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Rlestranai

O objetivo deste estudo foi de tentar isolar e cultivar células da polpa de dentes
deciduos humanos higidos com diferentes graus de rizolise e avalia-las apos a
expansao in vitro para parametros apresentados por células-tronco. Para tanto, o
tecido pulpar foi obtido a partir de 30 dentes de criangas de 6 a 12 anos. A exodontia
dos dentes foi indicada pelo cirurgido-dentista responsavel pelo tratamento da
crianca. Os responsaveis pelos pacientes assinaram um termo de doacdo de
material biolégico aprovado pelo comité de ética da UFRGS. Do total de dentes, 21
estavam em processo avangado de rizélise (grupo 1), sendo que 17 possuiam raiz
totalmente reabsorvida e 4 apresentavam cerca de  de raiz residual. Os 9 dentes
restantes ndao apresentavam reabsorgao visivel (grupo Il). Todos os dentes extraidos
foram imersos em meio de cultura para o transporte ao laboratério. Na capela de
fluxo laminar, o tecido pulpar foi removido e incubado com colagenase tipo | e
submetido a dissociacdo mecanica. A suspensao obtida foi semeada em placa de 12
pocos € 0 meio de cultura trocado apdés 24 horas e apds a cada 4 dias até a
confluéncia de 90% ser atingida, quando eram realizadas as passagens. Na quinta e
décima passagens, as células foram avaliadas pela citometria de fluxo quanto a seu
fendtipo para CD29, CD34, CD44, CD45, CD90, CD117, CD133, CD146, CD184,
STRO-1 e HLA-DR e para determinar a presenga/auséncia da expressao génica de
OCT4, por meio de RT-PCR. Nas mesmas passagens, as células foram submetidas
a avaliacdo do seu crescimento in vitro e foram induzidas a diferenciagao
adipogénica, osteogénica e condrogénica. O isolamento das células foi considerado
com sucesso em 25 amostras nas quais células aderidas foram verificadas apoés
24h. Apenas 17 destas atingiram confluéncia de 90%. Nao foi possivel estabelecer
cultura do grupo Il (n=9). O estabelecimento das culturas e a capacidade de
proliferacdo foram independentes da quantidade de tecido pulpar remanescente
coletado. As células nas quinta e décima passagens foram positivas para CD29,
CD44 e CD90 (>95%) e para a expressao génica de OCT-4. Positividade moderada
foi vista para CD117 e CD133 e expressao inferior a 3% para CD34, CD45, HLA-DR,
CD184 e STRO-1 em todas as analises. Foi pequena também, a marcacado de
CD146. O CD146 esta relacionado com as células-tronco localizadas nos pericitos,
sendo descrito como possivel nicho das células-tronco pulpares. Todas as culturas
foram capazes de diferenciacdo nas 3 linhagens celulares citadas. Portanto, as
células isoladas eram células-tronco, pois foram aderentes ao plastico, positivas
para marcadores caracteristicos de células-tronco mesenquimais e pluripotentes.
Considerando os baixos niveis de expressao de CD146, nés podemos sugerir que o
nicho perivascular ndo € o unico provedor das células-tronco pulpares. A facilidade
de obtencido das células parece estar ligada ao processo de rizolise, visto que as
células do tecido pulpar do grupo | apresentaram-se capazes de proliferagéo in vitro,
enquanto que no grupo Il esta nao foi suficiente para permitir o estabelecimento das
culturas.

Palavras-chave: célula-tronco — dente deciduo — rizdlise — polpa de dente deciduo
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The aim of this study was to isolate and grow cells from the pulp of human sound
deciduous teeth with different levels of resorption, and evaluate stem cell parameters
after growing them in vitro. Pulp tissue was removed from 30 different patients, aged
from 6 to 12. A free informed term of consent was signed by the patient’s next of kin,
approved by UFRGS’s Ethical Committee. From all the teeth, 21 were in advanced

levels of resorption (group 1): 17 had completely reabsorbed roots and 4 had 73 of
residual roots. The 9 teeth left did not show any visible re-absorption (group Il). The
teeth were immersed in culture medium to be transported to the lab. In aseptic
conditions, pulp tissue was removed, incubated with type | collagenase and
mechanically dissociated. The suspension was seeded onto 12 well plates and the
medium was changed every 4 days until the culture reached 90% confluence, when
a passage was performed. The phenotype of the cells was analyzed on fifth and
tenth passages, by flow cytometry for the following markers: CD29, CD34, CD44,
CD45, CD90, CD117, CD133, CD146, CD184, STRO-1 and HLA-DR; and RT-PCR
for OCT-4. On the same passages, cells were differentiated into adipocytes,
osteoblasts and chondrocytes. Cell isolation was successful in 25 samples, where
adherent cells were observed after 24h. Only 17 of these samples reached 90%
confluence. It was not possible to establish cell culture from group Il teeth (n=9). Cell
growth and ability to proliferate in vitro were not dependent on the amount of pulp
tissue that was collected. Cells on both fifth and tenth passages were positive for
CD29, CD44 and CD90 (>95%) and also for the expression of OCT-4. Moderate
labelling was observed for CD117 and CD133, while an expression lower than 3% for
CD34, CD45, HLA-DR, CD 184 and STRO-1 was detected. Low amounts of CD146
were found in all analysis. CD146 is related to pericytes stem cells and therefore can
be pulp stem cells niche. All cultures were able differentiate into all 3 cell types.
According to these findings, the isolated pulp cells can be considered stem cells: they
were adherent to plastic, positive for stem cell related markers and pluripotent.
Considering the cells expressed low levels of CD146, we can infer that the
perivascular niche isn’t the only source of pulpar stem cells. The easiness to obtain
cells seems to be related to the root resorption process, because the cells from group
| were able to proliferate in vitro, while group Il cells were not.

Key words: stem cells, deciduous teeth, resorption, deciduous tooth pulp.

1. Antecedentes e Justificativas

O avango das pesquisas em biologia molecular tem trazido significantes
mudangas no pensamento a respeito da regeneracao de 6rgaos. A expectativa atual
€ de que com o uso da Engenharia de Tecidos seja possivel regenerar tecidos

injuriados por doengas como cancer, diabetes, doenga periodontal e até mesmo
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aqueles tecidos ausentes devido a problemas congénitos (MODINO; SHARPE,
2005; THESLEFF; TUMMERS, 2003). O foco principal para o estabelecimento dessa
técnica € a aplicagdo do uso das células-tronco aliadas ao conhecimento da sua
ligagdo com os agentes envolvidos no processo da formacg&o dos 6rgéos, tais como
genes e fatores de crescimento e a associacdo deste conjunto a matrizes

biodegradadaveis e biocompativeis, os scaffolds.

Células-tronco

As células-tronco sao definidas como aquelas células que tém a habilidade de
perpetuar a si mesmas indefinidamente por meio de auto-renovacgéo e gerar células
maduras de um tecido em particular, quando convenientemente estimuladas, por
meio de diferenciagéo, potencialidade esta preservada ao longo da vida adulta. Sao
classificadas quanto a sua origem em embrionarias ou adultas. As células-tronco
embrionarias s&o aquelas extraidas da massa celular interna do blastocisto e s&o
capazes de dar origem aos 3 folhetos germinativos: endoderma, mesoderma e
ectoderma. As células-tronco adultas sdo as que residem em todos os tecidos ja
formados, onde mantém a homeostase e respondem aos estimulos nocivos
(WALKER; PATEL; STAPPENBECK, 2009; FORBES et al.,, 2002; HALL; WATT,
1999). As células-tronco adultas tém sido isoladas a partir de células de varios
tecidos, sendo mais relatadas na literatura as provenientes da medula 6ssea, cordao
umbilical e aquelas do tecido adiposo. O microambiente especifico em que as
células-tronco adultas residem, onde controlam a sua auto-renovacao e producao de
progenitores, é definido como nicho (WALKER; PATEL; STAPPENBECK, 2009;
SPRADLING; DRUMMOND-BARBOSA; KAI, 2001). A localizagdo destes nichos
ainda nao esta bem determinada na literatura. A duvida é se eles se encontram na
matriz extracelular dos proprios tecidos ou se estdo inseridos na regido perivascular
destes, restrito aos pericitos (SHI; GRONTHOS, 2003; MEIRELLES;
CHAGASTELLES; NARDI, 2006).

Caracterizacdo das Células-tronco Mesenguimais (CTMs)
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Normalmente, as células possuem receptores € moléculas de superficie que
as ligam entre si, possibilitando a sua comunicagao e a execugao das suas fungdes
no organismo. Essas moléculas de superficie celular sdo usadas como marcadores
celulares para identificagdo, por exemplo, de células-tronco (NIH, 2001). As células-
tronco mesenquimais expressam um variado numero de marcadores de superficie,
sendo que nao existe um marcador especifico para defini-las. Nesse sentido,
parametros tém sido estabelecidos para se poder considerar uma populagdo de
células como tronco, ndo dependendo apenas de um unico marcador. Segundo
Dominici e colaboradores (2006), € necessario que as células preencham pelo
menos os 3 critérios seguintes: (1) aderéncia ao plastico; (2) possuir capacidade de
diferenciagdo em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos, quando mantidas em
cultura e submetidas aos especificos meios de diferenciacédo e, por fim; (3)
apresentar expressao superior ou igual a 95% aos seguintes antigenos de
superficie, considerados marcadores de CTMs, CD105, CD73 E CD90 e expressao
inferior ou igual a 2% para CD34, CD45, HLA-DR, CD14, CD19, marcadores para

progenitores hematopoéticos.

Nardi e Meirelles (2006) em sua revisdo destacam os marcadores de CTMs
CD29, CD44 e STRO-1. Completando, ha na literatura a descricdo de outros
marcadores, tais como o CD117, CD133, CD146 e CD184 (PREFFER,;
DOMBKOWSKI, 2009; FRIEDRICH et al., 2006; HANDGRETINGER et al., 2003). Os
marcadores OCT-4, Nanog e SOX2, entre outros que primeiramente foram
identificados em células-tronco embrionarias, também tém sido alvo de estudos para
caracterizar as CTMs (KERKIS et al.,, 2006; HUANG et al., 2008). Esses 3
marcadores juntos s&o capazes de manter a estabilidade da pluripoténcia, no
entanto, a perda exclusiva de OCT-4 resulta em inapropriada diferenciagdo das
células da massa celular interna em trofectoderma in vivo e das células-tronco
embrionarias in vitro (JOHNSON; RATHJEN; RATHJEN, 2006).

A caracterizagao imunofenotipica das CTMs pode ser realizada pelas técnicas
de Imunoistoquimica, RT-PCR, Western Blot e Citometria de Fluxo (KARAOZ et al.,
2009; PATEL et al., 2009). Geralmente é analisada por meio da citometria de fluxo,
ja que este recurso oferece a possibilidade de examinar rapidamente milhares de

células marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a marcadores
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fluorescentes com resultados sensiveis e precisos. Neste processo, cada célula é
individualmente avaliada para uma variedade de caracteristicas, tais como tamanho
e antigenicidade (PREFFER; DOMBKOWSKI, 2009).

Conforme definido por Dominici e colaboradores (2006), outro critério seria
que as CTMs deveriam diferenciar-se pelo menos nas trés linhagens anteriormente
citadas. Protocolos variados de diferenciacdo sao encontrados na literatura para
atingir este objetivo (NARDI; MEIRELLES, 2006). Por outro lado, classicamente, o
método para confirmar esta etapa de caracterizagdo é a partir da coloragdo das
células com corantes especificos. Ou seja, coloragdo com Alizarin Red ou Von
Kossa, para a diferenciagao osteogénica; coloragcdo com QOil Red ou Sudan Black,
para a adipogénica e coloragao com Alcian Blue, para a diferenciagao condrogénica
(CHAMBERLAIN et al., 2007; DOMINICI et al., 2006). Além do descrito acima, a
diferenciagcao pode ser confirmada pela expressao de proteinas especificas para
estes tipos celulares, em geral com o uso de imunoistoquimica ou por meio de RT-
PCR ou ainda, para a diferenciacdo osteogénica pelos niveis de atividade da
fosfatase alcalina (YANG et al., 2007; ZHANG et al., 2006; DOMINICI et al., 2006).

