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Resumo

RESUMO

Células-tronco adultas representam uma nova abordagem em terapia
regenerativa. Recentes pesquisas revelaram gue o tecido pulpar de dentes humanos
permanentes e deciduos contém células-tronco com grande potencial proliferativo,
apresentam capacidade de auto-renovacéo e de diferenciacdo em diversas linhagens
celulares in vitro. O objetivo deste projeto foi comparar o perfil morfolégico e
proliferativo dos tipos celulares cultivados e caracterizar as células-tronco pulpares
humanas de dentes permanentes (CPdp) e deciduos (CPdd) em relacéo a dois métodos
de isolamento. Terceiros molares impactados e dentes deciduos recém-esfoliados
foram coletados, limpos e seccionados no limite da juncéo cemento-esmalte. Os
tecidos pul pares foram cuidadosamente removidos e cultivados, utilizando os métodos
de isolamento por digestéo enzimatica com solugdo de 3mg/mL de colagenasetipo | e
Amg/mL de dispase e pela cultura direta do fragmento do tecido pulpar. Realizamos
anadlises morfoldgicas e do potencial proliferativo. Para a caracterizacdo do perfil
imunofenotipo foram utilizados anticorpos monoclonais anti: CD117, CD34, CD45
RA e a avaliagdo em citometria de fluxo. Nossos resultados indicaram grande
potencial proliferativo in vitro de CPdp e CPdd, principal mente para CPdd. Os tipos
celulares apresentaram imunofendtipo compativel para células-tronco, sendo
expressivamente positivos para CD117, independente do método de isolamento.
Houve diferenca na expresséo do CD34 entre os grupos celulares. A analise fenotipica
final demonstrou as CPdp como CD117", CD34 e CD45, e as CPdd como CD117",
CD34" eCD45.

Unitermos: células-tronco, odontoblastos, antigenos de superficie
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Abstract

ABSTRACT

Adult Stem cells represents a new approach in regenerative therapies.
Recents researches have shown that postnatal and deciduous dental pulp contains stem
cells with high proliferation capacity, ability to self-renew and to differentiate into
multiple cell lineages. The aim of this study was to compare the morphological and
proliferative profiles of the cells types in dental pulp of permanents and deciduous
teeth, and to characterize the progeny by two isolation methods in vitro. Normal
human impacted third molars and exfoliated deciduous teeth were collected, cleaned
and cut around the cementum-enamel junction. The pulp tissue was gently separated
from de crown and root. Pulp cell cultures were established via two approaches by
enzyme digestion in a solution of 3mg/mL collagenase type | and 4mg/mL dispase
and by culture of the explants into a tissue culture dishes. We performed
morphological, proliferative analyses and immunophenotype studies to characterize
the progeny using a cytometer for monoclonal antibodies: CD117, CD34, CD45 RA.
Our findings indicated high proliferative rates for permanents and deciduous teeth,
mainly for deciduous teeth. The cells population showed phenotypes compatibles for
stem cells, with remarkable positive expression of the marker CD117, irrespective of
the isolation method. We identified significant difference for the expression of CD34
among the cells groups. The immunophenotype profiles were CD117°, CD34 and
CD45 for cells from permanents teeth, and CD117", CD34" and CD45 for cells from
deciduous teeth.

Keywords: stem cells, odontoblasts, surface’s antigens.
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1. Introducdo



Introducéo

Terapias voltadas a substituicdo e engenharia de tecidos, fundamentadas nos
conceitos da biologia de células-tronco, tém emergido como estratégias de grande potencial

na medicina e na odontologia regenerativa atual.

Diversas pesquisas investigaram o uso do tecido pulpar de dentes humanos como
fonte de células-tronco multipotentes, descritas como capazes de se auto-renovar e de se
diferenciar em tipos celulares diversos. Estas célulastronco apresentam eficiéncia
clonogénica quando orientadas e estimuladas com fatores de diferenciacdo, tanto para
formacao de tecidos relacionados com as estruturas dentarias, como para outras estratégias e
terapias em engenharia de tecidos (Gronthos et al., 2000 - 2002; Shi et al., 2001; Batouli et al.
2003, Miura et al.,2003; Seo et a., 2004; Bowen et a., 2006; kerkis et a., 2006).

Durante o desenvolvimento dentario, interacdes entre células do epitélio bucal e
do ectomesénquima ocorrem para a promocao da morfogénese dentaria, resultando em uma
populacdo bastante heterogénea de células, derivadas da crista neural e do mesoderma

paraxial na polpaembrionéria. (Stanislawski et al., 1997; Katchburian e Arana, 2004).

Desta interagdo resulta uma camada externa de esmalte formada pela atividade
dos ameloblastos derivados do epitélio ora e uma camada interna de dentina primaria

sintetizada pel os odontobl astos, derivados da papila dental.

Na polpa dental adulta, uma mistura de células é identificada como: células
semelhantes a fibroblastos (também chamadas de pulpoblastos), células implicadas na
resposta imune (linfdcitos, macréfagos, células dentriticas), células neurais, células
vasculares e perivasculares (pericitos), e células mesenquimais indiferenciadas. Algumas
destas células mantém a capacidade de se diferenciar e participar do processo de reparacéo

das estruturas dentais.

A composicdo estrutural complexa do dente promove dureza e durabilidade, mas
€ vulneravel a traumas mecanicos, quimicos, defeitos congénitos, cancer e infeccoes
bacterianas (Shi et a.,2005).

Tem-se especulado que células pos-mitdticas séo deslocadas e estimuladas a se
diferenciar em células semelhantes a odontoblastos a partir da por¢éo central da polpa, na
zonarica em células, da camada sub-odontoblastica de Hohl e perto da periferia deste tecido
(Stanislawski et al., 1997; Seo et al., 2004; Kikuchi et al, 2004; Chen et a., 2006). Shi e
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Gronthos (2003) demonstraram que estas células residem na microvasculatura ou regido

perivascular dentro do seu tecido de origem.

Apbs o desenvolvimento completo do dente, em casos de quebra da integridade
dentinaria que levem a desintegracdo da camada odontoblastica, células precursoras de
odontoblastos sdo recrutadas de algum sitio da polpa dentéria, e se diferenciam em
odontoblastos que sintetizam dentina reparadora (terciaria), como uma barreira para protecéo
do tecido pulpar. (Tziafas et a., 2000; Shi e Gronthos, 2003). Esta estimulagdo se deve ao
efeito de varias moléculas de sinadizacdo liberadas da dentina durante o processo de
desmineralizacéo (TGF-Bs, BMPs) (About e Mitsiadis, 2001).

Do mesmo modo, 0 processo de regeneracdo periodontal € viabilizado com a
mobilizagdo de populagdo de células indiferenciadas formadoras de ligamento periodontal, de
cemento radicular e 0sso alveolar (Seo et al, 2004).

Estas células, envolvidas nos processos de reparacdo da dentina (dentinogénese
terciaria) e do ligamento periodontal, tém sido relatadas como células-tronco de origem
somatica e mesenquimal, com grande potencialidade de uso terapéutico para as novas

abordagens de atuacdo regenerativa em odontologia.

Cédulas-tronco sdo geralmente definidas como células indiferenciadas, que tém
capacidade Unica de auto-renovacdo e de diferenciacdo em tipos celulares especializados
(multilinhagem), durante o processo de ontogénese (células-tronco embrionérias) e por toda a
vida do organismo (células-tronco adultas ou sométicas) (Peres e Curi, 2005; Zago e Covas,
2006; Novakovic e Freshney, 2006; Freshney et al., 2007). Originam células progenitoras
capazes de regenerar um tecido apOs uma lesdo e que tém capacidade de modular estas
atribuicoes (Peres e Curi, 2005).

Células-tronco tém sido identificadas na polpa de dentes humanos permanentes
(postnatal human dental pulp stem cells, DPSCs); de deciduos recém-esfoliados (stem cells
from human exfoliated deciduous teeth, SHED) (Gronthos et al., 2000; Miura et a., 2003),
como também no ligamento periodontal (human periodontal ligament stem cells, PDL SCs)
(Seo et al., 2004, Kramer et al., 2004).

DPSCs séo capazes in vitro e em transplantes in vivo de formar dentina ectopica,
impressionando pela habilidade de gerar um complexo dentino-pulpar, composto por matriz

mineralizada, com tubulos dentindrios alinhados e preenchidos por prolongamentos de
3
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odontoblastos, contendo tecido pulpar vascularizado, em arranjo similar encontrado nas
estruturas dentarias humanas naturais (Gronthos et a., 2000; Miuraet a., 2003).

SHED foram identificadas como uma populac¢éo de células clonogénicas com alta
capacidade proliferativa, capazes de formar de 0sso e dentina, apresentando habilidade de
diferenciacéo em variedades celulares incluindo células neurais, adipocitos e odontoblastos,
mas ndo chegaram a recongtituir o complexo dentino-pulpar, como as DPSCs, sendo

sugeridas como mais imaturas (Miura et a., 2003).

A outra fonte de célulastronco sométicas, dentro das especiaidades
odontolégicas, identificada no ligamento periodontal de dentes humanos, quando
estimuladas, desenvolveram estruturas tipo cemento radicular e fibras do ligamento
periodontal, inclusive utilizando células criopreservadas consideradas viavels, in vitro e in
vivo (Seo et al., 2005).

Células oriundas da polpa dental tém sido isoladas tanto pelo método de digestéo
enzimatica (Mooney et a., 1996; About et al., 2000, Gronthos et al. 2000-2002; Shi et d.,
2001-2003; Miura et al., 2003; Batouli et al., 2003; Huang et al., 2006; Y amada et al., 2006,
Gagari et a., 2006; Laino et a., 2005-2006; Pappacio et al., 2006; Wei et al., 2007) como
pelo método de cultura do fragmento de tecido, sendo designanda a migracéo celular por
outgrowth (Kamata et al., 2004; Saito et al., 2004; Pierdomenico et al., 2005; Liu et al., 2005;
Kerkis et al., 2006; Otaki et al., 2007; Stanislawski et al., 2007).

No entanto, poucos estudos tém avaliado se existe diferenca imunofenotipica,
morfolégica e de proliferacéo entre os métodos de isolamento em relagdo aos grupos
celulares de células pul pares de dentes permanentes (CPdp) e deciduos (CPdd).

Nos levantamentos bibliograficos realizados, foi identificado apenas um estudo
comparando a caracterizacao das células-tronco pul pares humanas de dentes permanentes em
relacdo aos dois métodos de isolamento (Huang et al., 2006a).

Portanto, mais pesquisas devem ser dirigidas a este grupo de células-tronco
mesenquimais (CTM) de origem dentéria, a fim de verificar o perfil imunofenotipico e se

diferentes métodos de isolamento ddo origem a popul agdes celulares distintas.

Com base nestas constatacOes, 0 presente estudo teve por objetivo isolar e

caracterizar in vitro células-tronco obtidas da polpa dental de dentes humanos deciduos
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(CPdd) e permanentes (CPdp). Foram analisados comparativamente os perfis morfol 6gicos,
imunofenotipicos e proliferativos dos tipos celulares em relagdo aos métodos de isolamento

por digestdo enzimética e pela cultura do fragmento do tecido pulpar.
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Objetivos

2.1 - Objetivo Geral

Caracterizar células-tronco de polpa dental de dentes humanos deciduos e

permanentes obtida através de dois métodos de isolamento.

2.2 - Objetivos Especificos

Estabelecer uma cultura priméaria dos tipos celulares do tecido pulpar de dentes
humanos permantes (CPdp) e deciduos (CPdp) através dos métodos de isolamento por
digestdo enzimatica pela acéo das enzimas colagenase tipo | e dispase (C/D) e por migracéo

celular (outgrowth) diretamente do fragmento do tecido pulpar (OG).

Avaliar os aspectos morfoldgicos dos tipos celulares cultivados em microscopia

Optica de luz para os dois métodos de isolamento.

Comparar as performances de crescimento e proliferacdo dos dois grupos

celulares em relagdo aos métodos de i solamento.

Caracterizar o perfil imunofenétipo de CPdp e CPdd in vitro, identificando as
populacBes de células-tronco dos tipos celulares, para cada método de isolamento, em
citometro de fluxo.
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3.1 - Células-tronco

Terapias voltadas para a bioengenharia através da utilizacgo de células-tronco tém
despertado grande interesse da comunidade cientifica para o desenvolvimento de tratamentos
regenerativos em tecidos e 0rgaos.

Nos organismos pluricelulares, vérios tecidos apresentam capacidade de
renovacdo fisioldgica e, em alguns tecidos como pele e sangue, esta capacidade acompanha
toda a vida do individuo. A renovagcdo celular pressupbe a ocorréncia de eventos de
proliferacdo e diferenciacdo celular para a manutencdo do nimero de células, a matriz
extracelular, a arquitetura e funcdo dos Orgdos. Estes processos de proliferacéo e
diferenciac@o dependem da existéncia de células que tenham capacidade de auto-renovacéo e
de diferenciacdo, sendo denominadas de células pluripotentes, multipotentes, células de

reserva e células-tronco (Peres e Curi, 2005; Zago e Covas, 2006).

Cédulas-tronco sdo descritas como células indiferenciadas, com alta capacidade de
proliferacéo, com habilidade de se auto-renovarem, originam células progenitoras, sdo
capazes de regenerar um tecido apos um trauma ou lesdo, e sdo capacitadas para modular as
funcdes celulares envolvidas nestes processos (Gronthos et a., 2002; Peres e Curi, 2005;
Zago e Covas, 2006).

Cédulas-tronco praticamente ndo expressam ou expressam poucos marcadores
especificos, por isso sdo téo dificeis de serem caracterizadas. Outro aspecto importante das
células-tronco € a capacidade de manutencéo da celularidade do tecido e originar diferentes
linhagens através da diferenciagdo. A proliferacdo celular € um processo ciclico que resulta
na duplicacdo do DNA pela ativagcdo génica e de outras moléculas de ativagdo, que servem
como indicadores da divisdo celular. A diferenciacdo € um processo ndo ciclico, também por
ativagdo génica, resultando no aparecimento de marcadores de diferenciacdo. Tanto os
mecanismos de auto-regeneracdo e de diferenciacdo ainda ndo sdo totalmente conhecidos
(Peres e Curi, 2005; Zago e Covas, 2006).

As primeiras pesquisas com célulastronco embrion&rias humanas foram
publicadas pelo bidlogo James A. Thompson, da Unversidade de Wisconsin/EUA, e no
mesmo ano, pelo embriologista John D. Gearhart, da Universidade Johns Hokins. Os

pesquisadores realizaram estudos com células-tronco de embrides humanos obtidos de casais
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doadores em tratamento de reproducéo assistida e isolando células embrionérias germinativas
humanas (Thomson et al., 1998; Shamblott et al., 1998).

Estes autores definiram as células-tronco como células indiferenciadas, que tém
capacidade unica de auto-renovacdo e de diferenciacdo em tipos celulares especializados
(multilinhagem), durante o processo de ontogénese (células-tronco embrionérias) e por toda a
vida do organismo (células-tronco adultas ou sométicas) (Thomson et al., 1998; Shamblott et
al., 1998; Gronthos et al., 2000; Goldberg, 2004; Murray et a., 2007).

Cédulas-tronco embriondrias (do inglés. Embryonic Sem Cell - ESC) sdo
encontradas na fase embrionaria, na massa celular interna do blastocito, nas células germinais
embrionarias (derivadas da prega genital do feto de 5 a 10 semanas). Também sdo
consideradas células-tronco as células obtidas por transferéncia de nicleo somético em
adultos. Apresentam a habilidade de dar origem aos mais de 250 tipos celulares diferentes de
tecido do adulto, ou sgja, se diferenciam em todas as células dos tecidos do organismo (Zago
e Covas, 2006).

Porém, as pesquisas com células-tronco embrionarias tém gerado conflitos de
ordem politica, moral e religiosa, 0 que vem restringindo os avangos de estudos com esta
fonte primaria de células totipotentes e pluripotentes. Estas células apresentam como
desvantagens, além da questdo ética (pela falta de consenso sobre a origem da vida e a
moralidade do seu uso), a dificuldade de controlar o potencial proliferativo e de
diferenciacdo, podendo resultar em formagOes tumorais justamente por descontrole destas
propriendades (Thonson et al., 1998; Shamblott et al., 1998; Gronthos et al., 2000; Goldberg,
2004; Murray et al., 2007).
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Figure 1.1. Differenfiation of Human Tesuess.

Figura 1: Diferenciacéo dostecidos humanos. Fonte:
www.br own.edu/cour ses/BI O032/adltstem/bi-pictur e.gif

Células-tronco adultas ou sométicas (Adult Stem Cells - ASCs) sdo células
indiferenciadas, encontradas em tecidos especializados como nos tecidos. hematopoiético,
tecido neural, pele, reting, foliculo piloso, figado, medula dssea, e muito recentemente vém
sendo pesquisadas no tecido de polpa dental de animais e de humanos, com evidéncia de se
reprogramarem geneticamente (Harada et al., 1999; Gronthos et al., 2000; Bianco et al.,
2001). ASCs séo classificadas como células-tronco multipotentes, por poderem se diferenciar
em diversas linhagens celulares, e apresentam mais vantagens no controle dos processos de
diferenciacdo e proliferagdo in vitro. N& apresentam os conflitos de natureza ética

enfrentados pelas células-tronco embrionérias (figura 1).

Devido a estas caracteristicas, as células-tronco adultas tém sido amplamente

pesquisadas e de grande interesse para a medicina e a engenharia tecidual, com aplicagdes
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terapéuticas no combate a doencas cronicas, como: doencas cardiovasculares, neuro-
degenerativas, diabetes tipo |, acidentes vascular-cerebrais, doengas hematol 6gicas, enfisema
pulmonar, trauma de medula espinhal, infartos, imunodeficiéncias e em determinados tipos
de cancer (Murray et al., 2007).

Em geral, as células-tronco sdo classificadas como:

1. Totipotentes. com potencial de originar todas as células que
compdem os tecidos do organismo adulto, e podem se proliferar in vitro
indefinidamente sem se diferenciar, ou sga, se diferenciam em todos os tipos
celulares do embrido, placenta e anexos embrion&rios. Sdo origindrias do
embrido com 16 a 32 células, aproximadamente com 3 a4 dias,

2. Pluripotentes. déo origem atodos os tipos celulares do embri&o,
exceto a placenta e anexos embrion&rios, e sdo encontradas no embrido com

32 a64 células, namassa interna do blastocito.

