpretação acerca do efeito do tratamento indutor de 

diferenciação neural sobre as células o que, conseqüentemente, restringe o uso das 

mesmas como modelo de estudo da diferenciação neural in vitro. 

As células de polpa de dente decíduo constituem um material acessível e com 

características peculiares. O estabelecimento de protocolos que permitissem a 

diferenciação neural destas células in vitro seria interessante, visto que se poderia 

ter uma ferramenta valiosa para estudos in vitro dos eventos relacionados à 

neurogêse e neurodegeração.  

Porém, mediante todas as controvérsias sobre a diferenciação neural das 

células-tronco mesenquimais, das quais as IDPSCs fazem parte, bem como a 

dificuldade existente em se provar a identidade destas células após o tratamento 

indutor da diferenciação neural, caminhos alternativos devem ser levados em 

consideração, como empregar células adultas para reprogramação nuclear 
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(Takahashi e Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). As células geradas, com 

características similares a CTEs, podem ser um modelo mais adequado para o 

estudo da de diferenciação neural in vitro.  

É importante ressaltar que, apesar da questão da diferenciação neural destas 

células permanecer não respondida, não se pode descartar a capacidade que as 

mesmas têm em exercer efeitos terapêuticos (Nosrat et al., 2001; Nosrat et al., 2004; 

Huang et al., 2008). Adicionalmente, nossos resultados mostraram que essas 

células foram capazes de induzir a diferenciação neural de células-tronco 

embrionárias in vitro, corroborando trabalhos que apontam as IDPSCs como boas 

candidatas para terapia celular, não como uma fonte de células nervosas funcionais, 

mas como indutoras de regeneração tecidual in vivo.  
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