Células-tronco e Odontologia

A primeira investigacdo a cerca da existéncia de um nicho de células-tronco
envolvendo a estrutura dental humana foi descrita em 2000, por Gronthos e
colaboradores. Em seu estudo, relataram uma populagdo de células-tronco obtida a
partir das células pulpares humanas provenientes de dentes permanentes retidos, as
quais nomearam de DPSCs (Dental Pulp Stem Cells) (GRONTHOS et al., 2000).
Essas células demonstraram possuir maior potencial de proliferagcdo e maior
capacidade clonogénica quando comparadas aquelas encontradas nas células da
medula 6ssea. Posteriormente, Miura e colaboradores, em 2003, isolaram uma
populacdo de células-tronco a partir do tecido pulpar de dentes incisivos deciduos
humanos exfoliados de criancas de 7 a 8 anos de idade, e procederam a sua cultura
in vitro seguindo o protocolo estabelecido para cultura de polpa de dentes
permanentes (GRONTHOS et al., 2000). Nomearam estas células de SHEDs (Stem

Cells from human exfoliated deciduos teeth). Em sua pesquisa, atribuiram maior
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potencialidade significativa de proliferacdo e clonogenicidade as SHEDs, quando
comparadas as DPSCs e as células-tronco da medula 6ssea (MIURA et al., 2003).

Estudos posteriores foram realizados para melhor caracterizar tanto as células-
tronco pulpares provenientes de dentes permanentes quanto de dentes deciduos
(PIVORIUNAS et al., 2009; KOYAMA et al., 2009; SUCHANEK et al., 2008; PERRY
et al., 2008; KERKIS et al., 2006; LAINO et al. 2005) e de outras duas fontes
distintas de células pulpares: uma DPSC proveniente de dente supranumerario
retido e a outra populagao pulpar proveniente de dente natal, sendo descrita como
hNDP — Human Natal Dental Pulp - (KARAOZ et al., 2009; HUANG et al., 2008).
Kerkis e equipe (2006), em sua pesquisa, caracterizaram células-tronco
provenientes do tecido pulpar de dentes deciduos exfoliados naturalmente.
Denominaram as células de seu estudo de IDPSCs (Immature Dental Pulp Stem
Cells), ja que estas foram isoladas de forma diferente das SHEDs e apresentaram
caracteristicas distintas das mesmas. Neste estudo, foram utilizados 10 dentes
deciduos em estagio normal de exfoliagdo de criangas de 5 a 7 anos de idade. A
polpa dentaria depois de removida com um extirpa nervo, foi cultivada sem sofrer
digestao, a partir de fragmentos do tecido e ndo em células separadas, como fez
Miura e grupo (2003) por meio do uso da dispase e colagenase.

Ainda, no contexto da Odontologia, células-tronco foram isoladas em humanos
a partir das células do ligamento periodontal (COURA etal., 2008; SEO et al.,
2004), do foliculo dentario (MORSECK et al., 2005) e da papila apical de terceiros
molares (ABE et al., 2008, HUANG et al., 2008; TETE et al., 2008). Da mesma
forma, estas células tém sido identificadas em roedores, nas células da alga cervical
e polpa de dentes incisivos e molares (PATEL et al., 2009; YANG et al., 2007; YU et
al., 2006; THESLEFF;TUMMERS, 2003; HARADA et al., 2002); em bovinos, nas
células do foliculo dental e da matriz de cemento (HANDA et al., 2002) e nas células
do ligamento periodontal de ovinos (GRONTHOS et al., 2006). Células-tronco do
tecido pulpar dental também foram isoladas de animais como macacos (HUANG et
al., 2008), coelhos (EL-BACKLY et al., 2008) e suinos (AGATA et al., 2008; ZENGH
et al., 2009).

Entre os nichos dentais e paradentais, as células-tronco isoladas da polpa

dentaria humana tém sido o principal alvo das pesquisas com estas células na

odontologia. Os estudos relacionados a tal estrutura buscam investigar a
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potencialidade das suas células de atuar na bioengenharia de tecidos, avaliando
para isso, as suas habilidades de diferenciacdo em células de origens distintas, a
sua capacidade de promover a formagao de tecidos dentarios e 6sseos (CORDEIRO
et al., 2008; WElI et al., 2007; LAINO et al., 2006; BATOULI et al., 2003; GRONTHOS
et al.,, 2002), a sua aplicabilidade no restabelecimento de fungbes fisioldgicas
lesadas por doencas degenerativas (DE MENDONCA et al., 2008; KERKIS et al.,
2008) e a possibilidade de sua criopreservagao, para armazenamento em bancos de

células-tronco, para utilizagao futura (PERRY et al., 2008).

Células-tronco e Polpa Dentaria Humana

Polpa Dentéaria de Dente Permanente (DPSCs)

As DPSCs, descritas pioneiramente por Gronthos e colaboradores (2000),
demonstraram possuir taxa de proliferagcdo e potencial de formar col6nias maior do
que os valores referentes as ja consagradas célula-tronco da medula 6ssea. As
células foram isoladas a partir da polpa de terceiros molares retidos. O tecido pulpar
sofreu digestdo enzimatica com 4mg/ml de dispase e 3mg/ml de colagenase tipo |.
Suspensbdes de células foram obtidas e semeadas em placas de seis pogos € 0
cultivo foi mantido com alfa - MEM, suplementado com 20% de soro fetal bovino
(SFB), acido ascérbico, glutamina e antibiéticos. Imunofenotipicamente, as células
foram avaliadas por meio da técnica de imunoistoquimica, sendo negativas para
CD14, CD34 e CDA45 e positivas para STRO-1, CD146 e alguns marcadores de 0sso
e fibroblastos. A positividade foi varidvel nos subgrupos de células avaliados,
demonstrando que a populagao descoberta era heterogénea. Morfologia e tamanhos
celulares diferentes foram visualmente observados em células de uma mesma
colénia (GRONTHOS et al, 2000; SHI; GRONTHOS, 2003). Neste primeiro estudo
as células se diferenciaram in vitro para uma linhagem osteogénica e falharam em
formar adipdcitos. Em estudo posterior, este mesmo grupo, em 2002, demonstrou a
diferenciagdo adipogénica e neuronal in vitro e a formagcdo de uma estrutura
semelhante ao complexo dentino-pulpar, quando as DPSCs foram implantadas em

camundongos imunossuprimidos e o tecido avaliado em 2, 4, 8 e 16 semanas.
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Laino e colaboradores (2005) observaram por meio de citometria de fluxo, o
tamanho e a granulosidade das DPSCs e notaram a presenga de duas populagdes
distintas para estas caracteristicas. Avaliando individualmente o fendtipo destas
populacdes, demonstraram que uma populagao era levemente positiva para CD34
(20,8%) e CD117 (18,6%) e a outra mostrou uma expressao inferior a 2% para estes
marcadores. A populacdo CD34°/CD117" foi capaz de se diferenciar em adipdcitos e
osteoblastos, conseguindo, in vitro, formar uma estrutura semelhante a um tecido
osseo fibroso. Dentro desta populagcdo, 64,76% das células foram positivas para
STRO-1 e na populagao total, este valor foi de 9,98% (PAPACCIO et al., 2006;
LAINO et al., 2006).

Estudando aspectos metodolégicos, Huang e equipe (2006) preocuparam-se
em identificar se existiam diferencas entre as DPSCs isoladas com o auxilio de
digestdo enzimatica ou quando o cultivo era feito por meio de explant’. A
caracterizagdo molecular, vista por RT-PCR, demonstrou que as culturas foram
similares para DSPP (dentinosialoproteina, uma proteina associada ao tecido
dentinario) na primeira passagem, no entanto, na quinta passagem houve redugéo
dos indices na cultura de explant pulpar e aumento na de digestdo enzimatica.
Alteracao entre as passagens e entre as diferentes culturas também foi observada
para os niveis de colageno | e de colageno lll, sendo que ambos decresceram na
enzimatica e aumentaram no explant. Preocupando-se com a etapa seguinte ao
isolamento das células, ou seja, com a manutencdo das células em cultura,
Suchanek e grupo (2009) isolaram DPSCs de 16 terceiros molares humanos retidos
e as cultivaram em meios de cultura com diferentes concentracbes de soro fetal
bovino. O objetivo de sua pesquisa foi estabelecer se seria possivel utilizar
concentracdes menores de soro fetal bovino no meio de cultivo e manter as células
com potencial proliferativo. Além disto, avaliagbes do imunofendtipo de cada
populagdo foram feitas na quinta passagem com um citbmetro. Os autores
conseguiram obter culturas com as 3 variagdes de meio (10% de SFB, 2% de SFB e
2% de SFB suplementado com ITS — insulina/transferrina). As analises realizadas
demonstraram que o fenoétipo variou conforme o meio de cultivo e que os valores
para o meio com 10% de SFB foram de alta positividade para CD29 (98,8%), CD44
(99,6%), CD90 (99,1%), HLA | (99,8%) e baixa positividade para CD117 (37,8%).

! Explant: cultivo de fragmentos de um tecido, sem dissociacdo mecanica ou enzimaética
(FRESHNEY R. IAN. Culture of Animal Cells)
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Marcacgao inferior a 10% foi encontrada para CD34 (2,3%), CD45 (0,3%), CD71
(6,9%) e HLA 11 (0,1%).

As condic¢des de disponibilidade de oxigénio durante o cultivo de DPSCs e sua
relagcdo com as expressdes de STRO-1 e CD133 foram avaliadas por citometria de
fluxo por Sakdee e equipe (2009). DPSCs na sexta ou sétima passagens foram
cultivadas por 2 semanas em condi¢cdes de baixa concentragcao de oxigénio (hipdxia)
e em niveis normais de oxigénio (normoxia). Em seus resultados a presenca de
STRO-1 foi maior em situagbes de hipdxia (10,32%) em relagdo ao cultivo em
condigdes de normalidade (1,18%). Ja a expressao de CD133 apresentou maiores
indices de positividade para as situagbes de normodxia (6,09%) do que em hipdxia
(0,8%).

A expressao, por meio de RT-PCR, para marcadores de células-tronco
embrionarias, foi avaliada para DPSCs obtidas a partir de dente supranumerario
retido (HUANG et al., 2008). As células da terceira passagem apresentaram
positividade para OCT-4, Nanog e Rex-1 e sofreram diferenciagdo osteogénica e
adipogénica. Koyama e colaboradores (2009) e D’aquino e equipe (2007),
complementam as avaliagcbes anteriores, demonstrando que as DPSCs foram
capazes de diferenciar-se em linhagem condrogénica, miogénica e neuronal além
das osteoblastica e adipogénica.

As DPSCs também tém sido avaliadas quanto a parametros de
criopreservacgao, visando o estabelecimento de bancos de células-tronco. Neste
sentido, pesquisas tém sido feitas buscando definir quanto tempo pode decorrer
entre a extragdo do dente e o isolamento das células, se as caracteristicas das
células sdo alteradas pelo congelamento e tipo de congelamento ou ainda,
investigando a possibilidade de congelar um dente inteiro (WOODS et al., 2009;
PERRY et al., 2008). Os resultados indicam pouca alteragdo quanto ao fenétipo e a

viabilidade e demonstram a manutenc¢ao do potencial de diferenciagao.