3. Multipotentes: podem produzir células de varias linhagens. Séo

as células-tronco somaticas ou do organismo adulto;
4. Oligopotentes. podem produzir células de uma Unica linhagem;
5. Unipotentes. produzem somente um unico tipo celular maduro.

No final da cadeia de diferenciacéo se encontram as células com diferenciacéo

terminal (figura 2), comprometidas com funcéo especifica (Murray et al, 2002-2007).

hematopaiéiica
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Figura 2: Diferenciacdo terminal das células-tronco.
Fonte: www.br asilescola.com/biologia/image018.j pg/celula-mae2.htm
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Das habilidades funcionais das células-tronco, a auto-renovacao e capacidade de
modulacdo sdo as mais fundamentais e tipicas. Uma célula-tronco € capaz de se diferenciar
no minimo em dois tipos celulares distintos. Estas duas propriedades devem ser satisfeitas
para que uma célula sgja definida como célula-tronco (Alhadlag e Mao, 2004). A capacidade
de auto-renovacéo tecidual é compreendida como uma divisdo assimétrica especializada,
formando uma célula-filha que se mantém no sistema ao longo da vida do individuo, e outra
célula-filha idéntica que se mantém indiferenciada entrando na cascata de diferenciacéo,
sofrendo dicotomias até formar células especializadas. Estas células apresentam baixa taxa de
proliferacdo e grande capacidade de auto-renovagdo (Mao et al., 2006; Zago e Covas, 2006).

Células oriundas de uma linhagem imortalizada podem se replicar em varias
geracbes, mas geradmente sd0 incapazes de se diferenciarem em multilinhagens.
Multilinhagem se refere a capacidade de uma populagdo de céulastronco em se
diferenciarem no minimo em dois tipos celulares diferentes. Por exemplo, uma populacéo
simples de células-tronco mesenquimais pode se diferenciar em osteoblastos e condrocitos,
mas 0s pré-osteoblastos ndo podem se diferenciar em outras células de linhagem
mesenquimal (Papaccio et al., 2006; Mao et al., 2006). Entdo, pré-osteoblastos ndo sdo
considerados células-tronco, e sim células progenitoras, ou células-tronco tecido-especificas
(Zago e Covas, 2006). Células progenitoras sdo definidas como aquelas em estagio de
diferenciacdo entre célulastronco e células especidlizadas (em estagio termina de
diferenciacéo) (Alhadlag e Mao, 2004).

Estas células imediatamente derivadas das cél ulas-tronco denominadas de células
progenitoras intermediérias, que ndo tém capacidade de auto-renovagdo, apresentam grande
potencial de proliferacéo, participando dos processos de regeneracéo tecidual por derivarem
células especializadas (Mao et a., 2006).

A plasticidade € uma caracteristica das células-tronco sométicas de um tecido que
tém capacidade de originarem células diferenciadas de outros tecidos, por exemplo,
capacidade das células-tronco pulpares em originar as células adiposas. Esta habilidade é

descrita como a propriedade de transdiferenciacdo (Zago e Covas, 2006; Mariaet al., 2007).

Os estudos com ASCs, em particular com células-tronco mesenquimais (do
inglés. Mesenquimal Stem Cells - MSCs) ndo apresentam as restricOes éticas e polémicas
13
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dagueles gerados com ESCs, embora ndo apresentem o mesmo potencial de diferenciacéo
(ndo sdo totipotentes e pulripotentes), podem oferecer dificuldade de isolamento e cultivo in
vitro, e se apresentam em menor quantidade nos tecidos No entanto, oferecem maiores
vantagens, pois sdo igualmente histocompativeis, e oferecem possibilidade de controle dos

processos de proliferacéo de diferenciacéo (Gronthos et a., 2000-2002; Soares et al., 2007).

As fontes mais utilizadas de células-tronco adultas ou sométicas sdo as da medula
0ssea, do sangue de corddo umbilical e do tecido adiposo. As células-tronco oriundas da
medula Ossea originam trés sistemas. 1- células-tronco progenitoras endoteliais (utilizadas na
revascularizagdo de tecidos, terapia angiogénica e indiretamente reparam os tecidos |esados);
2- células-tronco hematopoiéticas (recuperam tipos celulares do sangue) e 3- céulas-tronco
mesenquimais - CTM (responsaveis pela diferenciacéo das células do musculo esquel ético)
(Thomson et al., 1998; Shamblott et al., 1998; Gronthos et al., 2000; Goldberg, 2004; Murray
et al., 2002-2007).

Dentre as populagdes distintas de células-tronco adultas (do inglés: post-natal
stem cells) na matriz da medula éssea, as células-tronco hematopoiéticas séo reconhecidas
desde os ultimos 40 anos, pela habilidade de reconstrucdo do sistema hematopoiético e sua
constante capacidade de auto-renovagdo, garantindo o suprimento sangliineo por toda a vida
do organismo. As células-tronco mesenquimais tém origem na camada mesodérmica do
embrido, estdo presentes em pequenas quantidades na medula dssea e em diversos tecidos do
organismo, e mantém capacidade de diferenciagcdo em multi-linhagens para células do 0sso,
cartilagem, tenddo, musculo e tecido adiposo (Maria et a., 2007). Varios estudos citam a
capacidade de se diferenciarem em hepatdcitos, células renais, cardiomiocitos, células
neurais, células endoteliais, células epiteliais, células enddcrinas pancredticas (Mao et al.,
2006; Mariaet a., 2007).

Portanto, de todas as formas de células-tronco adultas, as CTM sdo as que podem
ser derivadas de uma maior variedade de tecidos e que tém maior capacidade de

diferenciacéo (Zago e Covas, 2006).

O primeiro experimento que isolou CTM do estroma de medula Ossea foi
realizado em 1970 por Friedenstein, que as classificaram como células formadoras de
col6nias semelhantes a fibroblastos (UFC-F) (Mao et a., 2006). O método de isolamento se

14



Revisao da Literatura

deu pela aderéncia das células em placa de poliestireno, ficando as células hematopoi éticas

em suspensao.

Cédulas-tronco também podem ser classificadas de acordo com sua origem
(Murray et a., 2007):

1. Células-tronco autélogas. sdo oriundas do mesmo individuo em
guem serdo implantadas. Apresentam muito pouca ou nenhuma rejeicao, com
isolamento menos oneroso e sem implicagdes éticas ou legais. As fontes mais
utilizadas sdo: de medula Ossea, sangue periférico, gordura lipoaspirada,
ligamento periodontal, pele, cordd umbilical. Dentro da perspectiva em
medicina regenerativa, as linhagens mais valiosas de células-tronco séo as que
tém potencia de diferenciagdo neuronal, pois estas células também podem se
diferenciar in vitro em linhagens neurais, adipogénicas, condrogénicas,
miogénicas e osteogénica.

2. Células-tronco aogénicas: sdo oriundas de doadores da mesma
espécie. Como exemplo de doacdo alogénica inclui-se a doagcdo de sangue e de
ovulos para fertilizacdo in vitro. S0 geralmente estocadas em um banco de
células, mas eventualmente apresentam questionamentos éticos e problemas de

rejeicdo e transmissao de patdgenos.

3. Céulas-tronco xenogénicas: sdo isoladas de individuos de outra
espécie. Algumas células de origem animal tém sido usadas na construcéo de
implantes cardiovasculares. A grande desvantagem reside no fato de
provocarem altos indices de rejeicdo e transmissdo de patdgenos, embora ndo

enfretem questionamentos éticos severos.

Recentemente, a identificacdo de supostas populacBes de células-tronco de
origem dental, capazes de regenerarem estruturas dentarias e de originarem tipos celulares
diversos, tem estimulado grande interesse no potencial uso para terapias regenerativas no
tratamento de danos causados por traumas, cancer, carie e doenca periodontal. (Seo et
al.,2004; Gronthos et a., 2000 - 2002).
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3.2 - Células-tronco de polpa dental

Odontogénese: diferenciagdo celular e biologia pulpar

A maioriadas estruturas craniofaciais deriva das células de origem mesenquimal.
Durante o desenvolvimento facial, células mesenquimais de origem da crista neural, migram,
e interagem sinergicamente com células do mesoderma e ectoderma (ambas derivadas das
célulastronco embrionarias da massa interna do blastocito), para se diferenciarem e
participarem da morfogénese de estruturas craniofaciais, tais como: cartilagem, 0sso,
ligamentos, musculos, tendBes, periodonto e dente (exceto o esmalte dental de origem
ectodérmica). ApOs 0 nascimento, as células mesenquimais sdo definidas como células-tronco
mesenquimais, pois matém no organismo adulto a habilidade e plasticidade para participarem

do processo de regeneragdo tecidual (Mao et al., 2006).

Durante o desenvolvimento dentério, interacdes entre células do epitélio bucal e
do epitélio ectomesenquimal, ocorrem para a promogdo da morfogénese dentaria. Desta
interagéo, resulta uma camada externa de esmalte formada pela atividade dos ameloblastos
derivados do epitélio oral, e uma camada interna de dentina primaria sintetizada pelos
odontoblastos, derivados da papila dental (Gronthos et al., 200-2002).

O processo de desenvolvimento do dente, denominado odontogénese, € entdo,
iniciado como resultado da interacdo entre epitélio ora e 0 ectomesénquima subjacente,
originando a banda epitelial primaria e a seguir a lamina dentaria. Os germes dentarios
seguem um processo de crescimento em fases de bot&o, capuz, campanula, coroa e raiz. E na
fase de campanula que ocorrem 0s processos de morfogénese e a diferenciagdo das estruturas
dos tecidos que constituirdo o futuro dente (Katchburian e Arana, 2004).

A inducdo reciproca pela interacdo do epitélio interno do esmalte, de origem
ectodérmica, com as células da papila dental, de origem ectomesenquimal, resultam na
diferenciacéo de odontoblastos e ameloblastos. A diferenciagdo dos odontoblastos, de origem
ectomesenquimal, € induzida com a participacdo da lamina basal, pelas células do epitélio
interno do 6rgdo do esmalte, que apos inversdo de sua polaridade se transformam em pré-
ameloblastos (Katchburian e Arana, 2004).

Nesta fase a lamina basa desempenha importante papel na inducdo da

diferenciacéo dos odontoblastos. Esta estrutura é a interface entre o epitélio interno do 6rgéo
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de esmalte e 0 ectomesénquima da papila dentéria. E composta por proteinas e proteoglicanas
especificas como por exemplo: laminina, fibronectina, glicosaminoglicanas, colageno tipos I,
I-trimero , Il e IV, &cido hialurénico e condroitinas 4 e 6 fosfato. Assim, a diferenciacdo
final dos odontoblastos € controlada e mediada por um fluxo de informagdes moduladas por

uma rede de agentes bioquimicos (Katchburian e Arana, 2004).

A divisdo final na diferenciacdo das células pulpares em contato com a lamina
basal d& origem a duas populacdes celulares-filhas: odontoblastos e células da camada sub-
odontobléstica de Hohl. Odontoblastos produzem a maior parte dos componentes da matriz
extracelular da dentina e s0 0s responsaveis pela mineralizagdo dentinaria (Goldberg, 2004,
Mitsiadis e Rahiotis, 2004).

Os odontoblastos passam ent&o a secretar a primeira camada de matriz de dentina
- adentina do manto. A presenca desta matriz dentinaria, cujo constituinte mais abundante é
o colageno |, as interagdes entre células odontoblastos e pré-ameloblastos desencadeiam a
diferenciacéo final destes ultimos em ameloblastos, que passam a secretar a matriz organica

do esmalte, também protéica, mas ndo de natureza colagena (Goldberg et al., 2004).

Morfologicamente, odontoblastos sdo células colunares polarizadas, com nucleo
excéntrico, com prolongacdes citoplasmaticas denominadas de processos ou prolongamentos
odontobl&sticos, embutidas com vitalidade dentro de canaliculos dentindrios. Assim a polpa
se estende até a juncdo amelo-dentin&ria. A dentina € considerada um prolongamento da
polpa, e a polpa, por meio dos processos odontoblastos, € parte integrante da dentina
(Thesleff e Sharpe, 1997; Katchburian e Arana, 2004; Shi et a, 2005).

A papila dental, resultante da invaginagdo da lamina dentaria no tecido
conjuntivo, é constituida por uma concentragdo de células ectomesenquimais, diretamente
abaixo do 6rgdo do esmalte. Esta papila dara origem a dentina, pela atividade diferenciada
dos odontoblastos e a polpa dental, que € um tecido conjuntivo frouxo, composto por vasos,

nervos, células, fibras e substanciaintercelular (Katchburian e Arana, 2004).

As pesguisas envolvendo a caracterizagdo dos processos responsaveis pela
sindlizacdo da inducdo da diferenciacdo dos odontoblastos sdo fundamentais para a

compreensdo da dentinogénese fisol 6gica e da reparacéo tecidual .

A caracteristica mais conhecida da polpa dental € aformac&o da dentinaterciaria,

gue dependendo da intensidade da injUria, pode ser classificada em dentina reparativa e
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reacional. Dentina reacional geralmente é formada apds uma injaria leve ou moderada (lesdo
cariosa de progresséo lenta, preparo cavitario moderado, traumas sem exposi¢céo pulpar) onde
a camada odontoblastica € preservada. Dentina reparativa € formada apds uma injuria mais
severa (exposicéo pulpar por lesdo de carie ou trauma), onde ha necrose da camada
odontobléstica na regido afetada (Tziafas et a, 2000; Goldberg e Smith, 2004, Mitsiadis e
Rahiotis, 2004).

O elemento dent&rio é conectado a0 0sso aveolar circundante, por um extrato
fibrocelular, também de origem ectomesemqguimal, denominado de ligamento periodontal.
Feixes de fibras se infiltram na fina camada de cemento dentinario (fibras de Sharpey) e se
conectam ao 0sso alveolar (Shi et a., 2005).

Quando uma injuria traumética ou por lesdo de carie compromete o complexo
dentino-pulpar, células adjacentes a0 sito da lesdo iniciam o processo de dentinogénese
reparativa. No elemento dentario adulto, a atividade proliferativa e secretora dos

odontoblastos é limitada, mas pode ser reativada apos o estimulo (Tziafas et al.,2004).

Apesar do grande conhecimento relativo a odontogénese, a variedade de tipos
celulares associados com a estrutura dentaria, a histopatologia das doencas carie e
periodontal, pouco se sabe sobre as caracteristicas e propriedades das células sométicas

precursoras envolvidas com areparacéo dos tecidos dentérios e bucais.

Estudos preliminares demonstraram que, assim como 0s osteoblastos da medula
0ssea, as células pulpares expressam marcadores de 0sso, como a siaoproteina 0ssea,
fosfatase alcalina, coldgeno tipo | e osteocalcina (Batouli et al, 2003).

A diferenciagdo das células-tronco da polpa denta e do ligamento periodontal é
um processo modulado por véarios agentes reguladores, incluindo fatores de crescimento de
fibroblastos e citocinas, 0 que as identifica e classifica como potenciais células
mesenquimais, e chamam a atencédo pela grande similaridade de perfil génico entre as DPSCs
(do inglés: postnatal dental pulp stem cells) com os precursores de osteoblastos presentes na
matriz do estroma de medula 6ssea, as BM SSCs (do inglés: bone marrow stromal stem cells)
(Thedleff e Sharpe, 1997).

Em estudos comparando os perfis de expressdo génica em microarranjos de
cDNA entre, BMSSCs e DPSCs, constataram que estes precursores de osteogénese e

odontogénese respectivamente apresentam expressdes semelhantes para mais de 4.000
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(quatro mil) genes humanos conhecidos, 0 que passou a despertar grande interesse em
pesquisar e estimular crescimento desta nova fonte somatica de células-tronco: as DPSC (Shi
et al., 2001; Yamada eat al., 2006).

Os processos de osteogénese e odontogénese mediados por BMSSCs e DPSCs,
respectivamente, sdo regulados por mecanismos distintos levando a diferentes estruturas de

organizacdo de tecidos mineralizados e ndo-mineralizados (Batouli et al., 2003).

BMSSCs tém sido definidas em estudos in vitro e in vivo como células-tronco
adultas pluripotentes, pela capacidade de se diferenciarem em varios tipos celulares como
osteoblastos, condrdcitos, adipocitos, células de musculos e células de tecido neura
(Gronthos et al., 2002.).

Mais é sabido sobre as caracteristicas multipotentes de outras fontes de células-
tronco sométicas, como das BMSSCs. Pouco se sabe até entdo, sobre as propriedades das
DPSCs e seu potencia proliferativo, capacidade de auto-renovacdo e de diferenciagdo em

multi-linhagens de células.

A compreensdo dos processos biol 6gicos que regulam a odontogénese e aqueles
envolvidos na reparacéo do complexo dentino-pulpar € importante para a melhor orientacéo
de pesguisas envolvendo as habilidades das células-tronco de origem dentaria em terapias

regenerativas e para a engenhariatecidual .

3.3 - Derivagdo e diferenciacdo celular na odontogénese. Regulacdo
génica e fatores de transcrigdo para diferenciagdo de ameloblastos e

odontoblastos

Durante o desenvolvimento do elemento dental, interacdes entre células da
camada interna do 6rgéo de esmalte e células ectomesenquimais da papila dental, sofrem
diferenciacdo em ameloblastos e odontoblastos, cada qual passando a sintetizar matrizes
mineralizadas de esmalte e dentina respectivamente. Assim como alguns tecidos musculares e
o tecido nervoso, uma vez formados, estes tecidos mineralizados dentérios ndo sofrerdo

remodelacdo durante a vida pés-natal. (Gronthos et al, 2000).
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No entanto, depois da erupcdo dentaria, traumas mecanicos, carie, e outras
injurias que afetam o complexo dentino-pulpar de forma néo irreversivel, induzem a
formacéo de dentina terciaria, que constitui uma matriz mais desorganizada em comparacao
com as matrizes de dentina primaria e secundéria. Esta barreira funciona como protecéo para

apolpa dental.

Durante uma injUria ao dente que resulte em morte de odontoblastos, uma nova
geracdo de células similares a odontoblastos (do inglés. odontoblast-like cells) ou
odontoblastos secundarios podem ser diferenciados de uma populacdo de progenitores
oriunda da porc¢éo central da polpa e passam a secretar dentina reparadora. Nesta populacéo
se incluem células da camada sub-odontobl astica de HohI, fibrobal stos, células mesenquimais
indeferenciadas, e células derivadas dos pericitos vasculares. A constatacdo da
transdiferenciacéo de determinadas células da polpa tem ressaltado o conceito da existéncia
de células-tronco no tecido pulpar (Tziafas et al., 2000; Goldberg e Smith, 2004, Mitsiadis e
Rahiotis, 2004).

