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A capacidade de diferenciacao em diversos tipos celulares e a facilidade na obtencao com o minimo de dano invasivo ao doador
tornam as ceélulas-tronco provenientes da polpa de dentes deciduos esfoliados uma promessa para a engenharia tecidual. No
entanto, a pequena guantidade de celulas isoladas da polpa € um dos principais obstaculos para terapias celulares, em gue um alto
numero celular é crucial. A tentativa de aprimorar o microambiente da cultura celular para promover uma expansao e diferenciacao
gue comportem a aplicabilidade clinica € um passo importante para a pesquisa e para o futuro da engenharia tecidual. Dessa
forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito da hipoxia na capacidade de proliferacao de células-tronco mesenguimais
provenientes da polpa de dentes deciduos (SHED).

Foram selecionados 5 dentes deciduos higidos em estagio avancado de rizolise (Fig 1) de pacientes saudaveis atendidos na
Clinica Odontoldgica Infanto-Juvenil, localizada na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRG). Imediatamente apds a exodontia, o dente fol imerso em falcon contendo meio de cultura (ImL DMEM/HEPES; 100U/mL
de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina, 10% de soro fetal bovino) a 4°C e transportados ao laboratorio. Em capela de fluxo
laminar, o dente foi removido do falcon e depositado em gaze esteril embebida em clorexidina 0,12% para limpeza da superficie do
dente (Fig 2). O tecido pulpar foi removido cuidadosamente da camara pulpar através da utilizacao de colheres de dentina e limas
endodonticas (Fig 3) e imerso em solucao enzimatica contendo 0,2% de colagenase tipo | por 60 minutos a 37°C (Fi 4). Apds, fol
realizada a centrifugacao por 10 minutos a 800xg a 4° C.

As suspensoes celulares obtidas foram semeadas em placas de 12 pocos (Fig 5). O meio de cultura foi trocado apds 48 horas do
plagueamento Inicial (Fig 6) e, posteriormente, a cada 2-3 dias. ApdOs atingirem confluéncia de aproximadamente 90% (Fig 7) as
células foram removidas com tripsina-EDTA, 0,25% (5 minutos) e plagueadas novamente na proporcao de 5.000 celulas/cm2 até a
guinta passagem (P5).

Para avaliar a proliferacao, as SHED foram semeadas em placas de 24 pocos e cultivadas conforme o nivel de concentracao de
oxigenio: hipoxia (3% O2) ou normodxia (21% O2). Para o cultivo em hipdxia, uma mistura de gas (3% 02, 5% CO2 e 92% N) foli
Inserida na camara de hipdxia (Fig 8) a cada 24 horas. Apos 1, 3, 5, 7 e 14 dias de cultivo, o reagente WST-8 foi adicionado a
cultura celular na diluicao final de 1:10. Depois de uma hora de incubacao, 100uL do sobrenadante da cultura fol transferido para
pocos de uma placa de 96-pocos de cultura para a leitura do nivel de absorbancia em um espectrofotometro com comprimento de
onda de 450nm. Para controle, um po¢o sem células foi testado da mesma forma. O teste ANOVA de medidas repetidas fol aplicado
para analisar os dados, com um nivel de significancia de 5%.

Avaliacdo da proliferacdo por WST-8 para 0s grupos Os valores de absorbancia Iindicam o aumento da atividade
normoxia e hipoxia. Médias das absorbancias nos dias metabdlica, relative ao numero de células viaveis. Nao ha diferenca
0.1,3. 5 7el4. significativa entre os grupos nos dias de analise (p>0,05).
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