Polpa Dentaria de Dente Deciduo (SHEDs e IDPSCs)

Miura e seu grupo de pesquisa (2003) isolaram uma distinta populacdo de
células do tecido pulpar remanescente de dentes deciduos exfoliados, a qual eles

chamaram de SHEDs (Stem Cells from human exfoliated deciduos teeth). As células
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foram isoladas e mantidas conforme o protocolo utilizado para as DPSCs
(GRONTHOS et al., 2000). Como ja mencionado, encontraram indices de
proliferacdo maiores dos que apresentados pelas DPSCs e células da medula
O0ssea. Por meio de imunoistoquimica, as SHEDs foram positivas para CD146 e
STRO-1. Analise de STRO-1 também foi feita por citometria de fluxo (9,56%). As
SHEDs demonstraram potencial de diferenciacdo adipogénica, neurogénica e
osteogénica in vitro. A indugdo de mineralizagdo aumentou os niveis de DSPP,
indicando a diferenciagcdo in vitro, das SHEDs em odontoblastos. Este fato foi
verificado também in vivo, quando as SHEDs foram transplantadas em
camundongos imunossuprimidos associadas ao p6 de hidroxiapatita/tricalcio fosfato.
Estas células diferenciadas foram capazes de formar uma estrutura semelhante a
dentina, ndo sendo, no entanto, capazes de formar um complexo dentino-pulpar.
SHEDs induzidas em meio neurogénico por 7 dias foram transplantadas em
suspensao no cérebro de camundongo imunossuprimido. Apés 10 dias, as SHEDs
ainda sobreviviam no animal, expressando marcadores neuronais.

Apo6s 3 anos da publicagdo dos achados de Miura e grupo de pesquisa (2003),
as IDPSCs foram relatadas na literatura. Kerkis e equipe (2006) extrairam o tecido
pulpar com o auxilio de um extirpa nervo. A polpa foi entdo transferida para uma
placa de Petri sem sofrer digestdo, com o minimo de dano. O fragmento do tecido foi
mantido assim por duas semanas, quando foi transferido para uma garrafa de
cultura de 25cm?. O meio em que as células foram mantidas foi composto por
DMEM/Ham’s F12, suplementado com 15% de SFB, glutamina, aminoacidos
essenciais e antibiéticos. As IDPSCs foram descritas até atingirem a 252 passagem,
quando apresentaram cariotipo normal e padrées de crescimento e aspectos
morfologicos inalterados. Em seu estudo, utilizaram marcadores de células-tronco
embrionarias diferentes daqueles utilizados por Miura e equipe (2003). Como
resultado, a expressdo de OCT-4 foi persistente ainda na 25 passagem e outros
marcadores embrionarios estavam expressos ao longo do cultivo. A citometria de
fluxo demonstrou positividade para os marcadores mesenquimais e o potencial de
diferenciagao foi evidente para um destino condrogénico, osteogénico, neuronal e
miogénico in vitro. Em suas conclusbes, os autores, sugeriram que as células
obtidas com a metodologia por eles usada, podem n&o ser as mesmas de Miura e

colaboradores (2003), posicionando-se quanto a necessidade de mais
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investigacdes. No entanto, para Huang e colaboradores (2009), as células que o
grupo de Kerkis isolou também sdao SHEDs e que pela analise das IDPSCs,
confirmaram o potencial de diferenciagdo ja descrito por Miura e equipe,
complementando a caracterizacdo por meio da avaliacdo dos marcadores
embrionarios.

Estudos recentes tém sido realizados com o objetivo de melhor caracterizar as
células-tronco pulpares deciduas no sentido de determinar seu perfil proteémico
(NAKAMURA et al., 2009; PIVORIUNAS et al., 2009). Pivoriiinas e colaboradores
(2009), ao mesmo tempo em que buscavam definir este painel de expressao génica,
caracterizaram subpopulagdes (clones) das SHEDs, quanto ao perfil
imunofenotipico. Para isso, SHEDs na segunda passagem foram cultivadas em
baixa densidade para o estabelecimento de clones (Clones avaliados: C2 e F5).
Nesta passagem, as SHEDs e dois clones foram selecionados para a analise no
citbmetro. As 3 culturas celulares apresentaram valores percentuais baixos para
expresséo de CD14, CD34, CD45 (< 7%) e altos para CD73, CD90 e CD105 (>96%).
As marcagdes foram variaveis para CD146 entre as SHEDs (66,3%), o Clone C2
(27,1%) e o Clone F5 (37,8%). Os autores acreditam que esta variagéo confirma que
as SHEDs apresentam uma populagdo heterogénea dentro da cultura, como ja
descrito por Miura e equipe (2003). Apesar das SHEDs e dos clones terem satisfeito
os critérios de positividade para os marcadores de CTMs, elas ndo foram capazes
de se diferenciarem em um destino adipogénico dentro de trés semanas. A
diferenciacao osteogénica foi confirmada apds duas semanas de inducgéo.

Além dos resultados ja citados, SHEDs e IDPSCs foram utilizadas, com bons
resultados, em estudos que investigaram a formagdo in vivo de tecidos désseos e
dentarios, assim como naqueles estudos que avaliaram o potencial destas células
em auxiliarem o reparo de lesdes de cérnea e o beneficio se injetadas em animais
com distrofia muscular. (MONTEIRO et al., 2009; CORDEIRO et al., 2008; SEO et
al., 2008; KERKIS et al., 2008; COSTA et al., 2008). Recentemente, as SHEDs,
assim como as DPSCs, tém sido indicadas como uma possivel fonte para a
obtencgao de células-tronco pluripotentes induzidas (IPs) (YAN et al., 2009).

As células-tronco extraidas do tecido pulpar de dentes natais humanos
(aqueles dentes que estédo presentes ao nascimento da crianga) foram recentemente

relatadas na literatura (KARAOZ et al., 2009). Estas células, denominadas de
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hNDPs-SCs (Stem Cells derived from human natal dental pulp), diferenciaram-se em
linhagem adipogénica, osteogénica, miogénica, condrogénica e neurogénica. Pela
citometria de fluxo, apresentaram positividade para os marcadores CD13 (15,18%),
CD44 (97,97%), CD90 (99,2%), CD146 (99,47%) e CD166 (97,57%). As células
expressaram insignificante imunopositividade (< 1,03%) para CD3, CD8, CD14,
CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 e HLA-DR. Marcadores embrionarios
foram verificados com RT-PCR.

A grande vantagem apontada ao uso das células pulpares refere-se a sua
obtengcdo, em especial a dos dentes deciduos, ja que os dentes utilizados para tal
iriam exfoliar naturalmente, ndo sendo necessario um processo invasivo como a
extragdo das células da medula 6ssea ou remocgéo cirurgica de um dente
permanente. Um banco de células-tronco obtidas a partir destes dentes vem se
tornando realidade (ARORA; ARORA; MUNSHI, 2009).

Além dos dentes exfoliados, talvez, os dentes deciduos que ainda n&o iniciaram
0 seu processo de rizolise também possam ser fonte de células-tronco. Muitas
vezes, o0 planejamento ortoddéntico na denticdo mista envolve tratamentos com
extracbes seriadas, incluindo a exodontia dos dentes deciduos que ainda nao
sofreram reabsor¢ao radicular. Mudangas espontdneas na denticdo apods esta
conduta podem ser uteis nos tratamentos de corregdo ou redugédo de apinhamentos
dentarios na maioria dos pacientes com Classe |, ou seja, com oclusdo normal
(YOSHIHARA et al., 2000).

A polpa dos dentes deciduos, no entanto, apresenta alteracbes com o decorrer
da rizélise. Com isso, o tecido pulpar de um dente exfoliado naturalmente nao é
exatamente aquele em estagio de reabsorgdo incipiente, quando realizadas
observagdes histolégicas e imunoistoquimicas (ROLLING, 1981; ARAUJO, 1982;
SASAKI et al., 1990; SAHARA et al., 1992, 1993; ERONAT; ERONAT; AKTUG,
2002; ANGELOVA et al., 2004; BOLAN; ROCHA, 2007; MONTEIRO et al., 2009).
Estas diferencas estruturais e moleculares ocorridas no processo, talvez modifiquem
o comportamento das células da polpa in vitro, conforme o grau de reabsorgéo

sofrido pelos tecidos dentarios.

Rizolise Fisioldgica do Dente Deciduo e os eventos na Polpa Dentaria
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Os dentes deciduos comegam a erupcionar, no ser humano, em média aos 6
meses de idade poés-natal, sendo que a denticdo decidua estara completa, em
oclusdo, aos 3 anos de idade. Apos os 6 anos de idade, a denticdo ja € mista, com a
presenca dos primeiros dentes permanentes, mas ainda com a manutengao de
todos os elementos dentarios deciduos. No entanto, com o progresso do
desenvolvimento facial, todos os dentes deciduos serdao substituidos pelos seus
sucessores permanentes (BERKOVITZ et al., 2004; TOLEDO; LEAL, 2005).

As polpas dos dentes deciduos recém formados e a dos permanentes sio
similares em relagdo a estrutura histolégica basica. Uma diferengca entre estes
dentes é que as raizes dos deciduos normalmente sofrem reabsorg¢ao, para que
possa ocorrer a transicdo da denticdo primaria para a permanente. Este fenébmeno,
geneticamente programado, inicia-se a partir de um ambiente que leva a apoptose
dos cementoblastos e que na sequéncia, promove a osteoclastogénese
(LOURENCO, 1999). O processo € dindmico, acompanhado por alteragdes graduais
da polpa, principalmente em seus estagios mais avangcados e por eventos
intermitentes de reabsorcao radicular do dente deciduo e neoformacao dos tecidos
alveolares adjacentes (CONSOLARO, 2007; FOSSATI; RUSCHEL, 2005).

Ao mesmo tempo em que ocorre a reabsor¢ao dos tecidos mineralizados,
alteracbes sao evidentes no tecido pulpar, sendo que quando o dente deciduo
apresenta sua raiz totalmente reabsorvida, o tecido pulpar ndo mais apresenta os
mesmos componentes e propor¢ao de estruturas, demonstrando, histologicamente,
alteragcdo vascular e celular, podendo ocorrer auséncia dos odontoblastos e, em
contrapartida, observa-se o aumento significativo nas células inflamatorias e das
células clasticas, bem como de células mononucleares precursoras (ROLLING,
1981; SASAKI et al.,, 1990; SAHARA et al.,, 1992, 1993; ERONAT; ERONAT,;
AKTUG, 2002; ANGELOVA et al, 2004; BOLAN; ROCHA, 2007; MONTEIRO et al.,
2009).

Sahara e colaboradores (1992), entre outras analises, avaliaram a estrutura
pulpar coronaria, quanto a presenca de odontoblastos e odontoclastos. Observaram
que quando a coroa dentaria ainda n&o se encontrava em processo reabsortivo
ativo, a polpa apresentava estrutura normal, com a camada de odontoblastos
preservada. Com a progressao do processo, quando a raiz apresentava-se quase

totalmente reabsorvida, ndo foram mais observadas camadas de odontoblastos e
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nesta fase, as células mais presentes eram os odontoclastos. No estagio final de
reabsor¢gdo, os odontoclastos se afastam em direcdo a polpa central, e depois
desaparecem. Na sequéncia, a superficie de dentina reabsorvida é reparada por um
tecido parecido com cemento ou € recoberta com tecido fibroso. Neste estagio,

nenhuma atividade de odontoclastos poderia ser detectada na superficie da

deposigao de tecido similar a cemento (Figura 1).

Cemento

Deposigio de tecido
Similar ao Cemento

Odontoclastos

Figura 1. Esquema representando a seqiiéncia de eventos da reabsorcio da superficie da dentina coroniria, ocorrendono
{ltimo estigio de esfoliacionos dentes deciduos humanos. 1) Estigio de Pré-reabsorgio; 2) Estigio Inicial de Reabsorcio;
3) Estagio Tardio de Reabsorgio; 4) Estigio Final de Reabsorcio. Fonfe: Sahara etal 1992,

Sasaki e colaboradores (1993) observaram que além dos odontoclastos,
varias outras células mesenquimais tais como fibroblastos, cementoblastos e
macrofagos estavam presentes na polpa, ativamente envolvidas na remogao celular
dos tecidos duros dentais. Com a progressao da rizolise o numero de células de
infiltrado inflamatdrio crénico aumenta, estando presentes plasmdcitos e linfécitos
em parte da polpa coronaria remanescente (ERONAT; ERONAT; AKTUG, 2002).