Supde-se que células progenitoras, os pré-odontoblastos, sdo recrutadas de algum
sitio da polpa dental para entdo se diferenciarem em odontoblastos e secretarem matriz de
dentina para a reparacdo tecidual. Assm acontece nas injUrias que acometem o ligamento
periodontal e 0 0sso aveolar, onde células precursoras na formacéo destas estruturas sao

acionadas para os processos de regeneracdo (Shi e Gronthos, 2003; Shi et al., 2005,).

A andlise do perfil de expressdo génica e o acompanhamento deste perfil durante
adiferenciagcdo visam melhor entender dois aspectos importantes: a) quais S80 0S mecaniSmos
que conferem o estado indiferenciado e multipotente das células-tronco e, b) quais sdo o0s

genes ativados ou desativados durante o processo de diferenciacéo (Zago e Covas, 2006).

Vérios estudos demonstram que ndo existe um padrdo rigido que possa ser
associado a0 estado indiferenciado, ou seja, células-tronco ou progenitoras ndo tém
obrigatoriamente a mesma colecéo de genes expressos. No entanto a expresséo de alguns
genes parece estar associada ao estado indiferenciado e com a pluripoténcia das células-
tronco, como a proteina Oct-4 (do inglés. Octamer-binding trancription factor 4), o gene
Nanog, 0 antigeno especifico para estagio embrionario - SSEA (do inglés. Stage-Specific-
Embryonic Antigen) e outros marcadores de células-tronco mais primitivas como o TRA (do

inglés. Tumor Recognition Antigen ) (Zago e Covas, 2006, Kerkis et al., 2006).
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A proteina Oct-4 é um fator de transcricdo presente nas células-tronco da fase
embrionaria do blastocisto e epiblastos. O gene Nanog é um fator de transcricéo localizado
no cromossomo 12 humano e igualmente expresso por células indiferenciadas na fase
embrionaria (Zago e Covas, 2006, Kerkis et a., 2006).

A consideracdo dos fatores que regulam os processos de odontogénese e da
reparacdo tecidual da polpa e dentina pode contribuir para o desenvolvimento de novas

estratégias para terapias de reparacdo na prética da clinica odontol 6gica.

Segundo Nakashima e Akimine (2005), os elementos essenciais paraa engenharia
de tecidos sdo: células-tronco adultas ou sométicas, atividade morfogenética (fatores de
crescimento e diferenciacdo) e presenca de moldes ou condutores de matriz extracelular (do
inglés: scaffold).

As células-tronco adultas respondem a sinalizaces de morfogens, e apresentam
capacidade de diferenciacéo em células especializadas. Morfogens sdo fatores que regulam a

morfogénese durante as interactes epitélio-mesenquimais.

As cinco maiores familias evulocionarias destes genes conservados sdo: proteinas
morfogenéticas 6sseas (do inglés: Bone Morphogenetic Proteins - BMPs); fatores de
crescimento para fibroblastos (do inglés: Fibroblast Growth Factors - FGFs), proteinas inter-
relacionadas Wingless (Wnts), proteinas Hedgehog (shh), fator de necrose tumoral (do inglés:
Tumor Necrotic Factor - TNF) (Mitsiadis e Rahiotis, 2004; Goldberg e Smith, 2004;
Srisuwan et al., 2006).

Genes, fatores de crescimento, componentes da matriz dentinéria e do esmalte,
moléculas e estruturas de organizagdo do cito-esqueleto, a adesdo célula-célula, podem
influenciar no comportamento das células pulpares nos estagios iniciais de preparacdo
tecidual até a fase terminal de diferenciagdo dos odontoblastos com deposicéo de dentina
(Goldberg e Smith, 2004).

As abordagens mais sofisticadas de engenharia de tecidos incluem o uso de
proteinas morfogenéticas Osseas, de fatores transformadores de crescimento beta (do inglés:
Transforming Growth Factor — 8, TGF-), do fator basico de crescimento de fibroblastos (do
inglés. Fibroblasts Growth Factors, bFGF), do fator de crescimento de Insuliatipo | e Il (do
inglés. Insulin Growth Factor — 1 e -2, IGF-I e IGF-I1), do fator de crescimento derivados de

plaguetas (do inglés. Platelet-Derived Growth Factor, PDGF), e a utilizagdo de arcaboucos
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artificiais ou naturais (por exemplo: acido poliglicdlico, colageno) para auxiliar na
regeneracdo endogena de tecido pulpar, e facilitar a formacéo de dentina reparadora e dos
tecidos da face (Mitsiadis e Rahiotis, 2004; Goldberg e Smith, 2004).

Para a reparacéo de tecido periodontal, tem-se observado esforcos dirigidos para a
reparacdo de perda dssea alveolar, incluindo o uso de enxerto autégeno de 0sso corticalizado,
matriz de 0sso homogéneo e heterogéneo, 0sso desmineralizado e/ou descorticalizado, 0sso
liofilizado, como também o uso de materiais aloplésticos (particulas cerémicas,
hidroxiapatita, polimeros, biovidro) (Shi et al, 2005; Sloan e Smith, 2007).

Um dos eventos moleculares mais precoces na diferenciacéo dos odontoblastos e
no processo de reparacdo dentindria acontece por uma via evolucionaria e conservada de
sinalizagdo, um mecanismo que governa varios destinos e fungbes celulares: a via de
sinalizagdo Notch (Harada et al., 1999-2002; Mitsiadis et al 2004). Esta via transmembrana
de transducdo de sinais, que determina o destino de diversos tipos celulares, é reativada
durante a cicatrizagdo do tecido dentinario, permitindo a diferenciagcdo de células com
caracteristicas secretoras odontobl sticas, restituindo a capacidade das células indiferenciadas
de auto-renovacdo (Harada et a., 1999-2002; Mitsiadis et a 2004). Os sinais trocados pela
interacdo célula-célula, através dos receptores da via Notch, influenciam na diferenciacéo,

proliferacéo e apoptose celular.

Tem sido sugerido que a manutencdo do estagio indiferenciado (do inglés:
stemness) das células-tronco, em geral, € regulada pelas interacfes entre células envolvendo a
via Notch, e tem sido demonstrado que receptores Notch e seus ligantes sG0 expressos
também em células neurais indiferenciadas, queratindcitos, células-tronco hematopoiéticas,
entre outros tipos celulares (Harada et al., 1999-2002). A baixa expressdo de Notch resulta na

formacao de células especiadizadas (Zago e Covas, 2006).

Nas injurias que acometem dentes humanos, os receptores Notch sdo mais
expressos nos precursores dos odontoblastos e em células em estagio intermediario de
diferenciacéo, da camada sub-odontoblastica, mas ndo pelos odontoblastos em estégio fina
de diferenciacdo. Em sintese, a via Notch reforca a sobrevivéncia dos precursores celulares
gue ndo foram atingidos pelas injurias ao complexo dentino-pul par, por preservar o potencial
de formac&o de multi-linhagens (Mitisiadis et al., 2003). A ativagéo desta importante via de

transducdo de sinais pelas células apds uma injuria reflete nos padrdes de formacéo de vasos
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sanguineos na polpa em regeneracdo. Estudando a ativacdo da via Notch em incisivos de
ratos, Thedeff e Sharpe (1997) verificaram que a regeneracéo pul par induzida pela aplicacéo

de hidréxido de calcio foi mediada pela sinalizagdo Notch célula-célula

Fatores de crescimento presentes nos sitios das lesbes na dentina e polpa agem
tanto como fatores mitogénicos como quimotéticos para as células pulpares, mais verificados
em ensaios e experimentos in vitro, do que in vivo, tais como: TGFB-1 e TGB-3 (fator
transformador de crescimento-beta); proteinas morfogenéticas de osso particularmente as
BMP-2 e BMP-7; FGF, IGF-I; NGF (do inglés. Neuronal Growth Factor) (Smith e Lesot,
2001; Mitsiadis e Rahiotis, 2004; Liu et al., 2005). Estes fatores de crescimento sdo
secretados por odontoblastos funcionais e fibroblastos pul pares.

Uma variedade de moléculas contribui para a cascata de sinalizagéo resultando
na diferenciacdo de células tipo odontoblastos. Os proto-oncogenes c-jun e jun-B sdo
conhecidos por regular a transcricdo via um fator denominado de AP-1 ou ativador de
proteina-1 (do inglés. Ativator Protein-1), que por sua vez é estimulado por fatores de
crescimento como as BMPs, fator de necrose tumoral — TNF, IGF. AP-1 estimula a
transcricdo de osteocalcing, fosfatase alcalina e de colédgenos (Goldberg e Smith, 2004,
Morsczeck, 2006).

Este conjunto de fatores inicia uma cascata de eventos envolvidos no processo de
dentinogénese natural e regenerativa, promovendo atividade quimiotatica para recrutamento
de células do sistema imune e células indiferenciadas, como também estimulam resposta
angiogénica (Tziafas et al., 2000; Goldberg e Smith, 2004).

A matriz dentindria serve como um reservatério destas moléculas que sdo
liberadas no momento da injaria pulpar. Tem sido fortemente sugerido que a superficie
dentinéria exposta promove as sinalizagdes necessarias para a ativacdo das respostas durante
0 processo de regeneracdo dentino-pulpar. Materiais dent&rios, € mesmo a lesdo cariosa,
liberam moléculas bioativas e fatores de crescimento, solubilizando-as da matriz dentinaria
A aplicagdo de EDTA em dentina de roedores evidenciou a estimulagdo de odontoblastos
para a formacao de dentinareacional (Smith et al, 2001, Tziafas, 2004).

No estudo redlizado por Liu et al. (2005), com a finalidade de avaiar a
diferenciacdo e mineralizacdo de células de polpa dental humana in vitro, foram cultivadas

DPSCs humanas com extrato de dentina (ED) radicular de porco, solubilizado com EDTA
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(10 mg/mL), com e sem adicdo de um suplemento promotor de mineralizacdo (acido
ascorbico 50 mg/mL associado a -glicerofosfato a 10 mM). Sabe-se que a dentina, quando
solubilizada frente a uma injaria decorrente da cérie libera de sua matriz fatores de
crescimento e de diferenciagdo (TGF-f1, BMPs, IGF, DMP-1, proteinas n&o-col dgenas DSP,
DPP, DSPP presentes na matriz dentinéria), Visando a inducéo da diferenciacdo destas
células-tronco pulpares pelas moléculas de sinalizagdo presentes no ED e o efeito indutor de
mineralizagdo, in vitro, com adi¢do do suplemento mineralizador, foi avaliado a expressdo de
genes marcadores relacionados & mineralizacdo. Os resultados mostravam a formagdo de
nodulos mineralizados pela matriz dentinaria, confirmados por microscopia de contraste de
fase, apds o 7° dia de cultivo, e marcados com corante von Kossa aos 14, 21 e 28 dias. Os
autores concluiram que o suplemento de minerdizagdo (&cido ascorbico com -
glicerofosfato) associados ao extrato dentinario sinergicamente induziram a diferenciacéo das
células-tronco pulpares humanas (DPSCs) em tipos celulares semelhantes a odontoblastos e

foram capazes de induzir a mineralizagao das culturasin vitro.

O contato entre células e matriz dentinaria € essencial para a manutencéo da
morfologia e funcdo dos odontoblastos. Quando os odontoblastos sdo removidos do contato
com a dentina e cultivados isoladamente, eles passam a exibir apenas a morfologia de
fibroblastos (Sloan et al., 1998). No entanto, é possivel substituir a matriz dentinéria natural,
com preparacbes de componentes isolados da matriz extracelular para manutencdo da
morfologia e diferenciacéo dos odontoblastos (Smith et al.,1994). Durante a diferenciagdo
celular, vérias mudancas no citoesqueleto ocorrem e uma rede de moléculas da matriz esta4
envolvida na polarizacgo funcional dos odontoblastos. Os componentes da matriz dentinaria
funcionam como a membrana basal nos estagios iniciais de citodiferenciacdo durante o
desenvolvimento do dente.

A matriz organica da dentina é constituida por proteoglicanas, metaloproteinas,
proteinas de natureza colagena cujo constituinte mais abundante € o colageno tipo I, por
proteinas ndo-colagenas fosforiladas (DSP, DPP, DSPP), e por proteinas ndo-colagenas néo
fosforiladas, como as osteocalcina, osteoponting, osteonectina, amelogenina, enemalesinag,
proteina-1 da matriz 6ssea (do inglés: bone matrix-protein-1, DMP-1). Estes componentes
s80 importantes para a inducéo da diferenciagdo dos odontoblastos, tanto na dentinogénese
primariacomo natercidria (Tziafas et a., 2000; Goldberg e Smith, 2004).
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A proteina Dentina-Matriz- 1 é expressa tanto em dentina como no o0sso. O gene
gue a codifica se localiza no locus do gene da proteina dentino-sialof osfoproteina, mesma
regido génica que identifica o defeito da dentinogénese imperfeitatipo 1. Esta proteina esta
fortemente relacionada com o crescimento dos cristais durante a formacéo da dentina. DSPP
e consequentemente DSP e DPP, DMP-1, sialoproteina 6ssea (do inglés: bone sialoprotein —
BSP), oeteopontina (osteopontin - OPN), MEPE (do inglés. Matrix Extracdlular
Phosphorilated protein) e enemalina (enemalin) fazem parte do grupo da familia SIBLING
(do inglés: Small Integrin-Biding Ligand N-Linked Glycoproteins), identificadas como

envolvidas na odontogénese.

DSPP, DSP, DPP e DMP-1 tém sido fortemente consideradas como marcadores
especificos da dentina e de odontoblastos secretores (Goldberg e Smith, 2004; Liu, H. et al.,
2006).

Apesar das cinco classes de morfogens estarem envolvidas no desenvolvimento
embriogénico do dente, as BMPs exercem a maioria das sinalizacOes para a regeneracéo
dentéria. (Nakashima e Akamine, 2005).

As BMPs sd moléculas pertencentes a super familia dos fatores de
transformacéo de crescimento beta (TGF-$), composta por 25 fatores moleculares e se
apresentam sob duas formas. 1-proteinas morfogenéticas Osseas, e 2-proteinas
morfogenéticas recombinantes. Participam no desenvolvimento de varios tecidos e 6rgdos,
estdo envolvidas na quimiotaxia, mitose e diferenciagdo de células mesenquimais dos tecidos
0sseos (Santos et al., 2005). Séo fortes candidatas para terapia pulpar por serem responsaveis
pela inducdo de osso e por apresentarem atividade condrogenética (Saito et al., 2004,
Nakashima, 2005).

As BMPs sdo conhecidas por ativarem mUiltiplas vias de sinalizacOes relacionadas
aos processos de biomineralizacdo. Estas proteinas se ligam aos receptores tirosina/serina
quinase e ativam o grupo Smads de moléculas de transducdo de sinais. Uma vez ligadas, elas
oligomerizam com mediador Smad4 e séo translocadas ao nucleo onde dirigem a transcricéo
pararesposta da célulaainducdo da BMP (Saito et al., 2004).

Podem ser subdivididas em quatro subfamilias: a primeira com BMP-2 e -4; a

segunda com BMP-3 e BMP- 3B, conhecida como fator de crescimento e diferenciacdo 10
(do inglés: growth/differentiation factor 10 — GDF-10); aterceiracom BMP-5, -6, -7 e-8; ea
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quarta sdo as Gdf-5,- 6 e -7 ou BMP-1, 2 e 3 derivadas da cartilagem (revisado por Soares et
al.,2007). Dez membros da familia BMPs (BMP-2, -4, -6, -7,- 8, Gdf-1, -5,-6, -7, -11) e
GDNF (fator neuronal de crescimento e diferenciacdo glial, do inglés: glial cell line-derived
neurotrophic factor) foram expressos em clones de celulas pulpares de ratos (Saito et d,
2004).

As BMPs sdo expressas na fase embriogénica do capuz e campanula, e estdo
associadas pela diferenciagdo de ameloblastos e odontoblastos. A BMP-4 induz a atividade
odontogénica do ectomesénquima da papila dental. As BMPs-2, -4, -6,-7, Gdf-11 sdo
expressos durante a diferenciagdo dos odontoblastos enquanto que as BMPs-4 e -5 sdo
expressas durante a diferenciacéo dos ameloblastos (Nakashima e Akimine, 2005; Soares et
al., 2007).

A super-familia de fatores de crescimento incluem fatores betas de crescimento

(TGF-p), ativinas e proteinas morfogenéticas (BMP).

Os fatores transformadores de crescimento beta (TGF-3) regulam uma variedade
de funcdes celulares incluindo proliferacdo, determinacéo do destino celular, diferenciacéo,
motilidade, adesdo, apoptose, formacdo de matriz extracelular. Desempenham papel
importante na reparacdo e regeneracdo tecidual. Os membros desta familia exercem seus
efeitos pela ligaco de receptores transmembrana serina/teorina quinases, e classificados em
tipos | e Il. Os tipos celulares da polpa dental expressam esses receptores, e a compreensao
destes eventos moleculares séo de grande importancia para a compreensdo dos processos de
reparacdo dentinaria e pulpar. (Toyono et al., 1997; Soares et al., 2007). TGF-Bs tem sido
relatados na diferenciacdo dos odontoblastos e consequentemente participam da
mineralizacdo dentinéria in vivo e in vitro (Toyono et a., 1997; Huojia et.al,2005; Soares et
al., 2007).

Sloan e Smith (1999) demonstraram que, ao inocularem iméas impregnados com
TGFB-1, -2 e -3 na camada odontobléstica, foi possivel verificar a secrecéo de pré-dentina e
um aumento da densidade das células da camada sub-odontoblastica pela acdo das TGFB-1 e
3, mas ndo pela TGFB-2 (Toyono et a., 1997; Huojia et al.,2005).

Dos fatores transformadores de crescimento, TGFB-1 € o mais importante fator
envolvido na reparacdo dental, pois € sobre-regulado pelas células recrutadas para o sitio da

injuria. Juntamente com algumas citocinas antiinflamatorias, TGFB-1 estimula subunidades
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de integrinas que facilitam a migracdo das células que véo iniciar a diferenciagcdo em
odontoblastos e outros tipos celulares comprometidos com a cura do tecido afetado
(Mitisiadis et a., 2004). Outra acdo do TGFB-1 € a estimulacéo da sobre-regulacéo de NGF
pelos odontoblastos. As terminacfes nervosas sensoriais sao sensivels aos sinais liberados

durante ainjuriadental, resultando num rdpido crescimento neural no sitio da lesdo.

Os membros FGF atuam em vé&rios gradientes de diferenciacdo durante a
odontogénese. FGF-2 em associagdo com outros fatores de crescimento liberados da matriz
dentinaria, assim como células endoteliais e células atingidas pela lesdo, promovem
angiogénese e podem ser mitogénicas para células progenitoras pulpar (Goldberg e Smith,
2004; Mitsiadis e Rahiotis, 2004).

Shh (do inglés: sonic Hedgehog) é uma das trés proteinas pertencentes a familia
Hedgehog de transducdo de sinais dos vertebrados, responsaveis pelo controle da divisdo
celular de células-tronco adultas, e 0 Unico ligante expresso nas células pul pares nos estagios
iniciais da odontogénese. Possue atuacdo importante na regulacdo da proliferacdo e
manutencdo das células durante o desenvolvimento do germe dentério (Soares et a., 2007).
Shh e a via Wnt sinalizam os locais de formagdo dos futuros germes dentarios, na lamina
dentinaria. (Zhang et a., 2005).

Estruturas do cito-esqueleto, como filamentos intermediérios (nestinag, queratina,
desmina, vimetinas), comunicagdo célula-célula, moléculas de adesdo da familia das CAMs
(cell adhesion molecules), como as caderinas, sdo importantes para organizacéo e fungéo das
células nos tecidos, para o controle da divisdo celular, migracdo e diferenciagdo celular
(Goldberg e Smith, 2004; Srisuwan et a., 2006).

Nestina, por exemplo, € expressa por odontoblastos e fibroblastos durante a
odontogénese, na regido das cuspedes. Sabe-se que os fatores de necrose tumora (TNF) séo
impostantes na formagado das clispedes dos molares (Soares et a., 2007). Quinesina, miosina
e actina, desempenham papel importante no processo de reparagdo da dentina. Foi
demonstrado que nos sitios de injuria na camada odontoblastica, h& uma super-expressao de
proteina ligante de fibronectina, uma glicoprotéina importante para adesdo celular e
organizacdo do cito-esqueleto, sintetizada pelos odontoblastos reorganizados e envolvidos

com a sintese de colégeno e dentina regenerativa (About, 2000; Mitsiadis e Rahiotis, 2004).
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Além da participagao destas moléculas e fatores de crescimento na odontogénese,
dentinogénese natural e terciaria, € necessaria a presenca de um molde ou guia de matriz
extracelular (do inglés. scaffold) para a restauracdo funcional das estruturas do dente.
(Buurmaet a., 1999; Young et a.,2002; Duailibi et al., 2004; Nakashima e Akimane 2005).

O scaffold proporciona condigbes bioldgicas e fisicoquimicas tri-dimensionais
para 0 crescimento e diferenciagdo célula, promovendo adesdo e migracdo celular. Serve
como transportador de morfogens e proteinas em terapia celular. Com caracteristica, devem
ser biocompatéiveis, efetivos no transporte e refugo de nutrientes e de oxigénio, proporcionar
resisténcia fisica e mecanica. Sdo gradual mente reabsorvidos, sendo substituidos por tecido
regenerativo, retendo a caracteristica final da estrutura reconstruida. (Young et a.,2002;
Nakashima e Akamine, 2005; Srisuwan et a., 2006; Soares et al., 2007).

Scaffolds podem ser congtituidos de polimeros naturais, como o coldgeno e
glicosaminoglicanas, sendo bastante bioativos e biocompativels, ou serem constituidos de
polimeros sintéticos, como os confeccionados com acido poli-lético (do inglés. poly lactic
acid, PLA). Outros co-polimeros sdo utilizados na estrutura dos scaffolds, como, por
exemplo, os de acido poli-glicdlico (do inglés: poly glycolic acid, PGA), acido l&tico poli-
glicdlico (do inglés: poly lactic-glycolic acid, PGLA). Os hidrogéis sintéticos também sio
utilizados para adeséo celular, incluindo polimeros de polietileno glicol (do inglés. poly
ethylene glycol, PEG), e aguel es modificados com peptideos de adesdo celular como arginina,
glicina e &cido aspértico. Scaffolds contendo componetes inorganicos como hidroxiapatita
associada ao tricalcio-fosfato (HA/TCP) sdo mais utilizados para suporte da resconstrucéo de
tecido Osseo. Matriz de matrigel, um composto rico em componentes da menbrana basal,
arcaboucos contendo fibrina e fibriogénio sdo outras apresentagdes utilizadas nos scaffolds
para a engenharia de tecidos como para tecido neural, tecido adiposo e tecido esquel ético
(Buurma et al, 1999; Gronthos et al., 2000-2002; Young et a., 2002; Batouli et al., 2003;
Duailibi et al., 2004; Nakashima e Akimane, 2005; Srisuwan et al., 2006; Soares et al., 2007).

Buurma et al. (1999) e Mooney et a. (1996) demonstraram que fibroblastos de
polpa dental humana e fibroblastos gengivais aderem em scaffolds sintéticos de écido poli-
glicdlico (PGA), sobrevivem e secretaram colageno tipo I, fibronectina celular e expressaram
genes de sinalizacdo para transducéo de sinais das BMP-2, -4, e -7 (osteopontina -1). Estas

constugdes tri-dimensionais sdo indicadas para formacao de tecidos e substituicdo de defeitos
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0sseos. Os autores ressaltam que os tecidos de conexdo da polpa dental e gengiva contém

células que respondem aos sinais das BM Ps para a formacéo ectdpica de 0sso.

Batouli et a. (2003), comparando a osteogénese e odontogénses mediados por
BMSSCs e DPSCs, transplantaram estes grupos celulares em scaffolds contendo HA/TCP em
ratos imunocomprometidos e observaram que ap6s quatro semanas, BMSSCs e DPSCs se
diferenciaram em osteoblastos e odontoblastos gerando 0sso e dentina, respectivamente.
Elevada expressdo do fator de crescimento bésico de fibroblastos (bFGF) e da matriz
metatoproteinase - 9 (MMP-9) foi observada associada com a formagcdo da medula
hematopoiética nos transplantes de BMSSCs. Nos transplantes com DPSCs foi observada
forte expressdo de dentino-sialoproteina, e formacdo de estrutura semelhante a dentina
reparadora sobre a estrutura de dentina humana em cultura

Uma grande variedade de genes e moléculas tem sido identificada no processo de
desenvolvimento do elemento denté&rio, assim como para 0S processos para dentinogésese

natural e regenerativa.

Saito et al. (2004) testaram a hipétese de que a diferenciacdo de células-tronco
pulpares em odontoblastos pode ser acelerada por moléculas de sinalizacdo, como estratégia
de capeamento pulpar, particularmente as que contém BMPs. Utilizando o método de cultivo
do fragemento de tecidos pulpares humanos, os pesguisadores adicionaram rhBMP-2
(recombinante) na cultura celular, em quantidades de 0, 10, 100 e 1000 ng/mL. As células
mudaram pouco de padrdo morfoldgico, a atividade de fosfatase alcalina (marcador de
biomineralizacdo) foi mensurada, e a expressio de mMRNA de DSPP (marcador de
odontoblastos) foi verificada por PCR. O crescimento celular dos grupos com e sem rhBMP
nao variou significantemente, mas a atividade de fosfatase alcalina foi mais que o dobro para
0 grupo que recebeu rhBMP-2, para as concentragdes de 0 a 100 ng/mL. Nas culturas que
receberam a proteina recombinate a expressdo de DSPP foi significativamente maior
comparada com o grupo gue foi cultivado sem rhBMP-2, sugerindo que BMP-2 promove a
diferenciacéo de células pulpares em odontoblastos, portando se apresenta como promissor
material de capeamento pulpar biocompativel, com capacidade de inducdo de dentina

reparativa.

Bleicher et al. (2001), relacionaram cDNASs para diversos genes especificos

expressos por odontoblastos, e ressataram a expressdo de alguns genes implicados na
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diferenciacdo de odontoblastos, tais como o PHEX (do inglés. PHosphate-regulating gene
with homologies to Endopepitase, on X-chromosome), expresso pelos odontoblastos
alinhados na interface dentina-polpa. Outro gene muito expresso foi a osteoaderina, que é
uma proteina pertencente a familia de proteoglicanas SLRP (do inglés: Small Leucine-rich
Proteoglycan), relacionada com o processo de citodiferenciacdo e na polarizacdo dos
odontoblastos, com grande afinidade pela hidroxiapatitaa. MAP1B (do inglés: Microtubule-
associated Protein 1B) pertecente a familia de proteinas associadas com a organizacdo dos
microtubulos dentro das células e relacionadas com a diferenciacdo neurona regulando a
dindmica do desenvolvimento dos microtdbulos no crescimento dos ax6nios e céulas
dendriticas (organizagdo do citoesqueleto), também apresentou elevada expressdo quando

sintetizada por odontoblastos em cultura.

A Redlina, uma glicoproteina da matriz extracelular especifica para regido do
cérebro, mas também expressada por odontoblastos de dentes humanos, tendo sido sugerida
como estar envolvida na diferenciacéo e orientagéo das fibras nervosas na polpa dental e/ou
na manutencdo da relacdo nervosa terminal com o processo odontoblatico (Srisuwan et al.,
2006).

A elucidac&o dos mecanismos moleculares e biogquimicos envolvidos no processo
de desenvolvimento das estruturas dentarias (polpa, esmalte e dentina) e dos tecidos de
suporte (ligamento periodontal e 0sso alveolar) é de extrema importancia para 0s avangos em

engenhariatecidual e para a pratica regenerativa em odontol ogia do futuro.

3.4 - Caracterizagcdo e localizacdo das células-tronco em polpas
dentdrias

Células-tronco podem ser isoladas de uma populacdo heterogénea de células
basicamente pela utilizacdo de quatro técnicas. 1- marcacdo das células com anticorpos
especificos, usando citbmetro de fluxo, num processo denominado de separacéo celular por
anticorpo fluorescente (do inglés. fluorescent antibody cell sorting - FACS); 2- selecdo
imunomagnética; 3- marcacdo imunohistoquimica e 4- avaliacdo histologica e fisioldgica,
incluindo fendtipo, quemotaxia, proliferacéo, diferenciacdo e atividade mineralizante (Zago e
Covas, 2006; Murray et al., 2007).
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A caracterizacdo das células-tronco permanece ainda pouco definida, uma vez

gue ndo existem muitos marcadores especificos para este grupo de células.

Culturas com polpa dental de dentes humanos passaram, bem recentemente, a
serem reproduzidas, testando grande variedade de marcadores celulares para identificagdo de
supostas populacdes de células-tronco, também como a aplicacdo de fatores de
crescimento/diferenciacdo, comparando com a referéncia controle de células-tronco do

estroma de medula 6ssea, BM SSCs.

Para determinar a existéncia destas populagbes celulares, 0s pesqguisadores
ampliaram as metodologias que tinham sido previamente desenvolvidas para isolamento e
caracterizagdo de células-tronco de estroma da matriz de medula 6ssea, as BMSSCs (do
inglés. bone marrow stromal stem cells) (Gronthos et a, 2000-2002; Miura et al., 2003;
Gregorio et a.,2005; Shi et al., 2005).

Em um estudo preliminar para caracterizacdo das células envolvidas no processo
de reparacdo dentindria, Stanislawiski et al. (1997), acreditaram ter desenvolvido um método
de avaliacdo morfoldgica e histoquimica pelo cultivo do fragmento de tecido pulpar ( do
inglés: culture explant). Eles investigaram estas caracteristicas nas células que se dispersaram
em estéagios bem iniciais de crescimento, logo nos primeiros dias de dispersdo celular (até 10
dias de cultivo), antes da diferenciacdo em fibrobalstos. Como recurso para caracterizacéo,
foi utilizado a imunomarcagdo com substratos corantes para avaliar a atividade da enzima
fosfatase acalina. Os autores concluiram (através da avaliacdo da mobilidade e morfologia)
que as células que migram do explant sdo células mesenquimais real cionadas com fagdcitos e

histi6citos mononucleares.

A associacdo de FACS e CD34 é uma técnica largamente utilizada para separagdo
de células-tronco humanas CD34" de células do sangue periférico, do corddo umbilical e de
muitas culturas celulares (Murray et a., 2007).

Apesar dos estudos apontarem como marcador de células-tronco, o papel
funcional do CD34 ainda ndo estd bem definido. O CD34 é uma proteina de superficie
integral altamente glicosilada, e tem sido demosntrada como reguladora das propriedades de
adesdo diferenciacéo citocina-dependente e proliferacdo das células-tronco hematopoiéticas e
de células progenitoras endoteliais. A atividade do CD34 € medida através da sua interacéo

com o dominio SH-3/SH-4 de uma proteina intracelular das células-tronco do CD73,
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expresso principalmente nas células-tronco mesenquimais. O Potencial sitio de ligacdo com
SH3 se encontra nos aminoacidos Glu325 a Ser334 (Gangenahalli et al., 2005; Abbas, 2007).

Os atuais estudos sdo controversos quanto ao conjunto de marcadores para
identificacdo de células-tronco da polpa. A caracterizacdo fenotipica das células-tronco de

origem mesenquimais requer um conjunto de anticorpos.

As CTM expressam 0s seguintes antigenos de superficie: o CD105 (endoglina,
gue esta relacionado com as células progenitoras endotelial); com os anticorpos monoclonais
de CTM denominado SH-2 (CD105), SH-3 e SH-4 no CD73 (marcador de subpopulacdes de
células B e T, células dendriticas e células dos centros germinativos); os STRO-1 e o CD90
(Thy-1, negativo para progenitores hematopoéticos e positivo para CTM). N&o expressam 0s
marcadores de células hematopoéticas (CD45, CD34, CD14), assim como nao expressam 0s
marcadores de células endoteliais (KDR e VE-caderina) e os antigenos do complexo de
histocompatibilidade principal de classe Il (HLA-DR) (Zago e Covas, 2006).

Para estabel ecer a caracterizacdo e localizag&o das células mesenquimais de pol pa
dental, diversos marcadores celulares tém sido testados, para a compreenséo das analises

fenotipicas das culturas celulares expandidas ex vivo.

Em estudo para identificar a eficacia de células-tronco mesenquimais (MSC) em
regenerar e reparar estruturas dentais, Shi et a. (2005), demonstraram que
SHED/DPSCS/PDL SCs expressam grande variedade de marcadores heterogéneos associados
com a atividade de células mesenquimais indiferenciadas, como para dentina, 0sso, muscul o,

tecido neural, endotélio e tendao.

Em varios estudos, BMSSCs/'SHED/DPSCSYPDLSC demonstraram perfis de
expressao génica em comum para uma grande variedade de antigenos associados a formacéo
de endotélio (CD106, CD 146); do tecido perivascular (3G5); para musculo liso (a-smooth
muscle actin) para osso (BMPs, fosfatase alcalina, colageno tipo |, osteocalcina,
osteopontina, sialoprotéina 6ssea); para fibroblastos (que expressam o colageno do tipo I11).
As PDLSC reagiram aos marcadores para tenddo (do inglés: Scleraxis) (Gronthos 2000-2002;
Seo et al., 2004; Saito et a., 2004; Priam et al., 2005; lohara et al 2006; Murray et a., 2007).
Também expressaram perfis génicos para CD44 (marcador de adesdo de células

mesenquimais) e CD117 ou c-kit (marcadores para células-tronco).
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Estas mesmas culturas primarias falharam a0 reagir com marcadores
hematopoiéticos CD 14 (monocito/macréfago), para o CD45 (leucocito), CD34 (células-
tronco/progenitoras hematopoiéticas), MyoD (para musculo liso), neurofilamentos, colageno
tipo 1l (cartilagem). (Shi et al., 2005; Gronthos et al., 2000-2002).

O CD117 é ressaltado por Laino et a. (2006) por ser um marcador celular para
células-tronco, pois interage com fator SCF (do inglés. stem cell factor) e com precursores de
células de crista neural. O CD117, ou c-kit, tem sido apontado com um evidente marcador

precoce de células-tronco.

Estudando a expressdo do fator de céulas-tronco e seu receptor CD117, em
células mesenquimais humanas da cavidade oral, Gagari et a. (2006) realizaram a primeira
avaliacdo sistemética em que o c-kit € estudado nos nivels transcripcionais, translacionais e
pos-translacionais em células de origem mesenquimal. Stem cell factor € um importante fator
de crescimento hematopoiético, que se liga e ativa o CD117, um receptor tirosina-quinase
classe I1l. A proteina tirosina- quinase (do inglés: tyrosine-kinase-111) € uma ensima quinase
gue regula a maioria das vias celulares envolvidas em transducdo de sinais e a transmissao de
sinais intercelulares para o crescimento, proliferaco, diferenciacdo celular e recrutamento de
células progenitoras em varios sistemas bioldgicos. Os receptores tirosina-quinase sdo
receptores celulares de alta afinidade para varios fatores de natureza polipeptidica, como
fatores de crescimento, citocinas, e hormonios. Regulam processos celulares normais e estéo
envolvidos na evolugdo de canceres. Os receptores tirosina-quinase constituem uma familia
com mais de vinte classes, entre eles se incluem os fatores de crescimento de fibroblastos,
epidermal, de insulina, vascular endotelial e o fator de células-tronco (Gagari et al., 2006;
Abbas, 2007) .

A expressdo, em comum, de proteinas ou perfis génicos, implica na existéncia de
um padréo igual mente em comum para moléculas sinalizadoras de formag&o de osso, dentina
e cemento, reguladas por fatores de transcricdo e fatores de crescimento (Gronthos et al.,
2000, Tziafas et a., 2000, Mitsiadis e Rahiots., 2004; Morsczeck, 2006).

Investigando a habilidade de diferenciacdo odontogénica entre DPSCs de células
apicais de foliculos dentarios da dobra cervical de incisivos de ratos e BMSSCs in vitro, Yu
et a. (2007) descreveram, em técnicas imunocitoquimicas, prefis semelhantes de expressio

de ALP (do inglés: alcaline phosphate), um marcador positivo para odontoblastos, do bFGF
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(do inglés. basic fibroblast growth factor) e de Col Il (do inglés: type Ill collagen),
marcadores positivos para fibroblastos; do fator VIII, um marcador para células endoteliais,

STRO-1 e vimetina que sdo marcadores positivos para células-tronco mesenquimais.

A caracterizac8o da dentinogénese nas células progenitoras isoladas da polpa
dental requer investigacdo com marcadores de fendtipos. Estes marcadores incluem proteinas

colagenas e ndo col agenas.