Neste sentido, Angelova e colaboradores (2004) estudaram a ocorréncia de
células imunocompetentes na polpa decidua em trés estagios distintos de
reabsorgao fisioldgica, comparando-os entre si e com um grupo sem reabsorgao.
Pela analise dos seus resultados, a densidade celular representada pelos
macrofagos, células HLA-DR positivas e linfécitos T e B, demonstrou aumento

conforme estagios mais avangados de rizolise.
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Ao final da rizdlise toda a superficie do tecido pulpar coronario remanescente
encontra-se coberta por um epitélio escamoso estratificado, que também esta
presente recobrindo toda a extensdo do epitélio juncional gengival. Este tecido
pulpar remanescente apresenta-se em maior quantidade nos dentes incisivos e
caninos, visto que a reabsorgao radicular, nestes dentes, ocorre na superficie lingual
ao dente permanente em desenvolvimento (BERKOVITZ et al., 2004).

O processo programado da reabsorgéo fisiologica do dente deciduo ainda
nao esta bem esclarecido e, sendo assim, as pesquisas, atualmente, destinam-se a
compreender 0os mecanismos moleculares envolvidos na ativagdo das células
responsaveis tanto pelos eventos fisioldgicos como patolégicos, assim como obter
maiores conhecimentos acerca do que acontece com as estruturas dentarias, em
especial com o tecido pulpar (MONTEIRO et al., 2009; BONECKER et al., 2009;
YILDIRIM et al., 2008; BOLAN; ROCHA, 2008).

Os estudos referentes ao comportamento da polpa nestas condi¢des
classificam de maneiras diferentes os estagios de reabsorgao fisiolégica em relagéo
ao comprimento de raiz que permanece. No entanto, nem sempre a divisdo entre
grupos é semelhante entre os artigos, dificultando comparagdes.

A atividade metabdlica da polpa aumenta e proteinas e citocinas da matriz
extracelular deste tecido também se alteram, demonstrando a sua ativa participacao
no processo de reabsorcdo (ERONAT; ERONAT; AKTUG, 2002). A matriz
extracelular pulpar modifica-se ao longo deste processo. O colageno tipo |,
importante para o suporte estrutural do tecido pulpar diminui, assim como a
expressdo de tenascina e de osteonectina (BONECKER et al., 2009). Ainda ha
recrutamento de precursores de clastos, bem como alteragdo na disponibilidade de
moléculas envolvidas com a sua ativagao, o RANKL (ativador - Ligante do Receptor
Ativador do fator Nuclear Kappa B) e a OPG (inibidor- Osteoprotegerina) (YILDIRIM
et al., 2008). Yildirim e colaboradores (2008) investigaram se a presencga destas
moléculas chave para o desencadeamento de osteoclastogénese estaria alterada no
tecido pulpar de dentes deciduos exfoliando ao compara-los com premolares
permanentes jovens. Em seu estudo verificaram que os niveis de RANKL foram

significativamente maiores na exfoliag&o.
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Pelo fato de ainda haver dados a serem investigados, o presente estudo teve
como objetivo estabelecer parametros quanto a possibilidade de obtencao de células
indiferenciadas de polpa de dentes deciduos em estado de rizdlise. A partir disto,
tentar empregar esta metodologia para a obtencdo de células-tronco da polpa de
dentes deciduos sem reabsorgao visivel e com graus intermediarios de reabsorgao,

extraidos por indicagao ortodéntica.
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2. Objetivos

Objetivo Geral

= |solar e cultivar células provenientes do tecido pulpar de dentes deciduos
humanos higidos em processo de rizolise e avaliar, nestas células, apds a

expansao in vitro os parametros apresentados por células-tronco.

Objetivos Especificos

= Estabelecer uma metodologia de isolamento, o cultivo e a expansao das
células da polpa de dentes deciduos humanos com diferentes graus de
rizolise;

» Caracterizar tais células na quinta e décima passagens quanto a sua
pluripotencialidade, por meio da sua indugédo in vitro para diferenciagcao
adipogénica, osteogénica e condrogénica.

» Caracterizar tais células na quinta e décima passagens quanto a expressao
de marcadores de superficie de células-tronco mesenquimais pela técnica de
citometria de fluxo;

» Caracterizar tais células na quinta e décima passagens quanto a expressao

do fator de transcricdo OCT-4, por meio da técnica de RT-PCR.
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3. Artigo

A ser submetido ao peridédico “Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral

Radiology & Endodontics”

Cultivo de Células-Tronco Pulpares provenientes de dentes deciduos humanos
em estagios diferentes de Rizolise - Andlise da Pluripoténcia e
Imunofenotipagem
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Resumo

Objetivo(s). Estabelecer culturas de células provenientes da polpa de 30 dentes
deciduos humanos higidos em diferentes estagios de reabsorgao fisioldgica,
avaliando-as quanto a imunofenotipagem e a pluripoténcia

Desenho do Estudo. Isolamento das células com posterior cultivo. Nas quinta e
décimas passagens foram feitas as avaliagbes de crescimento, citometria de fluxo,
RT-PCR e diferenciacao destas células.

Resultados. Nao foi possivel estabelecer cultura a partir de dentes sem reabsorcao
radicular (n=9). As células foram positivas para CD29, CD44 e CD90 ao longo das
passagens. Observou-se expressdo moderada para os marcadores CD117 e
CD133, enquanto que para CD34, CD45, HLA-DR CD184 e STRO-1 a expressao foi
inferior a 3%. A expressao foi baixa para o marcador de células-tronco de pericitos,
o0 CD146. Todas as culturas celulares diferenciaram-se em linhagem adipogénica,
condrogénica e osteogénica e a expressao génica de OCT-4 foi verificada ao longo
das passagens.

Concluséo(s). A facilidade de obtencdo de células-tronco a partir de dentes
deciduos parece estar ligada aos fenbmenos da rizélise. A baixa expressédo de
CD146 sugere que o nicho perivascular ndo € o unico provedor das células-tronco

pulpares.
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Introducéo

As células-tronco isoladas a partir de tecidos dentarios tém sido
caracterizadas e usadas em diversas pesquisas. Em humanos, elas tém sido
isoladas da polpa de terceiros molares retidos e dentes deciduos exfoliados
naturalmente’™. Recentemente, estas células foram isoladas também a partir de
dente supranumerario retido e de dente natal ®>°. No entanto, no ambito desta
pesquisa, nao foram encontrados dados na literatura em relacéo ao estabelecimento
da cultura da polpa de dentes deciduos em diferentes graus de reabsorgéo.

As modificagbes morfolégicas ocorridas no tecido pulpar ao longo do
fendbmeno da reabsorgéo fisiolégica dos dentes deciduos tém sido descritas na
literatura "'°. Este fendmeno, geneticamente programado, inicia-se a partir de um
ambiente que leva a apoptose dos cementoblastos e que na sequéncia, promove a
osteoclastogénese’®. O decorrer do processo altera as caracteristicas do tecido
pulpar, sendo que quando o dente deciduo apresenta sua raiz totalmente
reabsorvida, o tecido pulpar ndo mais apresenta os mesmos componentes e
propor¢cdo de estruturas, demonstrando, histologicamente, alteragdo vascular e
celular, podendo ocorrer auséncia dos odontoblastos e, em contrapartida, observa-
se o aumento significativo nas células inflamatdrias e das células clasticas, bem
como de células mononucleares precursoras " '°. A atividade metabdlica da polpa
aumenta e proteinas e citocinas da matriz extracelular (MEC) deste tecido também
se alteram, demonstrando a sua ativa participacdo no processo de reabsorcédo '*'°.
A partir do conhecimento da alteragdo pulpar, o objetivo deste trabalho foi tentar
estabelecer parametros quanto a possibilidade de obtencdo de células

indiferenciadas de polpa de dentes deciduos em diferentes graus de rizolise, bem
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como avaliar a imunofenotipagem e a pluripoténcia das células pulpares obtidas na

quinta e décima passagens de cultivo celular.

Materiais e Métodos

Com o objetivo de isolar as células do tecido pulpar e tentar estabelecer a cultura
destas, a polpa dentaria foi removida a partir de 30 dentes deciduos incisivos,
caninos e molares em diferentes estagios de rizdlise. Do total de dentes, 21

estavam em processo avangado de rizélise (grupo 1), sendo que 17 possuiam raiz
totalmente reabsorvida e 4 apresentavam cerca de Y5 de raiz residual. Os 9 dentes

restantes ndo apresentavam reabsorgao visivel (grupo IlI). Todos os dentes apés a
sua extracao foram imersos em 1mL de meio de cultivo DMEM/Hepes (Sigma-
Aldrich), 10% soro fetal bovino (Laborclin), 100U/mL de penicillina, 100ug/mL de
estreptomicina (Gibco) e 0.45ug/mL de gentamicina (Gibco), em temperatura
ambiente, para o transporte até o laboratério. Os responsaveis pelos pacientes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo comité de

ética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, cadastrado sob n°296/08.

Remocdao do Tecido Pulpar Dentario e Cultura de Células

A técnica utilizada para a remogao do tecido pulpar foi dependente do estagio
de reabsorcao do dente. Nos dentes extraidos que nao apresentavam reabsorcéo de
suas raizes, foi realizada a clivagem destes, para que fosse possivel a exposi¢cao do
tecido pulpar, permitindo assim, a sua posterior remogao. A preparagao da clivagem
foi realizada imediatamente apds a extracdo do dente, na qual com o auxilio de uma
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broca cilindrica acoplada a uma caneta de alta rotacdo e sob refrigeracao, foram
confeccionadas 3 canaletas nestes dentes. A profundidade das canaletas foi
determinada apds a invasao no tecido dentinario em relagdo a proximidade com o
tecido pulpar, a fim de evitar o corte e consequiente dano ao tecido.

Os dentes eram apreendidos com auxilio de uma pinga porta-agulha na
regido da coroa e clivados com o auxilio de uma espatula de inser¢cdo de material
odontoldgico. Apds a clivagem, o dente foi recolocado no meio de transporte. A
polpa foi separada cuidadosamente do tecido dentario com o auxilio de uma colher
de dentina no fluxo laminar. Nos 17 dentes em que a camara pulpar estava aberta,
permitindo o acesso de instrumental, a remog¢ao da polpa foi realizada com uma
colher de dentina, e nos 4 dentes que apresentavam reabsor¢ao intermediaria, com
o auxilio de um extirpa nervo. Na sequéncia, a manipulagdo do tecido pulpar
removido foi realizada semelhante ao processamento descrito por Luisi e
colaboradores (2007) . A suspensdo de células resultante foi semeada em 1 pogo
de uma placa de 12 pocos. O meio de cultura foi trocado apdés 24 horas do
plaqueamento inicial e apds este momento, a cada 3 ou 4 dias. A cultura foi mantida
nestas condicbes até atingir confluéncia de cerca de 90%, quando era entdo
realizada a sua primeira passagem. Nos repiques, as células em cultura foram
colhidas com solugdo de tripsina—EDTA 0,5% (Sigma-Aldrich) e transferidas para
subculturas no respectivo meio de cultivo. A subcultura foi mantida em monocamada

até ser necessario seu proximo repique.

Curva de Crescimento Celular
Para determinar a taxa de crescimento celular em diferentes densidades de

células/cm? foram selecionadas células provenientes da cultura de dentes
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exfoliados na quinta e décima passagens (n=4). Em cada um dos ensaios foram
semeados 4 pogos com 1mL de meio contendo 2,5 x 10° células/cm? e 4 pogos com
10* células/cm? para as células da quinta e décima passagem. A cada 24 horas, um
dos pocos foi avaliado e suas células contadas em Céamara de Neubauer

adicionando o Azul de Tripan 0,4% (1:1).