Como exemplo, temos Colageno tipo |, que é o componente mais abundante da
matriz dentindria e promove um substrato para a deposicdo de cristais de hidroxiapatita. A
DPP (dentino-fosfoproteina) € a proteina ndo colagena mais abundante e esta relacionada
com a iniciagdo da formagdo dos cristais de hidroxiapatita dentro das fibrilas de colégeno,

como também regula a formagéo destas fibrilas.

A dentino-sialoproteina € uma glicoproteina rica em &cido sidlico que exerce
papel regulador da mineralizacdo dentinaria. DSP e DPP tém sido proteinas consideradas
como reguladoras da biomineralizagdo. DSP € expressa por odontoblastos jovens, e DPP é
outro marcador especifico para dentina, proteina mas expressa e locaizada nos
odontoblastos funcionais (secretores). Outra proteina importante, de congtituicdo néo-
col&gena, a sialoproteina 6ssea (do inglés: bone sialoprotein- BSP), também exerce funcdo na
nucleacdo dos cristais de hidroxiapatita. (Bianco et al., 1991; Liu et al., 2005; Kikuchi et al.,
2004) (Onishi et al., 1999; Shi et a., 2001; Nakashima et a., 2002; Batouli et al., 2003;
Seo et al., 2004; lohara 2004; Almushay et al, 2006).

Utilizando células mesenquimais da papila dental de murinos, Kikuchi et a.
(2004), desenvolveram um sistema tridimensional de cultivo do tipo organ explant
consistindo de dois tipos de colageno tipo | em uma matriz de matrigel. As células de
incisivos mandibulares de ratos foram incubadas com matriz extracelular artificial, onde a
diferenciagdo em odontoblastos e céulas formadoras de dentina tubular foram registradas,
expressando os marcadores de DSPP e DMP-1, reforcando a expressdo destes marcadores

para identificacdo fenotipica dos odontoblastos diferenciados (Almushay et al, 2006).

Como investigacdo de supostas células-tronco no ligamento periodontal
(PDLSCs), Seo et a. (2004), isolaram células de ligamento periodontal de terceiros molares
humanos. Os resultados mostraram que as PDLSCs expressaram marcadores celulares

especificos para células-tronco (STRO-1, CD146, Mucl8), quando cultivadas in vitro se
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diferenciaram em células tipo cementoblastos, adipocitos, e coldgeno. Ao serem
transplantadas em ratos imunocompormetidos, PDLSCs mostraram capacidade de gerar
estrutura do tipo cemento/ligamento periodontal e contribuiram para a reparacdo de tecido
periodontal. Este estudo forneceu bases para futuras utilizacOes terapéuticas destas células na

reconstrucdo do tecido periodontal.

Para avaliar as caracteristicas de células-tronco de ligamento periodontal, Kramer
et a. (2004), utilizando uma combinagdo de imunohistoquimicaein situ hibridizagdo em co-
culturas de 7 a 21 dias com PDLSCs, observaram significante aumento de expressdo de
osteocalnina, osteoporina e significante decréscimo de sialoproteina éssea. Concluiram que
PDLSCs podem induzir a formagdo de estruturas com caracteristicas do tipo ligamento
periodontal e acreditam nas possibilidades de utilizages terapéuticas.

Em um estudo para verificar se as células-tronco de pol pa dentéria e sua linhagem
de osteoblastos diferenciados mantinham suas propriedades de diferenciacéo e
morfofuncionais apds serem crio-preservadas por um periodo de dois anos, Pappacio et al.,
(2006) observaram que as células-tronco descongel adas voltaram aformar col6nias aderentes
apos 12 horas de cultivo e recomecaram a proliferar apos 48 horas. Utilizando a citometria de
fluxo, as células voltaram a expressar os marcadores anti- CD117 (marcador que reconhece
um receptor tirosina-quinase para células-tronco), anti-CD34 e STRO-1 (ambos marcadores
de precursores de células hematopoiéticas, de células endoteliais das vénulas do alto
endotdlio), anti-CD45 (marcardor de células linfécitos T, para excluir a possibilidade de fonte
hematopoiéitca) e anti-flk-1 (marcador de receptor do fator 1 de crescimento endotelial). A
andlise no FACS, de células CD117'/CD34"/STRO-1"/flk-1'/CD45-, demonstrou que 0s
resultados foram compativeis com os achados obtidos com as células frescas, e estavam de
acordo com as andlises de Laino et al. (2005) e D'Aquino et a. (2007), sendo este protocolo
designado como critério de identificacdo de células indiferenciadas.

Ainda neste trabalho, Papaccio et al. (2006) estabeleceram a caracterizacdo para
as c8ulas diferenciadas. As células-tronco frescas caracterizadas e separadas inicialmente no
FACS, antes de serem congeladas, foram cultivadas em meio de cultura com 20% de soro
fetal bovino até se diferenciarem em osteoblastos (Laino et a., 2005-2006; D'Aquino et al.,
2007). Depois de igual periodo de congelamento, foram recuperadas e apresentaram

capacidade de secretarem matriz extracelular e produziram 0sso trabeculado. Em seguida
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foram novamente caracterizadas. Estas células foram negativas para os anticorpos CD117,
CD34, e flk-1, e para CD14 (marcador especéifico para mondcito), indicando o estado de

diferenciacéo terminal preservado.

Varios antigenos de superficie tém sido usados como marcadores de células-

tronco e para seu isolamento de outros tecidos.

Em particular o STRO-1 que é um antigeno de superficie que pode ser isolado de
um grupo homogéneo de célulastronco mesenquimais capazes de formar colbnias
formadoras de fibroblastos in vitro. Foi um dos primeiros anticorpos utilizados para marcacéo
de células-tronco, sendo uma glicoproteina de superficie presente em células estromais da
medula 6ssea e nas células-tronco mesenquimais (Zago e Covas, 2006; Renard et al., 2007).
Isoladamente o STRO-1 n&o é suficiente para obter uma populagéo pura de células-tronco. A
utilizacdo recente de STRO-1 em combinagdo com anticorpos relacionados a molécula-1 de
adesdo vascular (do inglés: vascular cell adhesion molecule-1,VACAM-1) e com anticorpos
gue reconhecem receptores de adesdo celular (CD44), tém sido aplicados para isolar, por
citometria de fluxo, populagbes de células-tronco com ato potencial clonogénico e de
multilinhagem As células isoladas do tecido pulpar utilizando esta técnica, expressaram
marcadores associados com endotélio, musculo liso, 0sso e fibroblastos. O antigeno CD44
também é expresso por estas células e tem sido reportado em células-tronco de medula éssea
e polpa dental. E uma glicoproteina transmembrana expressa na matriz extracelular e na
superficie de cdlulas endoteliais, mesenquimais e hematopoéticas. Esta associada com adesio
celular, e se liga aos componentes da matriz dentinaria como fibronectina, laminina, colédgeno
e hialurona. Também € expresso por fibroblastos gengivais, tecido epitelial gengiva e no
ligamento periodontal. Por ser um marcador heterogéneo, ndo pode ser considerado
isoladamente como um marcador especifico para células-tronco (Gronthos et al., 2000-2002,
Chen et al., 2006; Abbas, 2007).

Com a finadidade de identificar células-tronco mesenquimais no ligamento
periodontal de dentes saudaveis e com periodontite, Chen et al. (2006) utilizaram a marcacéo
com anticorpos monoclonais de camundongos anti-STRO-1, CC (anti-CD146) e anti-CD44
(Gronthos et al., 2002, Seo et a., 2004). Células STRO-1 positivas foram detectadas nas
porcdes médias e apicais dos ligamentos periodontais radiculares e cemento radicular nos

dentes afetados por periodontites, e na regido perivascular perto do apice nos dentes
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saudaveis. O anti-CD146 e anti-CD44 foram observados nas éreas coronarias, nas furcactes
radiculares e nas superficies radiculares tanto de dentes higidos como com periodontite,
sendo que para os trés antigenos, houve maior expressao nos ligamentos dos dentes afetados

pela doenca periodontal .

Ao investigar a capacidade de mineralizacdo das células pulpares e de identificar
potenciais marcadores de diferenciacéo para odontoblastos, Wei et al. (2007) observaram, em
seus resultados, que mais de 90% das células-tronco isoladas de dentes molares humanos
expressaram caracteristicas  imunofenotipicas semelhantes com as de céulas-tronco
mesenquimais de medula 6ssea, ou sgja, foram positivas para CD29, CD44 e para marcador
de células endoteliais, 0 CD146. Mais de 20% das amostras expressaram 0 marcador de
células-tronco mesenquimais, o STRO-1. As DPSCs foram negativas para a expresséo de
marcadores hematopoiéticos como os CD34, CD45 e CD133 (um marcador inespecifico para

células-tronco).

Semelhante conclusdo, nas andlises imunofenctipicas destes antigenos de
superficie, chegaram lkeda et al. (2006) em um estudo da diferenciacdo osteogénica de
células mesenquimais da papila de terceiros molares humanos. Os autores constataram por
FACS que as células isoladas apresentaram-se negativas para marcadores hematopoiéticos
(CD14, CD34 e CD45) e foram positivas para marcadores presentes em CTM, como o CD29
(marcador de leucdcitos T ativados), CD44, CD90, CD105, e CD166 (ALCAM — molécula

de adesdo de leucdcitos T ativados).

Comparando as caracterizacbes morfoldgicas e fenctipicas (em citometria de
fluxo) das células-tronco humanas de polpa dental (hDPSCs) com células-tronco humanas
mesenquimais extraidas de medula 6ssea (hMSCs), Yamada et a. (2006) observaram as
mudancas morfoldgicas e o0 potencial de diferenciacd em multilinhagens. Tanto hDPSCs
como hMSCs permeneceram indiferenciadas e, quando apropriadamente cultivadas,
apresentaram diferenciacdo osteogénica, condrogénica e adipogénica. As hMSCs se
apresentaram negativas para marcadores de linhagem hematopoéticas (CD34 e CD45) e para
monaocitos (CD14), sendo positivas para CD13, CD73, CD29, CD44 e CD105.

Com o proposito de caracterizar células isoladas de polpa dental de dentes
permanentes, Huang et a. (2006a) avaliaram o potencial de crescimento e diferenciacéo

destas células em superficie dentinaria. Os pesquisadores isolaram células de polpa humana
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por digestdo enzimética e fibroblastos de gengiva humana, utilizando como controle uma
linhagem de fibroblastos NIH 3T3. Para estimular a formagdo de nddulos mineralizados, as
células foram cultivadas em meio de cultura (a.-MEM com 20% de soro fetal bovino)
acrescido de dexametasona, associado a 1,25-dihydroxivitamina D3. Na presenca ainda de
acido L-ascorbico e fosfatos inorgéanicos, as células de polpa dental humana produziram
nodulos minerais. Apods a terceira passagem, foram avaliadas as proliferacdes em superficies
de dentina tratadas quimicamente e mecanicamente (com o intuito de reproduzir um
polimento dentin&rio apds tratamento endodéntico) para a remogdo da smear layer e levadas
para andlise em microscopia eletronica. O trabalho concluiu que mesmo apresentando pouco
crescimento sobre a dentina in vitro as células apresentaram morfologia tipica de
odontoblastos, com processos citoplasmaticos se estendendo dentro dos tubul os dentinarios e

aderindo a esta superficie.

Com a intencéo de avaliar, in vitro, a capacidade de diferenciacdo de células-
tronco de polpas dentais de incisivos permanentes superiores de ratos Wistar, Zango et al.
(2005) isolaram céulas-tronco utilizando marcador especifico para identificar células
mesenquimais, 0 STRO-1. Em seguida, estas células foram cultivadas, e amostras foram
coletadas em 1, 5, 10, 14, 15, 21, e 28 dias. As amostras foram analisadas quanto a
diferenciac@o clonogénica através de microscopia de luz, atividade de fosfatase alcalina,
conteido de célcio e RT-PCR para a dentino-sial of osfoproteina. Os resultados indicaram que
as células de polpa dental foram STRO-1 positivas, os indices de proliferacéo celular, de
atividade de fosfatase alcalina e de contetido de calcio foram similares para as células-tronco
da medula destes animais. Sob inducdo com fatores especificos, as células STRO-1 foram
capazes de se diferenciar em odontoblastos e de formar nddulos calcificados de dentina,

guando cultivadas em scaffolds ou arcaboucos de orientacéo de formagéo tecidual.

A fim de avaliar novos modelos celulares que permitam a identificacdo do
fendtipo de odontoblastos, e para identificar marcadores especificos de linhagem de
odontoblastos, Priam et al. (2005) utilizaram células-tronco transfectadas pelo antigeno T do
adenovirus SV40 de ratos em estégio embriondrio de 18 dias. Neste estudo, foram analisados
os fendtipos de trés clones que sintetizaram as dentino-sialoproteina (DSP) e dentino matriz-
proteina- 1 (DMP-1). Estas proteinas matriciais sdo também sintetizadas por osteoblastos. A
proposta dos autores foi de isolar 0 gene especifico do fendtipo odontoblastico e de melhor

compreender as vias de sinalizagdes da diferenciacéo odontobl astica.
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Estudando os vetores de estimulacdo da proliferacéo e diferenciacdo de células de
polpa dental de caninos, em meio de cultura sem soro fetal bovino, suplementado com IGF-I
e IGF-11, tranferrina, e outros fatores de crescimento, Onishi et al. (1999) observaram que as
células pulpares produziram colageno do tipo |, sugerindo que sob estes estimulos podem se
proliferar e diferenciar em células-tipo odontoblastos em meio de cultura sem soro fetal
bovino (SFB). Ressaltaram que IGF-I e Il (fatores de crescimento insulina | e Il) sdo

considerados importantes para o crescimento e diferenciacdo de células de polpa dental.

Em estudos com células-tronco de tecido pulpar de porcos, Iohara et a. (2006)
constataram a habilidade de auto-renovagcdo e diferenciagdo em multilinhagens pela
conversao condrogénica, adipogénica e neurogénica, e demonstraram que houve estimulacéo
de formacdo de dentina reparadora em transplantes autogenos induzidas pela proteina
recombinante morfogénica, a rhBMP-2, que estimulou expressdes da dentino-
sialofosfoproteina (DSPP) e enamelisina (do inglés. enamelysin). Concluiram que a polpa
estudada continha fracbes de populacdes de células indiferenciadas (do inglés. side
population of stem cells), e que terapias associadas a BMP-2 podem ser de grande utilidade

para regeneracao dentinéria.

Balic e Mina (2005) analisaram e caracterizaram o potencia de desenvolvimento
de células pulpares derivadas de camundongos transgénicos (Collal-3.6-GFP) e,
compararam com células da medula Ossea destes animais. Avaliaram a capacidade
clonogénica e potencial de formagéo de minerais. As células pulpares foram cultivadas por 14
dias em meio especifico para diferenciacdo de odontoblastos, contendo 50 pg/ml de acido
ascorbico e 4 mM de B-glicerofosfato. A eficiéncia de formagdo de col6nias, apds cinco dias
de cultura, mostrou significativo aumento em relacdo ao potencial clonogénico das células
derivadas da medula O6ssea. Ambas as amostras formaram depdsitos minerais, com
porcentagens de células acalino-fosfosfatase positivas maiores para células da medula. O
padréo da expressdo da proteina verde fluorescente (GFP) nestes animais trangénicos foi
expresso em baixos niveis nos odontobl astos polarizados, e ocorreram antes da formagdo dos
nodulos minerais. Concluiram que os trangenes Collal-GFP podem ser utilizados como
marcadores precoces para células pulpares em cultura priméria, antes da diferenciacéo

terminal e funcional destas células.
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Muito se tem investigado sobre os sitios de origem de células-tronco. Apesar de
gue muitas evidéncias tenham sugerido fortemente a presenca de progenitores ou células-
tronco na polpa dental, pouco se sabe acerca da ativacdo e migracdo destas células em

resposta as injurias provocadas aos odontobl astos.

Muitos autores tém utilizado incisivos de ratos como modelo para analisar certos
aspectos da regulacdo de destinos e funcdes das células-tronco. Os incisivos de roedores
apresentam crescimento continuo através de toda a vida do animal. As células situadas no
limite apical, mais precisamente, da alca apical cervical da coroa dental, tém a capacidade de
se proliferarem e diferenciarem em vérias células formadoras do 6rgdo dentério, incluindo as
células diferenciadas do mesénquima como odontoblastos secretores de dentina e de células
diferenciadas de epitélio, como ameloblastos secretores de esmalte (Harada et a, 1999).

Realizando uma cultura do tecido ou parte de um 6rgéo (do inglés: organ explant)
da porcéo apical polpa de incisivos inferiores de ratos com dois dias de idade, Harada et al.
(1999), demonstraram gue as células-tronco de polpa dos roedores se situam na al¢a cervical
da coroa dos incisivos inferiores, através da marcacdo do fragmento cultivado com BrdU
(sigla do inglés. 5-bromo-2’ deoxyuridine) e Dil [sigla do inglés:1,1-dioctadecyl-6,6-di(4-
sulfophenyl)-3,3,3',3' -tetramethylindocarbocyaning]. Os autores observaram que as células
marcadas deram origem a células progenitoras (do inglés. transit-ampliflying cells), cuja
progenia deu origem a ameloblastos formando matriz de esmalte. Através de ensaios de
hibridizac&o in situ observaram a expressao de genes da via de sinalizacdo Notch e FGF-10,
genes e mol éculas implicadas na mediacéo das interactes epitélio-mesenquimais que regulam
a morfogénese e diferenciacdo celular das células do elemento dental. Concluiram que as
supostas células-tronco expressaram Notch-1 se localizavam proximo & camada epitelial
basal de células expressando lunatic fringe. Lunatic Fringe € uma molécula secretora
envolvida na modulagdo da via de sinalizagdo Notch em invertebrados. Ressaltaram a
indicagdo do FGF-10 como um sinalizador mesenquimal que, além de estimular a divisdo das
células-tronco e sua progenia, podem regular o destino destas células, ou sgja, FGF-10 aém
de ser um sinalizador para divisdo celular determina a diferenciacdo em ameloblastos,
podendo ser Util na identificacdo e localizacdo das células-tronco nos estadios iniciais da

odontogénese.
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Para avaliar alocalizacéo das células-tronco mesenquimais somaticas em medula
0ssea e em polpa dental, Shi e Gronthos (2003) demonstraram que estas células residem na
microvasculatura ou regido perivascular dentro do seu tecido de origem. Eles isolaram
BMSSCs e DPSC por imunoselecdo com marcadores STRO-1 (que reconhece um antigeno
de superficie nas célulastronco mesenquimais), assim como com 3G5 (para tecido

perivascular) e CD146 (relacionado com aformagdo do endotélio).

Na periferia dos vasos sanglineos residem as células denominadas
miofibroblastos ou pericitos (células de Rouget). Estas células respondem as caracteristicas
de células-tronco (capacidade de auto-renovacdo e diferenciacéo), e sdo caracterizadas por
marcadores do citoesqueleto, como o alfa actina do musculo liso, assm como com
marcadores especificos do endotélio como os CD146 e 3G5 (também expressos pelas células
cultivadas do tecido pulpar). Isto sugere a semelhanca dos pericitos com células-tronco e
reforcam a conclusdo de que a localizagdo das células-tronco esta na regido perivascular
(Zago e Covas, 2006; Renard et al., 2007).

A ativacdo de células progenitoras de polpa dental humana também foi
investigada por Tecles et a. (2005). Terceiros molares extraidos por indicacdes ortodonticas
foram utilizados, realizando-se preparacdo cavitaria com exposi¢do da polpa e usando um
analogo/marcador de nucleotideo, o 5-bromo-2’ deoxyuridina (BrdU). Depois de 01 dia de
cultura, BrDU foi localizado nos nucleos de células nas &reas perivasculares. Apesar de ndo
ser conclusiva a localizacdo predominante de células-tronco nas superficies radiculares,
estudos revelam que sd0 mais abundantes no ligamento periodontal de dentes com
periodontites, significando a ativagcdo deste grupo para regeneracdo da &rea afetada. As
supostas células-tronco devem responder a mudangas na matriz extracelular e citocinas
inflamatorias. Através de subsequente diferenciacdo e proliferacdo vao contribuir para a
cicatrizacdo da area afetada (Seo et al., 2004; Chen et a., 2006).

Podemos concluir que a localizacdo das células-tronco e células progenitoras
(envolvidas em alguma diferenciacéo tecidual) da polpa dental destinadas a dar origem aos
odontoblastos e amel oblastos ainda permanece pouco esclarecida. Mais pesquisas estdo sendo
complementadas para uma maior compreensao das analises de expressdo de proteinas e dos
padrdes genotipicos das BMSSC, DPSCs, e SHED, a fim de mehor identificar os
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mecanismos moleculares que regulam os processos de desenvolvimento do 0sso, dentina,

cemento e ligamento periodontal (Yamadaet al., 2006).

3.5 - Terapias regenerativas utilizando células-tronco de polpa dental

As terapias convencionais de protecdo e restauracéo do complexo dentino-pul par

ainda se baselam largamente na utilizacdo de materiais inertes, mesmo que biocompativeis.

Varias técnicas tém sido testadas como aternativas terapéuticas atuais, como a
utilizacdo de particulas de dentina desmineralizada, componentes de matriz extracelulares
(colégeno, fibronecitina e cola de fibrina) e cimentos biocompativeis de fosfato de célcio
(hidroxiapatita, a1p3-tricalcium fosfato, tetraclcio e octacacio) (Shi et al., 2005).

As abordagens mais sofisticadas de engenharia de tecidos incluem o uso de
citoquinas, proteinas morfogenéticas, fatores de crescimento e arcaboucos ou moldes
artificiais para auxiliar na regeneracéo endégena de tecido pulpar e facilitar a formacéo de

dentina reparadora (Mooney et a., 1996).

Para a reparacéo de tecido periodontal, tem-se observado esforcos dirigidos mais
para a reparacdo de perda éssea alveolar, incluindo o uso de enxerto autdgeno de 0sso
corticalizado, matriz de 0sso homogéneo e heterogéneo, 0sso desmineralizado e/ou
descorticalizado e liofilizado, como também o uso de materiais aoplasticos (particulas

ceramicas, hidroxiapatita, polimeros, biovidro) (Shi et al., 2005).

Ainda como alternativa a tratamentos convencionais para reparacdo de tecidos
bucais, tem-se empregado tratamentos bem présperos, incluindo terapia génica e
administragdo local de arcabougos ou guias (scaffolds) com a presenca de fatores de
crescimento como as BMPS, TGFB, bFGF, PDFG, e IGF-1 (Shi et al., 2005; Murray et al.,
2007).

Terapias voltadas a substituicdo e engenharia de tecidos, fundamentadas nos
conceitos da biologia de células-tronco, tém emergido como estratégias de grande potencial
na medicina e na odontologia regenerativa atual.
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Recentemente, tem sido verificado o potencia do uso de ASCs da polpa dental de
modelos animais e com polpa dental humana, como nova fonte de células-tronco. (Bowen et
al., 2006, Gronthos et al., 2000-2002, Batouli et al. 2003, Miuraet al.,2003).

Diversas pesguisas investigam o uso do tecido pulpar de dentes humanos como
fonte de células-tronco multipotentes (Bowen et a., 2006), descritas como capazes de se
auto-renovarem e de diferenciarem em tipos celulares diversos, apresentando eficiéncia
clonogénica quando orientadas e estimuladas com fatores de diferenciacdo, tanto para
formacgdo de tecidos relacionados com as estruturas dentérias, como para outras estratégias e

terapias em engenharia de tecidos. (Gronthos et al., 2000-2002).

Os estudos em odontologia foram iniciamente realizados com polpa de modelos
animais com semelhangcas genéticas aos seres humanos, levando em conta o padréo de
respostas fisiolégicas e imunocitolégicas das células de polpa dental e de ligamento
periodontal. (Harada et al.,1999; Zhang et a., 2005; Gronthos et a., 2000-2003; Otaki et al.,
2007).

Estudo preliminar com células-tronco de polpa dental realizado em porcos foi

capaz deisolar estruturas de elementos dentais (Y oung et al., 2002).

Em um estudo praticado com ratos, utilizando o protocolo desenvolvido por
Young et al. (2002), uma pesquisa realizada por cientistas do Forysth Institute, da Escola de
Medicina de Harvard, Boston, e do Departamento de Cirurgia do Hospital Gera de
Massachussetts de Boston, em conjunto com professores da Universidade Federal de S&o
Paulo, promoveram o crescimento de células tronco de dentes deciduos de ratos de quatro
dias de vida, cultivadas em meio rico em biopolimeros por 6 dias in vitro, sendo implantadas
no abdome de ratos imunocomprometidos. Apds 12 semanas, 0s implantes foram analisados e
as estruturas identificadas como do tipo complexo dentina-polpa. (Duailibi et a., 2004;
Young et al., 2005).

Cultivando células da cavidade bucal humana e células de incisivos e molares da
papila dental de ratos, Rynolds e Johada (2004), conseguiram induzir regeneracéo de foliculo
capilar e o crescimento da fibra capilar, enxertando estas células em regides onde o bulbo
capilar foi amputado e inativado. Os autores argumentam gue o foliculo piloso e o foliculo

dentério revelam similaridades em relacdo a base molecular e em relacdo a varios fatores
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envolvidos no desenvolvimento destas estruturas. Este estudo tem a finalidade de comprovar

amultipontencialidade de diferenciacéo das células de origem dentaria e bucal.

Em estudos com células-tronco isoladas de polpa dental humana (DPSCs) e com
células-tronco de medula 6ssea (BMSSC), Gronthos et al. (2000-2002), desenvolveram
metodologia para a cultura in vitro, expansdo ex- vivo e transplantes em abdome de ratos,
guiados por Osteo-condutores com particulas de hidroxiapatita/trical ciofosfato. Comparando
estes grupos precursores de odontogénese e osteogénese respectivamente, observaram gue
guando transplantadas em tecido dorsal de ratos imunocomprometidos, DPSCs geraram
estruturas identificadas como de complexo dentino-pulpar, circundada por tecido intersticial
do tipo pulpar, em contraste com BMSSCs, que formaram osso lamelar constituido de
ostedcitos e superficie de camada de osteobl astos, circundado por tecido vascular fibroso com
atividade hematopoiética e adipdcita.

BMSSCs séo células progenitoras de componentes de tecido esquelético como
0sso, cartilagens, estroma de suporte hematopoético e adipécitos. Além disso, podem
experimentalmente se diferenciar em tipos ndo ortodoxos, possibilitando a formacdo de

células neurais (neurdnios) e células miogénicas (tecido muscular).

Transplantes in vivo, sob condicdes experimentais definidas, tem sido “padréo
ouro” para a definicdo da diferenciaco, pois se verifica, em transplantes locais para
aplicacdes terapéuticas, a eficiéncia da reconstrucéo de defeitos 6sseos bem como para 0s
tecidos associados. Esta plasticidade garante para as BMSSCs a classificagdo como células-
tronco, pela habilidade de se diferenciarem fenotipicamente em multi-linhagens diferentes
das de sua origem tecidual (Bianco et al., 2001; Krebsbach et al.,2002). BMSSCs tém sido
identificadas pela capacidade de se aderirem em cultura, e de formarem morfol 6gicamente
col6nias de fibroblastos (Unidades Formadoras de Colonias de Fibroblastos — UFC-F; ou do
inglés: Fibroblast Colony-Forming Cells - CFU-F). Cada col6nia é original mente derivada de
expansdo clona de um progenitor celular da cultura priméria simples, em meio de cultura
suplementado com fatores de crescimento e maiores concentragdes de soro fetal de bezerro
(Castro-Malaspina et a., 1980; Shi et al., 2005).

Paralelamente, varios estudos recentemente identificaram populacdes de células-
tronco derivadas de polpa dental de terceiros molares (DPSCs), de deciduos esfoliados

(SHED) e de ligamento periodontal (PDLSCs), pela capacidade de gerarem col6nias
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clonogénicas aderidas e CFU-F, sob as mesmas condic¢des de cultura das BM SSCs. (Gronthos
et al., 2000-2002; Miuraet al., 2003).

As recentes identificacOes de diferentes populacdes de células mesenquimais
isoladas de tecidos craniofaciais e dos dentes ampliam o escopo de beneficios potencias de

MSC no auxilio daregeneracao e reconstrucao tecidual (Mao et al., 2005).

Varias terapias regenerativas do tecido pulpar tém sido sugeridas por diversos
autores e testadas em alguns ensaios in vitro e in vivo. Alguns pesguisadores (Nakashima e
Akamine, 2005; Mao et a 2006; Murray et a., 2007) identificaram areas de investigacdo que
podem ter aplicacdo no desenvolvimento de técnicas regenerativas nos tratamentos
endodénticos. As técnicas envolvendo engenharia craniofacial surgiram nos ultimos anos, a
partir das décadas de 90, e apresentam substanciais avangos a partir das seguintes
constatagoes:

1. Céulas-tronco tém sido isoladas e purificadas de varios tecidos

da cabeca e pescoco e utilizadas na regeneracdo de estruturas craniofaciais,

2. Varios protétipos de reconstrucdo do condilo mandibular
humano tém sido fabricados com cartilagens integradas a camadas de 0sso

lamelar obtido através de células-tronco mesenquimais,

3. Varios elementos do periodonto, incluindo o ligamento
periodontal e cemento tém sido fabricados via abordagens celulares e

moleculares;

4. Osso craniofacial tem sido fabricado de céulas-tronco

associ adas a fatores de crescimento €/ou biomateriais;

5. Tecido adiposo tem sido fabricado in vivo através de células-
tronco mesengquimais com potencial uso em cirurgias de reconstrucdo pléstica
daface.

6. Revascularizagdo dos canais radiculares via sobre-

instrumentagdo do 4pice para permitir 0 sangramento e novairrigacao;

7. Tratamento dos canais radiculares injetando na polpa
revascularizada populaces de células-tronco capazes de diferenciarem nas

populagbes celulares pulpares (como fibroblatos, células endotelias,
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odontoblastos), utilizando células-tronco derivadas do proprio paciente
(autdlogas), ou células-tronco alogénicas purificadas de polpas dentérias livres
de patologias, ou até mesmo enxerto de células-tronco xenogéncias expandidas

em laboratorios;

8. Implantacdo de um tecido cultivado in vitro, semelhante a
polpa dental, através de filtros e moldes de membranas biodegradaveis. Os
tecidos de células agregadas e cultivadas nestes moldes sGo mais estaveis, e
por necessitarem de vascularizagdo sO podem ser implantadas nas porcoes
apicais dos canais radiculares limpos e em revascularizagdo. A porgéao
coronaria do dente receberia um arcabouco capaz de suportar e mediar a
proliferacdo e diferenciagdo celular. Ambos os sistemas receberiam a
suspensdo celular expandidas com fatores de crescimento, componentes da
matriz dentinédria e matriz extracelular, entre outros indutores de proliferacéo e
diferenciacéo;

9. Implantacdo de scaffolds de arcabouco tridimensional, como os
de matriz de hidrogel, promovendo substratos para a regeneracdo do tecido

pul par;

10. Terapia génica pela utilizacdo de novas técnicas envolvendo
vetores virais e ndo virais capazes de liberar de genes, fatores de crescimento,

morfogens e fatores de transcrigdo, para os sitios de regeneracdo tecidual .

Todas as propostas de terapias regenerativas utilizando céulas-tronco das

estruturas dentérias sugerem o uso de véarios fatores de crescimento e moléculas de

sinalizac&o que tém sido investigados para serem associados nas terapias de reconstrucéo dos

tecidos pulpares e craniofaciais.

Os fatores de estimulagdo de colonias CSF (do inglés: colony stimulating factor),
EGF (do inglés: epidermal growth factor) e FGF (do inglés: fibroblast growth factor) e IGF-I

e IGF-I1 (do inglés: insulin-like growth factor | e Il) podem ser utilizados para aumentar o

nimero de células-tronco. TGF-a e TGF-B1 tém sido usados para induzir o desenvolvimento

epitelial e promover mineralizacdo do tecido pulpar respectivamente. NGF (do inglés. nerve

growth factor) promove o crescimento neural e sobrevivéncia celular (Onishi et al., 1999;
Goldberg e Smith, 2004; Nakashima e Akamine, 2005; Murray et al., 2007).
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Terapias génicas tém sido empregadas para tratamentos envolvendo a liberagcdo
de moléculas dos fatores de crescimento, morfogens, extrato da matriz extracelular,
resultando em efeitos regenerativos, pois estes genes simulam ou induzem processos
biol6gicos naturais envolvidos nas respostas regenerativas do tecido de interesse. Muitos
podem ser transfectados diretamente para os tecidos. Por exemplo, a estimulacdo da
angiogénese para a estimulacdo da vascularizacdo em casos de insuficiéncia cardiaca tem
sido demonstrada e aplicada nos ensaios pré-clinicos em humanos. As abordagens ex vivo
envolvem a manipulagdo in vitro das células de um determinado tecido que s&o
subsequientemente transplantadas para o sitio que se pretende regenerar, como em defeitos de
cartilagem e 0sso utilizando células-tronco mesenguimais transduzidas com morfogenes e/ou
fatores de crescimento (Nakashima e Akamine, 2005).

Para a diferenciacéo odontogénica os protocolos de cultivo sugerem a utilizac&o
de dexametasona no meio indutor. Para a diferenciacdo adipogénica, o meio indutor é
suplementado com dexametasona, insulina e indometacina. Para a diferenciagdo osteogéncia,
0 meio indutor consiste de suplementagdo com dexametasona e B-glicerofosfato. Para a
diferenciacéo condrogéncia o meio indutor ndo apresenta soro fetal bovino e € suplementado
com TGF-B, dexamentasona e insulina-trasnferrina-selenium. DPSCs e SHED apresentam a
habilidade de diferenciacdo neural quando cultivas em meio neuronal basal, suplementado
com B27 e fatores de crescimetno como FGF, TGF-B, IGF entre outros (Novakovic e
Freshney, 2006; Zago e Covas, 2006; Freshney, et al., 2007).

As abordagens para tratamentos regenerativos com a utilizagéo das células-tronco
superam as mais modernas alternativas encontradas em tratamentos reparadores e para a
engenharia de tecidos da atualidade. Os avangos pretendidos pelos pesquisadores com células
mesenquimais de origem dentaria tém inspirado novas rotinas terapéuticas preventivas em

promocdo de salde.
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4.1 - Procedimento de obtencdo das células de polpa dental

Este trabalho foi realizado com polpas coletadas de dentes permanentes e
deciduos no Instituto Maxilo-Facial LTDA.

Foram selecionados 20 terceiros molares humanos impactados e extraidos por
indicacdo ortodontica, de individuos adultos de 15 a 39 anos de idade, e 20 dentes deciduos
em estégio fina de esfoliagdo ou com extracdo indicada, de criangas entre 07 e 12 anos de
idade. Os dentes foram extraidos ap0s a obtencéo da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (apéndice 1) diretamente com os pacientes doadores ou seus respectivos

responsaveis.

Os pacientes foram examinados clinicamente e com documentacéo radiogréfica, a
fim de verificar as condi¢des sistémicas e locais de salide. Foi realizada profilaxia prévia as
exodontias, com pasta profilatica e bochecho com solucéo de 0,12% de clorexidina por um

minuto.

Foram incluidos na pesquisa elementos dentarios higidos, ainda na cavidade

bucal, e o tecido pulpar foi coletado imediatamente apds a remocao cirdrgica dos dentes.

Como fatores de exclusdo ndo participaram do estudo dentes que apresentassem
lesdo de carie de qualquer natureza (ativa ou crbnica) independente do estdgio de
comprometimento das estruturas dentérias. Nao foram considerados os elementos dentérios
com patologia pulpar e periodontal, dentes com formag&o cistica ou que apresentassem
pericoronarite. Nao foram coletadas as polpas dentérias dos dentes deciduos e permanentes

gue apresentassem reabsor¢do interna e/ou externa avancada.

Imediatamente apos cada exodontia, as polpas dentais foram obtidas seccionando
o dente gentilmente (clivagem) com disco diamantado de dupla face (KG Sorensen, ref:

7020) até proximo a camara pulpar.

O tecido pulpar foi cuidadosamente retirado e imerso em microtubos contendo
meio de cultura DMEM (GIBCO-BRL), suplementado com 20% de soro fetal bovino
(GIBCO-BRL) e acrescido de solucdo com 1% de antibidtico e antimicético (GIBCO-BRL -
10000 unidades de penicilina G sodica, 10 mg de sulfato de estreptomicina, 25 ug de

anfotericina B dissolvidos em 1mL de solucéo salina a 0,85%). Em seguida, os microtubos
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foram transportados ao laboratorio de Biologia Molecular, do Instituto de Biologia, da
Universidade de Brasilia

Figura 3: Coleta do tecido pulpar de dente permanente: (a) Radiografia panor@mica da regido
dos 28 e 38 na selecdo dos dentes (permanentes) com indicacdo cirurgica de extracao: (b)
Dentes apoés serem seccionados; (¢) Remogéo do tecido pulpar; (d) Colocagdo do tecido pulpar
em microtubo de poliestireno para ser transportado e processado no laboratério.
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4.2 - Estabelecimento da cultura primdria de CPdp e CPdd por dois
métodos de isolamento

No laboratorio, o tecido pulpar coletado foi lavado em Hank's Balanced Salt
Solution sem cloreto de célcio, cloreto de magnésio ou sulfato de magnésio- HBSS (GIBCO-
BRL).