Citometria de Fluxo

A analise de citometria de fluxo foi realizada nas culturas provenientes de
dentes exfoliados na quinta e décima passagem (respectivamente n=7 e n=5). Um
total de 10° células foi incubado por 30 min a 4°C com os seguintes anticorpos contra
moléculas de superficie celular humana: CD29, CD34, CD44, CD45, CD90, CD117,
CD133, CD184, HLA-DR (Pharmingen-BD Biosciences), CD146 e STRO-1
(SantaCruz), conjugados com FITC ou PE. A estratégia de gate foi realizada como
descrito a seguir. Os controles isotipicos de IgG de camundongo conjugados com
PE e FITC foram utilizados para a determinacdo da positividade das amostras.
Apenas células vivas foram analisadas através da exclusdao de células mortas a
partir da utilizagcdo do 7AAD (7-Amino Actinomicina D- Invitrogen) em todas as
analises. As células vivas foram avaliadas para dois marcadores de superficie
celular simultaneamente, usando os anticorpos monoclonais contra os antigenos
citados anteriormente. A aquisi¢cao dos dados foi realizada utilizando-se o citdmetro
de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) e 10.000 eventos foram analisados com o

auxilio do software CELLQuest (BD Biosciences).
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RT-PCR

A analise da expressao de OCT-4 foi avaliada nas células obtidas das
mesmas culturas analisadas pela citometria de fluxo. Nas quinta e décima
passagens, 10° a 10° células foram colhidas, centrifugadas e ao pellet foi
acrescentado 1mL de Trizol (Invitrogen) para a extragao do RNA total. A quantidade
obtida foi mensurada usando um espectrofotdmetro (NanoDrop —N1000) e entdo 2ug
deste RNA foram utilizados para fazer o cDNA (SuperScript Il — Invitrogen) Para o
controle positivo, foi utilizado o cDNA de células embrionarias humanas (linhagem
de Harvard, HUES 7). Controle negativo foi constituido por todos os reagentes da
reacdo de PCR exceto pelas amostras de cDNA . Os seguintes primers foram
utilizados: primer direto 5CTTCGGATTTCGCCTTCTCG3 (MW=6,027ug/ pmol) e
primer inverso 5’CCTTGGAAGCTTAGCCAGGTC3’ * (MW=6,027ug/ pmol). Primers
e demais reagentes usados no RT-PCR foram provenientes da Invitrogen. As
reagbes foram pré-incubadas para desnaturagéo inicial a 94°C por 3 minutos e entdo
submetidas a 40 ciclos a 94°C/(45s), 62°C/(45s) e 72°C/(45s), seguidos por uma
extensao final por 3 minutos a 72°C. Depois da amplificagdo, 10uL de cada reacao

foi analisada em gel de agarose 1,5%, visualizada pela coloragdo com gel Red.

Diferenciagédo Celular in vitro

Para avaliar a capacidade de diferenciacdo, 10* células/cm? nas quinta e
décima passagens foram semeadas em placas de 12 pogos e cultivadas em
apropriados meios de diferenciacdo apos atingirem 70% de confluéncia (n=7). Os
meios foram trocados a cada 4 dias, por um tempo de 2 a 4 semanas. Controle

negativo foi obtido para cada ensaio de diferenciagdo com o cultivo das mesmas
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células mantidas em meio de cultivo convencional. Para o meio de diferenciacéo
osteogénica foi utilizado DMEM/Hepes suplementado com 10% de soro fetal bovino,
10% de B-glicerofosfato, 10mM, 1% de acido ascorbico 2-fosfato 5Smg/mL e 0,1% de
dexametasona 10°M 8. Para o meio de diferenciagao adipogénica o meio base foi
Iscove’s (Gibco), suplementado com 20% de plasma humano, dexametasona 10”M,
2,5 yg/mL insulina bovina, 5 yM indometacina, 5 pM rosiglitazona, 10 mM/mL de

heparina sédica '

. Para o meio de diferenciagcdo condrogénica, HDMEM foi
suplementado com acido ascorbico 2-fosfato 50nM, 6,25ug/mL de insulina bovina e
10ng/mL de TGFB1'® (Millipore, Japao e demais reagentes da Sigma-Aldrich). Apos
o periodo de diferenciacéo, as culturas foram lavadas com agua deionizada e
fixadas com paraformaldeido 4% durante 20 min a 1h. As células submetidas a

diferenciagcdo osteogénica foram coradas com Alizarin Red, a diferenciagcéo

adipogénica com Oil Red e & diferenciagéo condrogénica com Alcian Blue %.

Analise Estatisitica

Para verificar se houve diferenga entre a eficiéncia no estabelecimento das
culturas entre o grupo | e Il utilizou-se o teste exato de Fischer (p < 0,01). Para
analisar se a expressido dos marcadores modificou-se entre a quinta e décima

passagens utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon (p < 0,05).

Resultados
Estabelecimento e Crescimento das Culturas

O isolamento das células foi considerado com sucesso em 25 das 30
amostras estudadas, uma vez que apos 24h, foi observada a presencga de células

aderidas, isoladas ou agrupadas em colénias (fig.1A-C e fig.1D). Em 5 culturas, néo
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foi verificada a presenga de células neste mesmo periodo. Apesar da presenga de
células, das 25 culturas apenas 17 proliferaram até atingir a confluéncia de 90%,
parametro considerado para o sucesso do estabelecimento da cultura. Tal
confluéncia foi atingida de 5 a 21 dias (fig.1E). Em até 45 dias de observacgao,
nenhuma amostra do grupo Il conseguiu atingir tal confluéncia, diferentemente do
grupo | (p<0,01). O tempo decorrente entre a extragao e o plagueamento das células
teve variagao de 3,5 — 12 horas (Média =5,03 - DP=2,84), no entanto este tempo néo
interferiu no estabelecimento das culturas, ou seja, foi possivel estabelecer cultura
nas amostras isoladas apdés 3,5h da exodontia, assim como 12h apés. O
estabelecimento da cultura e a capacidade de proliferacao foram independentes da
quantidade de tecido pulpar remanescente e do tipo de dente. A morfologia das
células foi semelhante a de fibroblastos e a viabilidade das células na primeira
passagem foi em média 77,9% (DP=13,4). No ensaio de crescimento celular, a
razdo entre o numero de células colhidas e o numero de células semeadas foi

variavel entre as amostras e entre as densidades (fig. 2).

Caracterizacao das Culturas de Células Pulpares Deciduas

Todas as amostras avaliadas pela citometria de fluxo foram provenientes das
culturas isoladas a partir do tecido pulpar dos dentes exfoliados. As células em
cultura mostraram presencga superior a 95% para CD29, CD44 e CD90 e inferior a
3% para os antigenos CD34, CD45 e HLA-DR, CD184 na 5% passagem. Quanto a
expressdo de CD117 e CD133, houve uma variagdo na expressao, tanto entre as
amostras, quanto entre os dois diferentes momentos em que foram avaliados, ou

seja, entre as passagens realizadas com as culturas celulares. A expressao de
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CD44 e de CD146 alterou-se da quinta para a décima passagem (p<0,05). A
expressdo de CD146 na maioria das amostras foi baixa (<5,36), sendo que em
apenas uma das amostras a positividade foi um pouco mais alta (20,19%). A
expressdo de STRO-1 foi baixa em todas as amostras (< 2,14%), chegando a n&o
apresentar marcagdo em algumas. Uma das amostras analisadas pela citometria de
fluxo esta representada na figura 3 e os valores das medianas representados na
tabela 1. Em apenas uma amostra n&o se verificou a expresséo génica para o OCT-
4 na quinta e décima passagem, porém, esta amostra foi capaz de se diferenciar nas
3 linhagens (osteogénica, adipogénica e condrogénica), assim como todas as
demais amostras submetidas a tais meios indutores. As alteragdes na morfologia
das células submetidas a diferenciacdo condrogénica foram visiveis nos primeiros
15 dias e foram coradas ja neste periodo. Fotomicrografias de uma amostra
representativa das culturas de células pulpares diferenciadas estdo na figura 4.
Goticulas de gordura foram visiveis na indu¢do adipogénica apds a primeira semana
de inducao e depdsitos de matriz calcica apds 2 semanas, no meio osteogénico. As
culturas em meio adipogénico e osteogénico foram mantidas durante 4 semanas até

sua coloracgao.

Discussao

Estabelecimento da Cultura

Neste estudo, células-tronco mesenquimais (CTMs) foram isoladas a partir do
tecido pulpar de dentes deciduos em diferentes graus de rizélise. O método utilizado
permitiu verificar células aderentes apds 24 horas em todos os grupos analisados,

no entanto com variagao de eficiéncia entre os grupos estudados. Isto pode ter sido

39



devido ao numero de amostras diferentes nos grupos ou pode estar relacionado a

situacao particular do tecido pulpar no decorrer da rizolise.

As modificacdes peculiares ao tecido pulpar durante este processo talvez
possam explicar a baixa proliferacdo celular encontrada nas células isoladas a partir
do dente sem reabsorgao visivel, que apesar da presenca de colénias e do aumento
no numero de células, ndo conseguiram atingir confluéncia nem de 50%, quando
mantidas em cultura por até 45 dias. Acredita-se que este resultado nao tenha sido
devido a técnica, visto que cuidados de rapida manipulagdo e refrigeragdo ao
realizar a clivagem foram observados para evitar dano celular. Além disso, tem se
relatado sucesso no cultivo de células-tronco pulpares de dentes permanentes
retidos, usando similar técnica'. Assim, sugere-se que esta baixa proliferagdo possa
estar relacionada com as condi¢gdes biolégicas do tecido in vivo. Assim que se
completa a formacdo do dente deciduo, inicia-se a preparacgao dos seus tecidos
dentarios para a reabsorcao de suas raizes, sendo que o desencadeador envolveria
um ambiente propicio a apoptose, que no transcorrer da rizélise ira deflagrar uma
cascata de eventos'®. Portanto, talvez as células-tronco da polpa dos dentes
deciduos estejam quiescentes nos estagios iniciais da reabsorc¢ao fisioldégica das
suas raizes o0 que se alteraria com o decorrer do processo. Em fases mais
adiantadas de reabsorg¢ado, células mononucleares vindas pela circulagdo comegam
a povoar a polpa e a sintetizar citocinas, que atuam autocrina e paracrinamente,
modificando a MEC, que entdo atua acelerando o fendmeno, provocando anoikia e
apoptose das células pulpares (odontoblastos entre elas) e tornando as células-
tronco ativas 2?2, Estas Ultimas seriam as células responsaveis pela intermiténcia da
reabsorcao, ao diferenciarem-se atuando na producdo de um tecido mineralizado,

semelhante ao cemento dentario na dentina radicular e coronaria "'°. A formagao
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deste tecido resulta, no dente deciduo o comportamento variavel entre fixo/mével
apresentado durante a sua reabsorcao fisiolégicas. Ao final do processo, atingindo a
peca dentaria sua exfoliagdo, quando ocorre reabsorcdo completa das raizes, o
tecido que se encontra preenchendo a cavidade coronaria € um tecido semelhante
ao de granulagdo, com muitas células do processo inflamatério sintetizando

mediadores quimicos que atuariam mantendo o nicho de células " ™°.

A facilidade de proliferagdo das células do grupo | pode ser decorrente da
exacerbacdo do processo de ativacdo das células-tronco durante o fenémeno
reabsortivo. Talvez isto também explique o fato de células-tronco dos dentes
deciduos exfoliados terem apresentado maior proliferacdo do que as de polpa de

dentes permanentes, como descrito por Miura et al.?