Para a digestdo enzimética, os tecidos coletados foram imersos em 1mL de
solugdo salina tamponada com sais de fosfato (do inglés. Phosphate- Buffered Saline —PBS,
contendo: NaCl 0,154 M; N&HPO,4 0,1 M; pH 7,4) com colagenase tipo | de Clostridium
histolyticum (GIBCO- BRL) a 3mg/ml, e dispase de Bacillus polymyxa (GIBCO-BRL) a
4mg/ml (Gronthos et al., 2000) e incubadas por uma hora a 37°C.

Uma vez dissociadas enzimaticamente, a suspensdo de células pulpares foi
acrescido 1mL de meio sem soro para inativagdo das enzimas. Em seguida, foram
centrifugadas por oito minutos a 1200 rpm. O sobrenadante foi descartado, o sedimento
ressuspendido em meio de cultura e as suspensdes de células obtidas foram distribuidas em
placas de cultura de poliestireno. Foram plagueadas inicialmente a concentracdo de 10°

células por poco da placa de cultura.

Para a cultura do fragmento, o tecido pulpar foi lavado duas vezes com HBSS,
centrifugado por oito minutos a 1200 rpm, o sobrenadante foi descartado e o tecido retirado
delicadamente com a ponta da pipeta para ser alocado nos pogos da placa de poliestireno,
com 2ml de meio de cultura (Mooney et al., 1996).

A suspensdo de células obtidas por digestdo enzimética e o fragmento de tecido
pulpar foram transferidos para uma placa de seis pocos de poliestireno contendo 2mL de
meio de cultura (Mooney et al., 1996; Gronthos et al., 2000-2002; Gagari et a., 2006). As
células foram mantidas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 e 70% de umidade, e 0 meio

trocado a cada dois dias.

Para estabelecimento de subculturas, as células foram soltas do fundo do frasco
por tratamento com solucdo de tripsinasEDTA contendo 2,5 g/L detripsina (1:250) e 0,38 g/L
de EDTA em HBSS por trés minutos a 37° C. A suspensdo de células foi transferida para um

tubo de centrifuga contendo meio de cultura com soro fetal bovino parainativacdo datripsina
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e, em seguida, centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos. As células foram contadas em camara

de Neubauer (Boeco, Germany) e passadas para novo frasco de cultura.

4.3 - Avaliagdo morfolégica dos grupos CPdp e CPdd em microscopia de
luz

Para a andlise morfol 6gica em microscopia de luz, apés 14 dias de cultivo, uma
laminula (18 x 18 mm) foi primeiramente posicionada em cada um dos seis pocos de uma
placa de cultura e tratada por 30 minutos com poli-L-lisina (0,1 mg/mL). Cada um dos seis

pocos recebeu 2 mL de meio de cultura e o proporcional a5x10* células.

ApoOs as 48 horas de cultivo, o meio de cultura foi retirado e as células lavadas
com PBS. As células aderidas a cada uma das laminulas foram fixadas com paraformaldeido
2% em tampéo fosfato por 10 minutos. Depois de serem lavadas com PBS, as células foram
coradas com Giemsa 4% em metanol, por 5 minutos. Apds serem lavadas com solucéo salina
tamponada com sais de fosfato (do inglés. Phosphate- Buffered Saline —-PBS) para remocéo
do excedente de corante, as laminulas foram retiradas dos pocos e montadas sobre |aminas de
vidro para microscopia (26 x 76 mm), com a face contendo as células coradas em contato
com a lamina e fotografadas no microscopio optico de luz invertida NIKON- DIAPHOT
TMD, com camera NIKON FE2, nas objetivas de 10x, 20x e 40x. No microscopio Zeiss
Axiaphot foi utilizada a ocular de 10x e a objetiva de 100x. Utilizamos como referéncia barra

de tamanho de 50pum.

Para andlise morfologica, foram consideradas as células semehantes a
fibroblastos e aos aglomerados de col6nias de células, denominadas de unidades formadoras
de colbnias semelhantes a fibroblastos (UFC-F) e outros tipos celulares capazes de formar
col6nias aderentes, quando cultivadas em baixa densidade celular, na presenca de soro feta
bovino, de origem mesenquimal (CTM) (Bianco et al., 2000, Goldberg, 2004; Zago e Covas,
2006; Novakovic e Freshney, 2006).

4.4 - Avaliagdo do crescimento/proliferagdo de CPdp e CPdd em relacdo
aos métodos de isolamento

Para observar e comparar a proliferacéo celular de CPdp e CPdd, apds o 5°
subcultivo de cultura, foram feitas passagens iniciais de 5x10% células, de ambos grupos

celulares (CPdp e CPdd), para os dois métodos de isolamento. Os procedimentos foram
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realizados em triplicata e para cada um dos tempos de cultura: 48, 96, 144, 192, 240, 288 e
336 horas (Mooney et a, 1996; Kamata et a., 2004).

Apbs esses periodos, 0s sobrenadantes de cada cultura foram descartados, as
céulas foram soltas do fundo do frasco utilizando-se solucdo de tripsina EDTA,
centrifugadas e ressuspensas em meio de cultura. Dessa amostra, foram retirados 10 puL que
foram subsequientemente adicionados a 190 uL de solucéo salina contendo 0,15% do corante
vital azul de tripan (Kamata et a, 2004), de modo a efetuar-se, em camara de Neubauer

(Boeco, Germany), a contagem de células vidveis.

O corante vital azul de tripan penetra apenas nas células que perderam a
integridade da membrana citoplasmética. Assim, enquanto as células ndo viaveis se coram, as
células viaveis permanecem transparentes. Por meio da andlise dos valores obtidos nas
contagens, foram feitas curvas de crescimento para cada grupo celular, em relacdo aos dois

métodos de isolamento, possibilitando a comparagéo.

4.4.1 - Analise estatistica do crescimento e proliferacao de CPdp e CPdd

Foram comparadas as médias de crescimento de dois grupos. CPdp (células de
polpa dental humana de dentes permanentes) e CPdd (células de polpa dental humana de
dentes deciduos) em relacdo aos dois métodos de isolamento C/D (digestdo enzimética pela

acao das enzimas colagenase tipo | e dispase) e OG (cultura do fragmento do tecido pulpar).

Utilizamos o teste paramétrico para duas amostras independentes, o Teste T de
Sudent, com a finalidade de avaiar as diferencas entre as duas populagdes. Foi aplicado o
teste de Shapiro - Wilk para avaliar se as células apresentaram distribui¢do normal, e o teste
de Levene, para verificar se as variancias se apresentaram homogéneas, se houve diferenca
entre os grupos e se foram significativas. Em seguida foram gerados gréficos para anaises e
conclusdes com barra de erro representando uma vez o erro padréo das médias. O nivel de

significancia considerado foi de 5% (p < 0,05).

O célculo para estimativa do Tempo de Duplicacéo (TD) foi aplicado levando em
considerac&o o crescimento exponencia dos grupos celulares estudados, aplicando a seguinte
formula: TD = tempo total de horasou T x In2x1/ [In(NO — N)]; N= nimero final de células,
NO = N inicia de células; e In = logaritimo natural de 2. Esta férmula deriva do célculo das

curvas de crescimento em N=NOx2t/T.
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4.5 - Caracteriza¢cdo do padrdo imunofenotipico das CPdd e CPdp in
vitro

Andlise imunofenctipica foi obtida para caracterizar a progenia das popul agdes
clonogénicas de CPdp e CPdd, através da marcagdo direta com os anticorpos monoclonais de
camundongos anti-humanos, conjugados a fluorocromos, conforme a seguir: 1- Anti-CD117
ou c-kit conjugado a APC (Aloficocianina - Invitrogem), marcador celular para célula-tronco,
pois interage com o fator SCF ou stem cell factor e com precursores de células de crista
neural (Gagari et a., 2006); 2- Anti-CD34 conjugado a PE (Ficoeritrina - FK Biotec),
marcador para células progenitoras hematopoiéticas mieldides e linféides humanas, células
do endotélio vascular, fibroblasto embridnico, algumas células de tecido nervoso adulto e
fetal, e algumas formas de leucemia; e 3- CD45 RA conjugado com FITC (Fluorescin
Isothiocyanate - FK - Biotec), marcador especifico para linfécitos T imaturos ou ainda néo
expostos (Laino et al., 2006; Papaccio et a., 2006).

Para a marcacdo direta da linhagem celular, as células foram coletadas,
centrifugadas a 1500 rpm por 7 minutos e ajustadas para a concentracao de 2x10° células/mL
utilizando solucdo de marcagéo com PBS, 0,1% de Azida Sodica e 1% de BSA (do inglés:
Albumine from Bovine Serum- Sigma/Aldrich).

Foram acrescentados 10 pL do anticorpo correspondente a cada tubo e
adicionados 100 pL da suspenséo celular. Depois de levemente agitados, foram incubadas por
15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram ressuspensas em 0,5 mL de solugdo de
marcagao e levadas imediatamente para o citdmetro de fluxo, marca FACScalibur Becton
Dickinson, coletando de 10.000 eventos e analisados pelo software Cell Quest (Becton

Dickinson).

4.5.1 - Analise estatistica da caracterizacao do padrao imunofenotipico de
CPdp e CPdd

Os dados das andlises geradas para estabelecer a comparacéo dos tipos celulares
em relacdo aos métodos de isolamento e dos métodos de isolamento em relagdo aos mesmos
tipos celulares (amostras CPdp e CPdd) foram normalizados, ou sgja, de cada valor da média
das células adquiridas e marcadas com os anticorpos utilizados (marcadores) foi subtraido o
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valor das médias dos respectivos grupos controle de células ndo marcadas, e aplicado o teste
T de Sudent.

Para a andlise dos valores ndo normalizados, comparando os diferentes anticorpos
(anti-CD117, anti-CD34 e anti-CD45) com 0s seus respectivos grupos controle de células ndo
marcadas, foi aplicado o Teste T de Student.

Para a andlise das comparacfes das médias de marcacao dos diferentes anticorpos
entre s para CPdp e CPdd, com a forma de isolamento C/D, foi aplicado o teste ANOVA
One Way com o post hoc da ANOVA, para as multiplas comparacdes utilizando o teste de

Benferroni.

Para a andlise das comparactes das médias de marcacéo dos diferentes anticorpos
entre s para CPdp e CPdd, com a forma de isolamento OG, as pressuposicoes da ANOVA
ndo foram respeitadas (teste de Shapiro-Wilk e teste de Levene com P<0,05). Portanto foi
utilizado o teste da ANOVA ndo paramétrico (teste H de Kruskal-Wallis, e o post hoc da
ANOVA, pelo teste de Benferroni) para as multiplas comparagdes com 0s respectivos grupos

controle.

Paratestar qualquer das hipoéteses, foi considerada o nivel de significancia o valor
de P < 0,05. O software utilizado foi o SPSS® com o0s parametros de informacdo
considerando os métodos de isolamento (C/D e OG), os tipos celulares (CPdp e CPdd) e os
anticorpos/marcadores (grupo controle, CD34, CD45, CD117).

As estatisticas descritivas consideraram a média, errro e o desvio padréo,
enquanto que os graficos foram gerados pelos dados da tabela de estimativa da média das
células adquiridas e marcadas com barra de erro representando uma vez o erro padréo das

médias.

4.6 - Aspectos éticos:

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, com o registro nimero 034/2007 (anexo-
1).
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Os pacientes doadores e seus responsavels legais foram orientados verbalmente e
por escrito sobre a natureza da pesquisa, 0os objetivos, justificativas, riscos e beneficios.
Assinaram e receberam uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
e foram informados sobre o nome dos responsaveis da pesguisa (pesquisadora e
orientadores), assim como receberam todos os contatos telefénicos e emails para

estabel ecerem contato em caso de dividas ou desisténcia.

Todos os itens do TCLE foram respeitados e o CEP/FS foi atualizado em
relatorio final, conforme orientagdes da Resolucéo 196/96.
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5.1 - Avaliagdo morfoldgica dos tipos celulares CPdd e CPdp em
microscopia de luz

Inicialmente, entre a primeira e terceira passagem, as culturas primérias celulares
de ambos os grupos, independente do método de isolamento, apresentaram-se aderentes a

placa de cultura de poliestireno, bastante heterogéneas, com uma mistura de populagdes

celulares demonstrando aspectos morfol 6gicos semelhantes a fibroblastos, e algumas células

com formas esféricas semelhantes aos tipos celulares epiteliais e endotelias (figura 4).

Figura 4: Culturas em confluénica de CPdd e CPdp para o méodo de isolamento celular com
colagenase tipo | e dispase (C/D). Em (a) e (c) culturas representativas de CPdp-C/D. Em (b) e
(d) culturas representativas de CPdd-C/D. Em (c) e (d) apresentadas as fotomicrografias de
células poligonais, apresentando extensdes citoplasmaticas, aspectos morfoldgicos semelhantes a
fibroblastos, para CPdp e CPdd respectivamente.
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Foi possivel constatar que a cultura de células obtida pelo método de disperséo
celular pela digestdo enzimética do tecido pulpar acancava confluéncia mais rapida no inicio
do cultivo, em comparacdo com o método isolamento pelo cultivo do fragmento do tecido.
Apbés 14 dias de cultura, a proliferacdo (confluéncia) celular por OG estava nivelada com o

método de isolamento C/D.

A0 microscopio optico de luz invertida ndo foram observadas diferencas
morfoldgicas em relacdo aos métodos de isolamento para os grupos celulares em estudo,
principal mente nas culturas confluentes (figura 5).

Figura 5: Culturas CPdp para os dois métodos de isolamento. Em (a) e (c) fotomicrografias
representativas das culturas de CPdp-OG. Em (b) e (d) fotomicrografias das culturas de CPdp-
C/D. Em (c) e (d) ilustracéo das col6nias em camadas com alta densidade celular.

59



Resultados

Nas culturas com o fragmento do tecido pulpar, foi observada a migracéo celular
do tecido para a placa de cultura. As células préximas ao fragmento exibiram formas
heterogéneas, mas adquirindo morfologia predominantemente poligonal ou aongada,

semel hante ao padréo observado nas culturas por C/D (figura 6).

Figura 6. Cultura primaria do fragmento de CPdd-OG. Migracao celular (seta) do
fragmento do tecido pulpar (FTP) para a placa de cultura. Coldnias formadas em duas
semanas. Préoximas ao fragmento foram observados grupos celulares de formas
heterogéneas, mas com o avanco da proliferacdo as células foram adquirindo formas
predominatemene alongadas semelhantes a fibroblastos.

Uma constatagdo interessante, nas culturas mais incipientes pelo método de
isolamento por C/D (culturas entre 07 e 15 dias) e no inicio da confluéncia celular de cada
subcultivo (até a quinta passagem), foi a formagdo de aglomerados das unidades formadoras
de colbnias celulares semahantes a fibrobalstos (UFC-F), cuja por¢do central de células
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apresentou-se predominantemente com células esféricas (Figura 7). Partindo dos aglomerados

celulares, as células originamente esféricas comegam a adquirir formas mais alongadas.

Figura 7: Aglomerados celulares de Unidades Formadoras de Colbnias semelhantes a
fibroblastos (UFC-F). Em (a) e (c) cultura de CPdp-C/D. Em (b) e (d) cultura de CPdd-C/D.
Partindo dos aglomerados as células, originalmente esféricas, comegaram a adquirir formas
mais alongadas. Culturas de duas semanas, primeiro cultivo.

Nas culturas em confluéncia tanto para CPdd como para CPdp, independente do
método de isolamento, as células foram adquirindo aspectos predominantemente semel hantes
a fibroblastos, com formas mais alongadas, algumas com nuicleos excéntricos e polarizados,
exibindo prolongamentos citoplasmaticos, resultando em uma monocamada de células

alinhadas na periferia do tecido celular cultivado (avaliacéo com corante Giemsa, figura 8).
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Figura 8: Avaliacdo morfoldgica de amostras celular es coradas com Giemsa, ter ceir o subcultivo.
Culturas de 28 dias. Céulas aderentes, alongadas, alinhadas em uma monocamada,
apresentando extensdes citoplasmaticas, algumas células com nucleos polarizados (a e b). Em (a)
e (c) culturas representativas das culturas de CPdp-C/D. Em (b) e (d) culturas representativas
de CPdd-C/D.

Com o avanco da cultura, apds trés semanas de cultivo, para os dois métodos de
isolamento, as células se mostraram alinhadas, com longos prolongamentos do citoplasma, e
estabelecendo unifes citoplasméticas, organizando monocamadas, e dobras do tecido de
células (figura 09). ApOs sucessivas passagens, ndo foram mais observadas colonias de

células com morfologia esférica semelhantes aos tipos celulares epiteliais e endoteliais.
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Figura 9: Amostras de culturas coradas com corante de Giemsa, Culturas confluentes, terceiro
subcultivo em (a) CPdp-OG e em (b) CPdp-C/D. A cada passagem, nas culturas confluentes,
observamos o alinhamento celular em monocamada e dobras do tecido de células.

As andlises morfoldgicas demonstraram que 0s protocolos desenvolvidos para a
obtencdo e o estabelecimento das culturas primarias dos tipos celulares CPdp e CPdd foram

eficientes, permitindo o crescimento e proliferacdo celular in vitro.

5.2 - Avaliagdo do crescimento/proliferacdo dos tipos celulares CPdd e
CPdp: Caracteristica da Amostra

As amostras de células CPdd e CPdp constituem variaves independentes, nao
pareadas, e quantitativas. Foi utilizado o teste paramétrico T de Sudent para duas amostras
independentes. Todas as variaveis (niUmero de células por tempo) apresentaram distribuicdo
normal, P > 0,05 (verificada pelo teste de normaidade de Shapiro-Wilk) e apresentaram

variancias homogéneas P > 0,05 (verificada pelo teste de Levene).

Foram comparadas as médias de crescimento das amostras para os tempos de
cultivo de 48, 96, 144, 196, 240 e 336 horas entre: Cpdd em relacgo a C/D e OG; CPdp em
relacdo a C/D e OG, entre os CPdd-C/D e CPdp-C/D e entre CPdd-OG e CPdp-OG.