Fendtipo e Pluripoténcia

Fenotipicamente, as CTMs sao caracterizadas por expressarem um conjunto
de marcadores de superficie celular e auséncia de outros. Com isso, uma lista
desses marcadores tem sido descrita para definir essa populagdo. Dentre estes,
encontra-se o STRO-1, cuja expressao por citometria de fluxo em células pulpares
humanas apresenta-se variavel em situacdes de normoxia (1,2% - 9,56%)"%2°.
Neste estudo, a expressao do STRO-1 foi inferior a 2,2%. Este valor esta dentro dos
achados da literatura, no entanto, sugerimos que possa ser maior, visto que, quando
células foram avaliadas por meio de imunofluorescéncia, a expressao positiva de
STRO-1 foi observada na maioria das células em mesma passagem (dados nao

mostrados). Talvez o STRO-1 tenha sofrido uma possivel internalizacdo pela célula,

ja que outros marcadores de CTMs estavam presentes, como foi constatado, nao
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sendo necessaria sua expressdo na superficie membranosa *?*%°. No presente
estudo, resultados mostraram a expressdo moderada dos marcadores CD117 e
CD133, os quais sao receptores ja descritos presentes em células-tronco pulpares e
embrionarias %°%’. O CD133 esta envolvido na manutencdo das propriedades tronco
das células, atuando na supressao da diferenciacdo e especula-se estar envolvido
na divisdo assimétrica >>?®. O CD117 & o receptor c-kit para o ligante SCF (stem cell
factor), ligando-se as diferentes isoformas desta proteina, desencadeando diferentes
vias de sinalizacdo. As consequéncias destas vias de sinalizacdo sao efeitos
biolégicos diferentes. A ligagdo de ambos, receptor e ligante, influencia a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo das células-tronco®®. Nao podemos
afirmar em com os dados desta pesquisa que a coexpressado esteja ocorrendo,
porém, evidéncias obtidas in vitro, quanto ao crescimento celular e a presenca
fenotipica de marcadores caracteristicos de CTMs (CD29, CD44, CD90), durante as
passagens analisadas, nos faz crer que uma sinalizacdo esteja sendo
desencadeada. Corroborando com este fato, tanto o SCF como o c-kit séo
expressos por varios tipos celulares, quando estes sao estimulados por varios tipos
de citocinas®. Lembramos que nos estagios sucessivos de reabsor¢ao dentaria, as
células mononucleares crescentes produzem uma variedade ampla de citocinas que
além de estarem influenciando a expressdao destas duas moléculas, estao
promovendo, juntamente com elas, o recrutamento de células progenitoras, outra
funcdo atribuida a este sistema, podendo estar atuando, desta forma, na
clastogénese .

Por outro lado, a expressao de CD146 foi moderada em apenas uma amostra
(20,19%), e teve valores muito baixos em todas as outras analises (< 5,36%)

apresentando-se ausente na décima passagem na maioria das amostras. O CD146
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esta relacionado com as células-tronco localizadas nos pericitos, sendo descrito
como possivel mantedor das células-tronco pulpares®'.

No entanto, apesar dos valores de CD146 terem sido inferiores aos
demonstrados recentemente por Pivoriiinas et al. (2009)*, nesta pesquisa todas as
culturas analisadas pela citometria e submetidas a diferenciacdo demonstraram
pluripotencialidade ao diferenciarem-se nas 3 linhagens celulares citadas, enquanto
que, mesmo apresentando altos indices de CD146, as células do estudo de
Pivoriinas et al. (2009) falharam ao se diferenciar em adipdcitos. Além disso,
corroborando com achados recentes, a expressdao de OCT-4 nas células do
presente estudo foi verificada ao longo das passagens®.

Portanto, as células estudadas neste trabalho, nas condi¢cbes experimentais
empregadas, satisfizeram os critérios para serem consideradas como células-tronco
e 0 nicho perivascular parece ndo ser o seu unico provedor. Ainda, pode-se dizer
que aqueles dentes deciduos que apresentam certo grau de rizolise sdo uma
importante fonte de células-tronco, constituindo um material disponivel e de facil

acesso, nao invasivo, com relativa facilidade no cultivo de suas células pulpares.
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Figura 1. Comportamento das culturas do isolamento até a confluéncia de 90%. (A-
C) imagens apds 24horas do isolamento. Nas setas brancas podem-se observar
pequenas colbnias e nas setas pretas a presenca de células isoladas (40x — 250x).
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Figura3C
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Figura3: Amostra representativa da analise de citometria de fluxo para marcadores
de superficie das células pulpares avaliadas nas 5% e 10? passagens (Fig A e B). As
células foram incubadas com os anticorpos contra CD29, CD34, CD44, CD45, CD90,
CD 117, CD133, CD146, CD184, STRO-1 e HLA-DR (C) Demonstragdao do grafico

do controle isotipico (negativo) e do grafico da marcagao celular com 7AAD.
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Figura 4: Culturas de células pulpares de dentes deciduos higidos em processo de
reabsorcdo foram testadas para a habilidade de diferenciacdo in vitro. (A)
diferenciagdo adipogénica visualizada pela coloragdo de Oil Red, mostrando
vacuolos de lipideos corados. (B) diferenciacdo osteogénica visualizada pelos
depositos de calcio corados com Alizarin Red (C) diferenciagdo condrogénica
visualizada com a coloragao por Alcian Blue dos depdsitos de glicosaminoglicanas

(D) células pulpares cultivadas sem inducéo de diferenciagé&o para controle negativo.
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Tabela 1 — Representagao dos valores percentuais da Mediana (Percentil 25 e 75) obtida

pela analise da expressao percentual dos marcadores por meio de citometria de fluxo para

as amostras na 5% e 102 passagens. Teste de Wilcoxon (p < 0,05)*

52 PASSAGEM (n=7)

102 PASSAGEM (n=5)

MEDIANA (%) MEDIANA (%)

(Percentil 25- Percentil 75) (Percentil 25- Percentil 75) P
CD29 99,92 (99,36 — 99,99) 99,98 (88,08 - 100) 0,41
CD44 98,68 (98,21 -99,54) 94,86 (76,8 — 95,48) 0,04
CD90 99,92 (99,87 — 99,96) 99,96 (99,44 —99,99) 0,83
CD117 15,57 (7,56 —28,71) 11,23 (6,8 —13,36) 0,5
CD133 34,65 (8,78 —64,77) 20,79 (5,77 —44,3) 0,59
CD146 2,04 (1,6-5,3) 0,09 (0,02 -1,06) 0,04
CD184 0,95 (0,06 — 3,04) 0,19 (0,08 —1,16) 0,68
STRO-1 0,56 (0,19 —1,86) 0,02 (0-0,53) 0,13
CD34 0,5 (0,02-2,81) 0,1 (0,03 - 0,35) 0,46
CD45 0,15 (0,03 -0,59) 0,04 (0,03 -0,66) 0,5
HLA-DR 0,55 (0,07 -1,51) 0 (0-0,8) 0,22

p= nivel minimo de significancia do teste ndo parameétrico de Wilcoxon
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4. ConsideracoOes Finais

Com a metodologia usada neste estudo, foi possivel o isolamento e cultivo
das células da polpa de dentes deciduos humanos com diferentes graus de rizdlise.
No entanto, o sucesso do cultivo foi verificado apenas a partir da polpa dos dentes
em que O processo reabsortivo estava plenamente ocorrendo, ou seja, naqueles

dentes que possuiam raiz totalmente reabsorvida e nos que apresentavam cerca de
Y5 de raiz residual. Nao foi possivel estabelecer o cultivo a partir das células

pulpares daqueles dentes sem reabsorcéao visivel.

Assim, podemos sugerir que a rizolise parece influenciar a disponibilidade das
células-tronco, de forma que ocorra a exacerbagao do processo de ativacdo destas
células durante a reabsorcao das estruturas dentarias. Sugerimos que, talvez, este
fendbmeno peculiar aos dentes deciduos, explique o fato das células-tronco destes
dentes terem apresentado maior proliferacdo do que as de polpa de dentes
permanentes e do que as células extraidas a partir da medula-6ssea, como descrito

por Miura e equipe (2003).

As células analisadas no presente estudo, nas condicbes experimentais
empregadas, satisfizeram os 3 critérios para serem consideradas como uma CTM
descritos por Dominici e colaboradores (2006), ou seja: (1) demonstraram aderéncia
ao plastico, no caso a placa de cultura, possibilitando o seu cultivo ao longo das
passagens realizadas; (2) demonstraram pluripotencialidade ao se diferenciarem em
um destino adipogénico, osteogénico e condrogénico, e ainda mantiveram a
expressédo de OCT-4 ao longo das passagens; e, por fim, (3) ao serem avaliadas por
meio de citometria de fluxo, as células cultivadas demonstraram alta positividade, na
quinta e décima passagens, na maioria das amostras para os marcadores presentes
nas células-troncos mesenquimais (CD29, CD44 e CD90) e auséncia ou baixa

expressao para CD34, CD45 e HLA-DR, verificacdo que caracteriza estas células.
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram positividade moderada
para CD117 e CD133, receptores ja descritos como presentes em células-tronco
pulpares e embrionarias (LAINO et al., 2005; ZHAN et al., 2004). Por outro lado, a
expressdo de STRO-1 foi baixa em todas as amostras (< 2,14%), chegando a n&o
apresentar marcagdo em algumas. Em experimento piloto, quando as células de
uma amostra foram avaliadas por meio de imunofluorescéncia, a expressao de
STRO-1 foi observada em mesma passagem daquela da citometria, na maioria dos
campos analisados (apéndice 2). O STRO-1 pode ter sofrido a sua internalizag&o
pela célula, j& que outros marcadores de CTMs estavam presentes, como foi

constatado, ndo sendo necessaria sua expressao na superficie membranosa.

Uma baixa expressao também foi vista para o antigeno CD146, um marcador
conhecido por estar relacionado com as células-tronco localizadas nos pericitos, ja
tendo sido descrito como possivel mantedor das células-tronco pulpares (SHI ;
GRONTHOS, 2003). A expressao de CD146 foi moderada em apenas uma amostra
(20,19%), e teve valores muito baixos em todas as outras andlises (< 5,36%),
apresentando-se ausente na décima passagem na maioria das amostras. Assim, o
nicho perivascular ndo deve ter sido o unico provedor das células-tronco pulpares

obtidas em nosso laboratoério.

No entanto, apesar dos valores de CD146 terem sido inferiores aos
demonstrados recentemente por Pivorilnas e colaboradores (2009), em nosso
estudo todas as culturas analisadas pela citometria e submetidas a diferenciagao
demonstraram pluripotencialidade ao diferenciarem-se nas 3 linhagens celulares
citadas, enquanto que mesmo apresentando altos indices de CD146 as células
daquele estudo falharam ao se diferenciar em adipocitos. Além disso, em
experimento piloto, para estabelecer parametros para a diferenciagdo neurogénica,
as células em quinta passagem submetidas a este meio de diferenciagéo
apresentaram morfologia semelhante aquela encontrada em cultura primaria de

células do sistema nervoso central apos 10 dias (apéndice 3).

As diferencas particulares de cada laboratorio, tais como protocolos utilizados

no que se refere ao meio de cultura utilizado, concentragdes e marcas de reagentes,
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assim como aquelas relacionadas a manutencdo da cultura, tais como forma de
isolamento, taxa de confluéncia e repique e densidade de plaqueamento podem ser
um fator influente no desfecho do tipo de populagdo mantida em cultivo
(SUCHANEK et al. 2009; SAKDEE et al. 2009; HUANG et al. 2006). Assim, é
possivel que as células obtidas no presente estudo ndo sejam exatamente iguais as
primeiramente descritas para este tecido, as SHEDs (MIURA et al., 2003). Kerkis e
colaboradores fizeram o mesmo questionamento quanto as “suas células”, extraidas
também a partir da polpa de dentes deciduos, as quais chamaram de IDPSCs. Os

autores consideraram as IDPSCs distintas das SHEDs.

Comparacgdes sao dificeis de serem feitas. Por um lado em consequéncia das
variaveis acima citadas quanto a manutengdao das culturas e por outro, pela
dificuldade de encontrar artigos que disponibilizem dados importantes para esta
analise. E freqliente ndo ser citado o nimero de amostra e os valores percentuais da
citometria, 0 que nos parece importante, visto a variagdo de dados encontrada em
nosso estudo. Acreditamos ainda, que outro fator importante seria a situacao
bioldgica particular do tecido pulpar in vivo no momento da coleta. O tecido pulpar,
provavelmente deva estar sendo modificado com o avango do processo reabsortivo.
Neste sentido, pouco se sabe hoje sobre as alteragbes ocorridas na matriz
extracelular da polpa durante a reabsorgao, assim como o envolvimento das células-

tronco neste processo.

Considerando todos os aspectos abordados, € possivel destacar como
principal contribuicdo desta dissertagcdo, no contexto da integracéo entre as areas da
Odontologia e da Terapia Celular, que os dentes deciduos que apresentam certo
grau de rizolise sdo uma importante fonte de células-tronco, constituindo um material
disponivel e de facil obtengdo, com relativa facilidade no cultivo de suas células

pulpares.
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5. Perspectivas

Investigar o papel das células-tronco na rizélise, por meio da avaliagao
imunoistoquimica dos marcadores STRO-1 e CD146 no tecido pulpar de
dentes deciduos em diferentes graus de rizdlise, apds estes serem

submetidos ao processamento histologico;

Investigar os aspectos de estabelecimento das culturas de acordo com os

graus de reabsorc¢ao fisiologica;

Caracterizar as células quanto ao potencial de diferenciagao neurogénica;

Utilizar as células obtidas com a metodologia deste estudo aliadas a scaffolds

de electrospinning em pesquisas de regeneracéo tecidual,

Estabelecer parametros para o congelamento destas células, avaliando

aspectos imunofenotipicos e de pluripoténcia antes e apds o congelamento.
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Universidade Federal do Rio Grande do Faculdade de Odontologla

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
RESOLUCAO

O Comité de Etica em Pesquisa e a Comissao de Pesquisas da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisaram
o Projeto:

Numero: 296/08

Titulo: EXPRESSAO DE STRO-1 E OCT-4 NAS CELULAS
PROVENIENTES DA POLPA DENTAL DE DENTES DECIDUOS
HIGIDOS EM ESTAGIO DE RIZOLISE APOS CULTIVO IN VITRO.

Investigador(es) principal(ais): Professora Anna Chistina Medeiros
Fossatti e CD. Lisiane Bernardi.

O Projeto foi aprovado na reunido do dia 14/08/2008, Ata n° 08/08 do
Comité de Etica em Pesquisa e da Comissio de Pesquisas, da UFRGS,
por estar adequado ética e metodologicamente de acordo com a
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Porto Alegre, 15 de agosto de 2008.
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S
Prof*. HelSfsa-EmiliaDias da Silveira
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas

Prof. Deise nioni
Coordenadora da Comiss3o de Pesquisas
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Apéndice 1 — Termo de Doacado de Material Bioldgico

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA — NIVEL MESTRADO
AREA DE CONCENTRACAO EM CLINICA ODONTOLOGICA ODONTOPEDIATRIA

Termo de Doacao de Material Bioldgico

Expressao de STRO-1 e OCT-4 nas células provenientes da polpa de dentes
deciduos higidos em estagio de rizélise ap6s cultivo in vitro.

Pesquisas recentes tém indicado que existem células-tronco no nervo do dente de
leite. A grande vantagem do uso do nervo do dente de leite para a obtengcdo destas
células-tronco é que os dentes utilizados iriam cair naturalmente. Ainda sdo necessarios
mais estudos para compreender melhor as caracteristicas dessas células e, sendo
assim, o objetivo deste estudo é realizar o cultivo das células do nervo do dente de leite
que ja foi extraido e avaliar a existéncia de duas moléculas (STRO-1 e OCT-4) na
superficie destas células.

Toda e qualquer duvida sera esclarecida pelos envolvidos nesta pesquisa. Fica,
ainda, assegurada a liberdade dos responsaveis pelo paciente, recusarem-se a
participar do estudo. Nao havera nenhuma alteracdo no tratamento da crianca e nao
sera necessaria sua participacao futura em nenhum momento da pesquisa.

Eu, como
responsavel pelo(a) menor ,
declaro que fui informado dos objetivos e procedimentos que serdo realizados nesta
pesquisa, tendo lido e compreendido integralmente as informagdes acima antes de
assinar este termo, ndo restando duvidas quanto ao conteudo deste documento. E,
dessa forma, autorizo meu (minha) filho (a) ou crianga pela qual sou responsavel a
participar do estudo, estando disposto (a) a trazé-lo (a) nas consultas marcadas, assim
como, doar seu dente de leite depois da extracao.

Porto Alegre, de de 2008.
Responsavel pelo Participante Pesquisador Responsavel: Lisiane Bernardi
RG: RG: 1072561051
Telefones de contato: (51)3308-5024
(51) 93279309
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Apéndice 2 — Imunoistoquimica para STRO-1

Controle Negativo

Verificagdo (presenga/auséncia) da expressdo de STRO-1 em culturas de células
pulpares de dentes deciduos higidos em processo de reabsorgdo na 102 passagem.
(A e B) imunofluorescéncia positiva para STRO-1 foi visualizada nas culturas
submetidas a incubagdo com anticorpo primario feito em camundongo anti-STRO-1
humano (1:100) e anticorpo secundario com FITC feito em coelho anti camundongo
(1:500) (C) células pulpares incubadas apenas com o anticorpo secundario com
FITC feito em coelho anti camundongo (1:500) foram utilizadas para controle
negativo. (D) morfologia semelhante a fibroblastos das células verificadas em

microscopio invertido.
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Apéndice 3 — Populagcdo submetida a diferencia¢cdo neurogénica

>

&1100-1201 &1100—-1205

&1100—-1204

Culturas de células pulpares de dentes deciduos higidos em processo de
reabsor¢cdo foram testadas na 52 passagem para a habilidade de diferenciagao
neurogénica in vitro. (A-C) apos a indugdo ao meio neurogénico por 10 dias, as
células apresentaram morfologia semelhante aquela encontrada em cultura primaria
de células do sistema nervoso central. (D) imunofluorescéncia positiva foi verificada
na cultura submetida a incubagédo com o anticorpo primario feito em camundongo
anti-GFAP humano (1:500) e anticorpo secundario com FITC feito em coelho anti
camundongo (1:1000). Na seta branca imunomarcacéao de astrocito (alta positividade

para GFAP).
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Apéndice 4 — Soluc¢bes de Uso no Laboratorio e Protocolos

Meio Base

Reagentes
= P4 de DMEM para 1L
= 2,59 de HEPES
= 3,79 de Bicarbonato de Sédio
= 1L de agua milique autoclavada

*k%k

Materiais
= Béquerde 2L
= 1 baldo volumétrico de 1L
= 1 peixinho
= 1 agitador magnético

1 filtro para 1L (500ml x 2)
1 bomba de vacuo
pHmetro

1 vidro de 500ml

*** todos os materiais devem estar estéreis

No laboratorio, colocar no béquer sob agitaggo o DMEM + HEPES + Bicarbonato com
aproximadamente 1000ml de agua milique. Medir e ajustar o pH (deve estar por volta de 7.2). Na
capela, completar para 1000ml com o baldo volumétrico e depois filtrar. Armazenar na geladeira,
identificando o nome da solugéo, a data, o pH e a que experimento pertence.

Solucdo Balanceada de Hank’s 1x

Reagentes
= 100ml de Solugao Balanceada de Hank’s 10x
= 900ml de agua milique autoclavada
= 3,79 de Bicarbonato de Sédio

Materiais ***

= Béquerde 2L = 1 filtro para 1L (500ml x 2)
= 1 baldo volumétrico de 1L = 1 bomba de vacuo

= 1 peixinho = pHmetro

= 1 agitador magnético = 1 vidro de 500mi

*** todos os materiais devem estar estéreis

No laboratério, colocar no béquer sob agitacdo o Hank’s 10x + Bicarbonato com
aproximadamente 900ml de agua milique. Medir e ajustar o pH (deve estar por volta de 7.2).
Na capela, completar para 1000ml com o baldo volumétrico e depois filtrar. Armazenar na
geladeira, identificando o nome da solucdo, a data, o pH e a que experimento pertence.

Tripsina

Utilizar 1ml de Tripsina (aliquota congelada)
com 19ml da solugcao preparada de Hank’s 1x.
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Meio de Cultivo Suplementado
Reagentes
= Meio de Cultivo Base

= Penicilina/Estreptomicina (100.000Ul/ml e 10.000mg/ml)
= Gentamicina (80mg)
= Soro Fetal Bovino

Materiais ***
» Pipetas de 25ml|
= Micropipetas de 1000uL
= 1 vidro estéril de acordo com o volume do meio a ser feito

*** todos os materiais devem estar estéreis

Na capela, misturar os reagentes conforme as proporgdes do quadro abaixo.

Mei Penicilina/ - Soro Fetal
eio Base E . . Gentamicina -
streptomicina Bovino

50ml 44,5 mi 0,5ml 56,2 uL 5ml

S © | 100ml 89 mi ml 1124 uL 10ml

GE) i | 200ml 178 ml 2ml 224 ,8uL 20ml

b= % 300ml 267 ml 3ml 337,2 uL 30ml

S = | 400ml 356 ml 4ml 449,6 pL 40ml
500ml 445 ml 5ml 562,0 uL 50ml

Observacao: este meio também é usado para o transporte dos dentes.
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Solucdes Estoque para Meios de Diferenciacao
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Tampao Colagenase — Parte 1
Parte 1

SOLUGAO MAE DILUICAO P/ 100ml

m
MATERIAL [ PM (1M) Aper e sl

para 100m|
HEPES 25mmol/L | 260,3g 26g - 100mL 2,5mL - Sol. Mée
Fosfato de sédio mono-bésico (NaH,PO,) | 10mmol/L | 137,99 13,79¢100mL ImL - Sol. Mae
Cloreto de sédio (NaCl) 100mmol/L | 58,44¢ 5,84g100 mL 10mL - Sol, Mée
Fosfato de potdssio (KH,PO,) Immol/l | 136,09 13,6100 mL 0,3mL- Sol. Mae
Cloreio de dilcio (CaCl,), Immol/L | 147,02g 14,7g100 mL 0.1mL - Sol. Mae
Cloreto de potdssio (KCI) 24mmol/L | 74,56 7.45g100 mL 24mL- Sol. Mde
Manitol 12 mmol/L | 182,17g 18,21g100mL 1,2mL- Sol. Mae
[ 1 = Concentragio

PM = Peso Molecular

Fazer a dilvigdo em qsp 90 mL com dgua milique.
Todas as selugdes foram autaclavadas (Solugdes mée e Solugdo Intermediaria).
Aa fim, acrescentar para o uso a 11,25 de gentamicina (80mg).

Identificare armazenar na geladeira.

Tampao Colagenase — Parte2
Parte 2
= QUANTIDADE
MATERIAL CONCENTRACAO para 10ml
Glicose 0,5% (peso/volume) | 0,05g
Albumina de soro bovino 0.2% (peso/volume) | 0,02g ou 400)L
Colagenase bacteriana 0.2% (peso/volume) | 0,02g

Completar com dgua milique autoclavada gsp Iml.

Completar com 9mil da solucio intermediéria.

Filtrar com milipore adaptado

Fazer alfquotas de 1ml.

a uma seringa.

|dentificar e armazenar no freezer (- 20 %C).
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Isolamento do Tecido Pulpar e Digestao

Material

1 descarte bioldgico

1 falcon de 15ml

1 placa de 12 pocgos

Lamina de bisturi numero 11

1 laje de vidro

1 colher de dentina pequena (17 ou menor)
1 condensador bidigital

Gaze estéril

1 eppendorf de tampao colagenase
Micropipeta de 1000uL e tips respectivos

Pipeta de Pauster

Meio de Cultura Suplementado pronto (temperatura ambiente)

*** retirar do congelador cerca de 10 minutos antes e deixar em temperatura
ambiente (ndo em banho-maria)

*k%*

| NA CAPELA |

Transferir a colagenase do eppendorf para o falcon de 15ml (caso néo tenha
microcentrifuga para eppendorf).

Retirar o dente do meio de transporte e remover o tecido pulpar com o auxilio
dos instrumentos odontologicos. Cuidar para ficar apenas tecido pulpar, sem
lascas de dentina. Deixar o tecido na laje de vidro.

Cortar o tecido pulpar em varios fragmentos com a lamina 11.

Colocar os fragmentos no tampao colagenase.

Limpar a capela e ligar a
UV da capela e da sala para a proxima etapa.
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NO LABORATORIO

. Colocar o falcon no banho-maria por 1hora em 37°C.

. Ligar a centrifuga ajustando a temperatura para 4°C e o tempo para 1 hora. A
centrifuga ird demorar todo esse tempo para atingir os 4°C.

. Terminado o tempo do banho-maria, estando adequada a temperatura da
centrifuga, colocar o falcon na centrifuga por 10 minutos em 800g, para
formar pellet.

NA CAPELA

. Retirar o sobrenadante e manter o pellet. Cuidado!!!
. Acrescentar 1ml do Meio de Cultivo Suplementado ao pellet e ressuspender
até que o pellet esteja completamente dissolvido (ou 0 maximo possivel).

Precisa-se acrescente mais 1 ml.

. Transfira o Meio + Células do pellet para a placa de 12 pogos e acrescente
Meio até atingir o volume total final de 2,5ml.
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COMBINACOES DE ANTICORPOS USADOS PARA A ANALISE
POR CITOMETRIA DE FLUXO

CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

TUBOS | Amostra FITC PE 7AAD
01 Células
02 Células CD44
03 Células CcD29
04 Células 7AAD
05 Células Controle Ig6 | Controle IgG 7AAD
06 Células CD44 CcD29 7AAD
07 Células CD45 CcD29 7AAD
08 Células CD90 CcD29 7AAD
09 Células Mel CAM CD34 7AAD
10 Células STRO-1 CD117 7AAD
11 Células HLA-DR CD133 7AAD
12 Células CD44 CD184 7AAD
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PROTOCOLO DE CITOMETRIA DE FLUXO PARA
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Materiais e Reagentes

» Pellet de Células (10° - 10°) * Tubos para citometria
= PBS * Falcon de 15mL

= Anticorpos = Pipetas

= 7AAD * Micropipetas

» Estante »= Descarte

*x%x

*kx

*xx

* kX

o pellet de células serd transportado com 5mL de meio de cultura.

ndo esquecer-se do quadro de citometria com a relagdo dos anticorpos

ndmero de células por tubo: ~100.000 (se houver, mas pode ser menos)
ndmero de células para adquirir: ideal que o minimo seja 10.000 eventos

Solucées
a) 7AAD
Solugdo Mde Solugdo de Uso [10x] Solugdo Final
1mg/1000uL 100g/1000pL 1pg/1000pL
SOLUCAO DE USO
TUBOS Solugdo Mde PBS
10 5l 495 (L
20 10 4L 990 uL
30 15 4L 1485 1L
40 20 L 1980 1L
Solugdo de Células Solugdo de Uso do 7AAD
450 L 50 uL

*** 7AAD serd 10% do volume final da solugdo de células + 7AAD
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Células e Anticorpos

o0 sw

7.
8.
9.

10.

11

13.

14.

. Ressuspender as células no meio de cultura
. Remover o volume de meio com a [ ] desejada de células/pL

Obs: o volume deve conter:

(Ndmero de células desejado para cada tubo)
X
(o nimero de tubos + 2)

Colocar este volume em um falcon de 15mL

Completar com PBS gsp 13mL

Centrifugar por 10" a 1500rpm (centrifuga do GHC)

Remover o volume de PBS suficiente para manter o volume com a [ ]
desejada de células/(L.
Obs: igual ao volume obtido no cdlculo do item 2

Colocar 100uL do volume de células em cada tubo

Acrescentar os anticorpos, sendo 54L de cada por tubo

Incubar por 30’ a 4°C no escuro

Acrescentar 1000l de PBS nos tubos

. Centrifugar por 10' a 1500rpm (centrifuga do GHC)
12.

Remover 650uL do PBS (cuidando para ndo tocar no fundo do
tubo, onde estard o pellet de células). Assim, no tubo restard

450puL da Solucdo de Células (células marcadas com anticorpo +
PBS)

Pelo menos 15 minutos antes da leitura, acrescentar 50ulL da
Solucdo de Uso de 7AAD

Sempre passar o tubo no vértex antes da leitura no Citometro
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i PROTOCOLO DE EXTRACAO DE RNA ﬂ

Materiais

» Luvas » Estante

* Micropipetas » Descarte

= Tips = Eppendorfs
Reagentes

= Trizol = Alcool Etilico 75%

= Cloroférmio = Agua tratada (DEPC)

= Alcool Isopropilico

*** Usar sempre luvas, até para pegar os reagentes da geladeira;
*** Desligar o ar condicionado, para ndo levantar poeira;

*** Limpar a bancada com dlcool 70°C;

*** Fazer todos os passos a temperatura ambiente (15-30°C);
*** Preparar o banho seco a 65°C

*** Tempo de Experimento: 1h30min - 2h

n PROTOCOLO |

1. Adicionar 1,0mL de Trizol (que deve estar a temperatura ambiente) para

5.10° a 1.10” células (em pellet) em um ependorff de 1,5mL. Lisar as células
agitando no vortex. (partimos do pressuposto que temos essa quantidade de

células).

2.  Poderemos manter a -20C nesta etapa. Se for por um periodo longo, o ideal

¢ que se faga com a solugdo RNA Holder (Bioagency).
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3. Incubar por 7' minutos (deixar parado a temperatura ambiente).

4. Adicionar 200pL de cloroférmio (para pipetar é dificil porque ele tem

baixa tensdo superficial e escorre com muita facilidade). Evitar inalar.

5. Agitar vigorosamente com a mdo por 15" segundos (se formar uma espuma

ndo tem problema, pois estamos removendo as gorduras).

6. Incubar 2-3' minutos (deixar parado ha bancada por 2-3' a temp.
ambiente). Centrifugar a ndo mais de 12.000g (~12.000 rpm nha hossa centrifuga)

por 15’ minutos, 2-8°C.

7. Tranferir a fase aquosa (incolor), de 100 em 100uL (pode ser até menos
quando estiver chegando préximo da interfase) com o auxilio de pipetador, para
novo eppendorff (1,5mL), evitando tocar ou pertubar a interfase. Se por acaso
notar que se pipetou a "sujeira” de interfase, pode devolver e aproveitar sé o que

é incolor.

8.  Adicionar 500uL de dlcool isopropilico. Serve para remover os residuos de
cloroférmio. Vai ocorrer a precipitagdo do RNA. Tipo um novelo de |d branco (que

ndo se enxerga).

9. Incubar por 10' minutos (deixar parado na bancada a temperatura
ambiente) e centrifugar por ndo mais de 12.000g /10" minutos / 2-8°C (12.000
rpm na nossa centrifuga). CUIDAR a colocagdo do eppendorff na centrifuga.
Colocd-lo com a alga para fora de tal forma que o pellet, se forme na parede

oposta da alga, na porgdo inferior.
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10. Desprezar o sobrenadante, cuidando a localizagdo do pellet (que as vezes

se enxerga e outras ndo). E sé virar de cabega para baixo, ha pia, s6 uma vez.

11.  Adicionar 1,0mL de dlcool etilico 75%, para remover os residuos de sal
(CONGELAR AQUI, SEGUNDO O ANDRES E MELHOR a -20°C). Vortexizar e
centrifugar a 7500g (10.000 rpm na nossa centrifuga)/ 5’ minutos/ 2-8°C.

12.  Remover o sobrenadante, cuidando a orientagdo do pellet. Deixar o
eppendorff de cabeca para baixo sobre um papel filtro estéril ou papel toalha
para secar ao ar por 10’ minutos (pode ser na capela se ndo tiver sendo utilizada).
Obs. Depois de seco ndo enxergdvamos mais o pellet. Dissolver em dgua tratada
DEPC (20uL) dando petelecos no tubo e incubar 10" minutos a 65°C (banho seco) e
colocar imediatamente em gelo e apds armazenar a -20°C freezer o que dura
poucas semanas ou a -80°C que é mais indicado, mas mesmo assim se perde
material. S6 fazer esta etapa quando for continuar o trabalho em poucos dias
porque o RNA se degrada em pouco tempo. O aquecimento serve para inativar
qualquer enzima e o RNA aquecido se lienizard (fita simples). Se o pellet for

pequeno s6 se coloca 10uL de dgua DEPC.
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[ TESE DE cDNA superscript ITI (Invitrogen) '

1. Selecionar o programa no termociclador o programa cDNA e colocar as

temperaturas descritas conforme o fabricante. No caso do SuperScript III

seria:
Ciclo 1 65°C 5 minutos
Ciclo 2 50°C 50 minutos
Ciclo 3 85°C 5 minutos

2. Misturar brevemente na centrifuga os componentes antes usados.

3. Combind-los:

a) 2ug de RNA total n uL
b) OligodT 1l
¢) Tampdo de anelamento 1L

d) Agua livre de RNase/DNase q.s.p 8uL

Incubar no ciclo 1

Acabado o ciclo 1, colocar imediatamente no gelo por nho minimo 1 minuto
Colocar 10pL do Tampdo do "Reaction Mix" e 2yl da "Enzyme Mix"
Passe no vértex brevemente e centrifugue de igual maneira

Incubar no ciclo 2

v o N o O B

Incubar no ciclo 3

10. Estocar a -20°C ou prossiga diretamente para o PCR.
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_ PROTOCOLO PARA PCR do OCT4 l

Trabalhar com o ar condicionado desligado;

Até para pegar os reagentes, colocar as luvas;

Dar um speen em todos os reagentes antes de usd-los;

Usar sempre uma ponteira para cada reagente.

Colocar o nlimero nos eppendorffs: 1 é o teste e normalmente o 2 é o controle
negativo

O w N

6. Pipetar primeiro a dgua para se ter um volume maior e facilitar a colocagdo dos
demais reagentes, de forma que eles ndo se perdam na parede do eppendorff
(pequeninho de 500uL)

7.
Reagentes Teste Controle negativo
H.O 17,3ulL 18,3uL
Primer 1 1ul 1uL
Primer 2 1ul Tul
dNTP 10mol/uL Tul 1ul
Tampdo 10X 2,5uL 2,5uL
MgCl, 50mM Tul 1l
cDNA (tirar do freezer bem na hora de 1
usar) E o pentltimo a ser pipetado nl -
Taq BU/pL (pipetar por dltimo) 0,2ul 0,2ul
Total 25ulL 25ulL
8. Apos a pipetagem dos reagentes, dar um speen.
Temperatura Tempo Ciclos

Desnaturagdo Inicial 94°C 3minutos -

94°C 45 segundos

62°C 45 segundos 40 ciclos

72°C 45 segundos
Extensdo Final 72°C 3 minutos -

9. Correr o gel com os produtos finais do PCR
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GEL DE AGAROSE

Materiais
= Balanga = Erlemeyer
» Colher * Proveta
» Rolopack * Microondas
= Caixinha molde para o gel = Fita crepe

» Pentes para a caixinha (pogos)

Reagentes

= Agarose Bioagency (fampa e rétulo amarelo)
= TBE 0,5x
* Brometo de Etidio (frasco com aluminio)

Protocolo - Gel a 1,5%

Vedar a caixinha molde nas laterais

Testar o pente, para ver se ndo encosta no fundo

10.
11.
12.

Pesar 0,37g de agarose no erlemeyer

Medir 25mL de TBE 0,5x na proveta

Obs: para gel maior, deve ser 35mL e 0,52g de agarose

Misturar 1 e 2

Tampar com rolopack, fazendo furinhos e levar para o microondas

Deixar 30 segundos no microondas. Deve deixar até ferver.

Obs: quando fizemos, foram deixados 45 segundos no total

Obs': se geleificar, colocar no microondas novamente

Apds sair no microondas adicionar 10uL de Brometo de Etidio (1ug/mL) no
erlemeyer

Agitar pouco, para ndo dar bolhas

Dispender na caixinha molde

Colocar o pente

Esperar cerca de 20 a 30 minutos para geleificar

84



Materiais

Eletroforese

* Gel de agarose

= Fonte

Reagentes

= DNA/RNA amplificado (Saiu do termociclador)
» Xileno de Cianol (migra mais lento)

N o O M w0 N

Protocolo Eletroforese

Pdlo vermelho = POSITIVO
Pélo preto = NEGATIVO
Coloco o gel no pdlo negativo, pois 0 DNA é negativo

Pipetar no pogo 20.L do que saiu do termociclador

Acrescento 2,5 (L de Xileno Cianol (o total no pogo e de 25 (L)
Deixar o gel coberto de tfampdo

Ligar no botdo vermelho e ajustar a voltagem em 100volts

Obs: se precisar sair, deixar < 100volts

Ao desligar: primeiro desliga a voltagem e depois desliga o botdo vermelho
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