As andlises entre CPdd-C/D e CPdd-OG demonstraram haver diferenca de
proliferacdo celular (P valor < 0,05). O grupo de células obtidas pelo método de digestdo
enzimética apresentou médias de crescimento maiores em relacéo ao grupo de células obtidas
pelo método de cultura do fragmento, ou outgrowth (figura 10), exceto para o tempo 336

horas.
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Figura 10: Curva de crescimento dos tipos celulares de CPdd comparando as médias de
crescimento das células obtidas pelo método de digestdo enzimética (C/D) e outgroutwth (OG).
O asterisco destaca as difer encas entr e os métodos de isolamento para cada tempo (P < 0,05).

Em reacdo ao grupo CPdp-C/D e CPdp-OG, as andises edtatisticas
demonstraram que as médias de crescimento celular, nos tempos de cultivo de 48, 144, 192,
288 e 336 ndo foram diferentes entre os dois métodos de isolmento (P>0,05). Em relacéo ao
método de isolamento C/D, houve uma queda acentuada no tempo 240 horas (apéndice 3),

mas recuperando-se a elevacdo do crescimento na cultura nos tempos subsequentes (figura

11).
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Figura 11: Curva de crescimento dos tipos celulares de CPdp, comparando as médias de
crescimento das células obtidas pelos métodos de isolamento por digestdo enzimética (C/D) e
outgrowth (OG). O asterisco destaca as diferencas entre os métodos de isolamento para cada
tempo (P < 0,05).

Comparando as taxas de crescimento dos tipos celulares CPdp e CPdd para o
método de isolamento por digestdo enzimética (C/D) (figura 12), o grupo celular de dentes
deciduos apresentou meédias de crescimento maiores em relacdo aos tempos de cultivo
analisados (apéndice 4). Houve diferenca significativa para todos os tempos da curva de

crescimento (P < 0.05).
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Figura 12: Curva de crescimento dostipos celulares de CPdp e Cpdd comparando as médias

de crescimento das células obtidas pelo método de isolamento por digestdo enzimética (C/D).

O adgterisco destaca as diferencas entre os métodos de isolamento para cada tempo (P< 0,05).
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Ao serem analisadas as médias de crescimento dos dois grupos celulares (CPdp e
CPdd) obtidos pelo método de outgrowth (apéndice 5), 0 grupo representado pelos tipos
celulares CPdd apresentou médias de crescimento maiores em comparacdo com as CPdp
(figura 13), nos tempos de contagem de 48, 144, 240, 288 e 336 horas (P< 0,05), ndo sendo

diferentes apenas para os tempos de 96 e 192 horas (P > 0,05).
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Figura 13: Curva de crescimento dostipos celulares de CPdp e CPdd comparando as
médias de crescimento das células obtidas pelo método de isolamento outgrowth (OG).
O adterisco destaca as difer encas entre os métodos de isolamento para cada tempo (P<

0,05).

A figura 14 mostra, de forma global, as andlises de crescimento dos grupos
celulares em relagdo aos métodos de isolamento. As células obtidas de dentes deciduos

apresentaram as maiores medias de proliferacéo para ambos os métodos de isolamento.
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Figura 14: Curva de crescimento global dos grupos celulares em relacéo aos dois

métodos de isolamento.

O Tempo de Dobramento (TD) para cada tipo celular esta apresentado na tabela
1. Ostipos celulares CPdd apresentaram os melhores tempos de dobramento, confirmando os

dados ilustrados nas tabel as das curvas de crescimento.

Tabela 1 - Tempos de duplicacdo das culturas primarias establecidas para CPdp e CPdd, em
relacédo aos dois métodos de isolamento (C/D e O/G).

Tipo Colagenase/Dispase  Outgrowth

Celular
CPdp 18,54 horas 19,61 horas
CPdd 16,87 horas 17,13 horas
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5.3 - Caracterizagdo do padrdo imunofenotipico das CPdp e CPdd in
vitro

Da amostra de pacientes, foram selecionados trés doadores de dentes deciduos e
trés doadores de dentes terceiros molares permanentes, conforme os critérios de incluséo

descritos na metodologia.

Foram testadas duas hipdteses. 1- se houve diferenca significativa na
imunofenotipagem entre os diferentes marcadores para os tipos celulares (CPdd e CPdp); 2-
se houve diferenca na imunofentipagem dos tipos celulares em relagdo aos métodos de
isolamento (C/D e OG). Todas as hipbteses foram testadas para os diferentes tipos de

anticorpos, e comparadas com o grupo controle de células ndo marcadas.

Foram considerados os val ores absol utos e normalizados comparando as variaveis

dos seguintes grupos conforme a seguir:

1. Perfil imunofenotipico das células adquiridas e marcadas com os diferentes
anticorpos, para os dois métodos de isolamento C/D e OG nos tipos celulares em
CPdp;

2. Perfil imunofenctipico das células adquiridas e marcadas com os diferentes
anticorpos, para os dois métodos de isolamento C/D e OG nos tipos celulares em
CPdd;

3. Perfil imunofenotipico das células em CPdp e CPdd adquiridas e marcadas com os

diferentes anticorpos, para o método de isolamento C/D;

4. Perfil imunofenotipico das células em CPdp e CPdd adquiridas e marcadas com os

diferentes anticorpos, para o método de isolamento OG.
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5.3.1 - Perfil imunofenotipico das células adquiridas e marcadas com os
diferentes anticorpos, para os dois métodos de isolamento C/D e OG nos

tipos celulares em CPdp

Considerando as andlises com valores normalizados, estimados das médias e
erros padrdes, entre os métodos de isolamento em relacdo aos tipos de anticorpos utilizados
para identificacdo do perfil fenotipico de CPdp, o marcador CD117 apresentou as maiores
meédias, em porcentagens, de expressdo para ambos os métodos de isolamento C/D e OG,
conforme os valores normalizados na tabela 2 (100% para as células obtidas pelo método de
digestdo enzimdtica C/D, e 99,69% para as células obtidas pelo método de cultura do
fragmento outgrowth — OG).

Tabela 2 - Caracterizacdo dos tipos celulares em CPdp para os dois métodos de isolamento.
Valores normalizados. Per centual de cdulasimunomar cadas.

C/D oG P(valor)
Média DP EP Média DP EP
CD34 1,33 1,16 0,39 1,73 2,70 0.93 0,83
CD45 4,67 3,51 1,17 543 6,84 2,28 0,88
CD117 100 0,00 0,00 99,69 0,08 0,03 0,96

Os resultados obtidos com o teste T de Sudent indicaram que ndo houve
diferenca significativa (P > 0, 05) entre os diferentes métodos de isolamento (tabela 2) para
CPdp. O marcador CD117 apresentou maior expressdo nos dois métodos de isolamento, e
ndo houve expressdo significativa dos antigenos de superficie relacionados com as células
progenitoras hematopoiéticas (CD34) nem com células de linhagem hematopoiética com
diferenciacéo terminal (CD45) (figura 15).
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Figura 15: Médias das diferencas das células adquiridas e marcadas com os diferentes
anticorpos, para os dois métodos de isolamento C/D e OG do grupo CPdp. Valores
normalizados. Teste T de Student. L etras diferentesindicam difer encas estatisticas.

Na figura 16, procuramos ilustrar, separadamente, as comparacOes entre as
médias das diferencas das células adquiridas e marcadas com os diferentes anticorpos
comparando com o grupo controle de células ndo marcadas, para 0 método de isolamento
(teste T de Student).

As andlises demosntraram que, independente do método de isolamento, o CD117
foi o marcador mais expresso (figura 16a e 16b) e o Unico que apresentou diferenca em
relagdo ao grupo controle (99,83% para C/D e 99,84% para OG, conforme as comparagdes
ilustradas na tabela 3.
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Figura 16: Gréficos ilustrando as andlises das mar cagBes comparadas com 0 grupo controle
para CPdp. Em (a) CPdp-C/D. Em (b) CPdp-OG. Letras e tamanhos de fonte diferentes

indicam diferencas estatisticas.

As meédias, em porcentagem, de células expressando CD34 (1,35% para C/D e
1,88% para OG) e CD45 (4,63% para C/D e 5,77% para OG) ndo apresentaram diferenca

significativa, em relagéo aos grupos controle (tabela 3).

Tabela 3 - Tipo Celular CPdp com as compar agdes dos mar cador es em relacdo aos respectivos
grupos controles. As diferencas estatisticas (P < 0,05) estdo assinaladas com asterisco (*).

C/D OG
Média DP EP P Média DP EP  P(valor)
(valor)
CD34 1,35 116 0,05 0,22 1,88 2,79 093 0,40
Controle/CD34 0,21 0,18 0,06 0,16 0,14 0,05
CD45 463 385 128 0,2 577 6,85 2,28 0,30
Controle/CD45 0,47 052 0,17 0,34 040 0,13
CD117 9983 021 0,07 0,00 99,84 09 03 0,00*
Controle/CD117 021 0,17 0,05 0,16 014 0,05
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As representacOes gréficas das medidas analiticas geradas na citometria de fluxo

estdo apresentadas nos histogramas ilustrados na figuras 17, com as diferencas nas

intensidades de fluorescéncia demonstrando 0 maior deslocamento do pico de células

positivamente marcadas para 0 marcador CD117. A figura 18 ilustra um exemplo da amostra

das intensidades de fluorescéncia nas células imunomarcadas.
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Figura 17: Histogramas exemplificando os valores de células adquiridas e os dedocamentos das
mar cacoes de CPdp para o método de isolamento C/D (a, ¢, €) e para o método de isolamento

OG (b, d, ).
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Anticorpo Y Geo Porcentagem de | Porcentagemde

células adquiridas | celulas adquinidas
Ant-CD34 2389 213 Ani-CD3 248 510
Controle CDM 2257 037 Controle COM Jobs 013
Anti-CD45 HH 4.10 Ang-CD45 3388 1363
Controle CD45 2825 105 Conirole CDE5 4958 on
Ang-CDUT 9412 9985 Angs-COIIT 106387 9 85
Controle CD1T T4 061 Controle COT 0% 187

Figura 18: Representacdo das medidas analiticas geradas na avaliagdo em citometria de fluxo,
relacionando a intensidade de fluorescéncia (Y Geo) e a porcentagem de células marcadas. Em
(a) para CPdp-C/D eem (b) para CPdp-OG.

Portanto, os resultados demonstraram que as células do grupo CPdp, marcadas
com anticorpos anti-CD34, anti-CD45 e anti-CD117 apresentaram-se positivas para o

marcador CD117 e negativas para os marcadores CD34 e CD45.

5.3.2 - Perfil imunofenotipico das células adquiridas e marcadas com os
diferentes anticorpos, para os dois métodos de isolamento C/D e OG nos

tipos celulares em CPdd

As andlises com valores normalizados, estimados das médias e erros padrdes,
entre 0os métodos de isolamento em relacdo aos tipos de anticorpos utilizados para
identificacdo do perfil imunofenotipico de CPdd, demonstraram que o marcador CD117
apresentou as maiores médias, em porcentagens, de expressdo para ambos os métodos de
isolamento C/D e OG, conforme a tabela 4 (98,95% para as células obtidas pelo método de
digestdo enzimética C/D, e 98,73% para as células obtidas pelo méodo de cultura do
fragmento outgrowth — OG).
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Tabela 4 - Caracterizacdo dos tipos celulares em CPdd para os dois métodos de isolamento.

Valores normalizados. Per centual de cdlulasimunomar cadas.

C/D oG P(valor)
Média DP EP Média DP EP
CDh34 53,91 9,59 3,20 35,59 21,04 7,01 0,24
CD45 11,10 11,25 3,75 10,79 14,64 4,88 0,97
CD117 98,95 0,26 0,09 98,73 0,31 0,10 0,40

Os resultados, normalizados e obtidos com o teste T de Student indicaram que

ndo houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os diferentes métodos de isolamento (tabela

4) para CPdd. O marcador CD117 apresentou maior expressao nos dois métodos de

isolamento, seguido da marcagéo do CD34, principa mente para 0 método de isolamento C/D
(53,91% para o grupo CPdd-C/D e 35,59% para CPdd-OG).

Para os dois métodos de isolamento, houve baixa expressdo dos antigenos de
superficie relacionados com linhagem hematopoiética com diferenciagdo termina (CD45)

(figura 19).
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Figura 19: Médias das diferencas das células adquiridas e marcadas com os diferentes
anticorpos, para os dois méodos de isolamento C/D e OG do grupo CPdd. Valores
normalizados. Teste T de Student. L etras diferentesindicam difer encas estatisticas.

Estabelecendo uma comparacéo da imunoreatividade entre os dois métodos de
isolamento para CPdd, esta ilustrado na figura 20, separadamente, as comparagdes entre as
médias das diferencas das células adquiridas e marcadas com os diferentes anticorpos e
comparadas com 0 respectivos grupos controle de células ndo marcadas. Pelas andlises
gréficas, independente do método de isolamento, o CD117 foi o marcador mais expresso,
seguido do CD34 (tabelab).
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Tabela 5 - Tipo Celular CPdd com as compar agdes dos mar cador es em relacdo aos respectivos

grupos controle. As diferencas estatisticas (P < 0,05) estdo assinaladas com asterisco (*).

C/D OG
Média DP EP P (valor) Média DP EP  P(valor)

CD34 5524 959 320 0,01* 36,13 21,04 7,01 0,04*
Controle/CD34 1,33 097 0,32 0,54 043 0,14

CD45 12,80 11,25 3,75 0,22 11,34 14,64 4,88 0,33
Controle/CD45 1,70 140 047 0,55 044 0,15

CD117 9995 003 0,01 0,00* 99,79 031 0,10 0,00*
Controle/CD117 1,00 1,13 0,38 1,03 0,86 0,29

Para o grupo celular CPdd, as médias, em porcentagem, de células positivas para
0 CD117 (55,24% para C/D e 38,13% para OG) e para 0 CD34 (55,24% para C/D e 38,13%
para OG) foram diferentes do grupo controle (P < 0,05). A marcagdo com 0 anticorpo anti-

CD45 (12,80% para C/D e 11,34% para OG) ndo apresentou diferenca em relacéo aos grupos

controle (tabela 5).

Os graficos apresentados na figura 20 demonstram a expressao dos anticorpos,

gue representam os valores das comparagdes da tabela 5. Foi observado que os tipos celulares

em CPdd, independente do método de isolamento, expressaram positivamente os marcadores

CD117 e CD34 e apresentam baixa expressso do CD45 (P< 0,05), sem contudo

representarem valores significativos (figura 21f).

A expressdo do CD34 estabelece uma diferenca de imunoresatividade em relagdo

aos tipos celulares em CPdp para este antigeno de superficie.
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Figura 20: Graficos ilustrando as analises das marcagdes comparadas com o grupo controle
para CPdd. Em (a) CPdd-C/D. Em (b) CPdd-OG. Letrasefontes diferentesindicam diferencas
estatisticas.

Na figura 21 estdo ilustradas as representacdes graficas das medidas analiticas
geradas na citometria de fluxo, apresentando nos histogramas as diferencas nas intensidades
de fluorescéncia e o deslocamento do pico de células positivamente marcadas com 0s
anticorpos anti-CD117 e anti-CD34. A figura 22 ilustra um exemplo da amostra das

intensidades de fluorescéncia nas células imunomarcadas.
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Figura 21: Histogramas exemplificando os valores de células adquiridas e os dedocamentos das
mar cagoes de CPdd para o método de isolamento C/D (a, ¢, €) e para o método de isolamento

0G (b,d,f).

Porcentagem de Porcentagem de

| células adquiridas células adquiridas
AniCDM 2240 4438 Anti-CD34 2675 4949
Controle CD34 2179 160 Controle CD34 242 024
Ang-CD45 2169 2419 Anti-CD45 2% 2811
Controle CD45 24 201 Controle CD45 2673 0.4
Anb.CDIT 1863 32 9998 Ant-CON7 164703 9997
Confrole CD117 136 86 019 _Cuntmle cony 8010 (.66

Figura 22: Representacdo das medidas analiticas geradas na avaliagdo em citometria de fluxo,
relacionando a intensidade de fluorescéncia (Y Geo) e a porcentagem de cdlulas marcadas. Em
(a) para CPdd-C/D e em (b) para CPdd (OG).
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5.3.3 - Perfil imunofenotipico das células em CPdp e CPdd adquiridas e

marcadas com os diferentes anticorpos, para o método de isolamento C/D

Os valores normalizados estimados para a comparagdo das médias, desvios e
erros padrdes (teste T de Student), entre as marcagdes dos tipos celulares em CPdp e CPdd
(figura 23), em relacdo ao método de isolamento C/D demonstraram que houve diferenca
para a marcagdo com o anticorpo anti-CD34 (P < 0,05), com a média de caracterizacdo em
53,91% contra 1,33% em relacdo a CPdp (tabela 6). Em ambos os tipos celulares o marcador
CD117 apresentou as maiores médias, em porcentagens, de expressao (100% para CPdp e
98,95% para CPdd).

Tabela 6 - Médias das diferencas de marcacédo de CPdp e CPdd em relacdo ao método de
isolamento por digestdo enzimatica com Colagenase tipo | e Dispase (C/D). Valores
normalizados. Percentual de célulasimunomarcadas. As diferencgas estatisticas (P < 0,05) estéo
assinaladas com asterisco (*).

CPdp CPdd P(valor)
Média DP EP Média DP EP
CD34 1,33 1,16 0,39 53,91 9,59 3,20 0,01*
CD45 4,67 3,51 1,17 11,10 11,25 3,75 0,04
CD117 100 0,00 0,00 98,95 0,26 0,09 0,05
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Figura 23: Médias das diferencas de marcacdo de CPdp e CPdd em relacdo ao método de
isolamento por digestdo enzimatica com Colagenase tipo | e Dispase (C/D). Valores
normalizados. Teste T de Student. Letras e fontes diferentesindicam diferencas estatisticas.

Os gréficos apresentados na figura 24 ilustram as multiplas comparacOes e as
expressdes dos marcadores, representados nos vaores das médias, em porcentagem, de
células positivamente marcadas (tabela 7).

Para os tipos celulares em CPdp-C/D (figura 24a) houve diferenca (P < 0,05)
entre os marcadores (tabela7). O marcador mais expresso foi 0 CD117 (99,83%) com baixa
expressdo dos marcadores CD34 (1,35%) e CD45 (4,63%). Este resultado reforca a
caracterizacdo imunofenotipica em que os tipos celulares CPdp foram positivos para CD117 e
negativos para CD34 e CD45. Nado houve diferenca significativa entre os CD34 e CD45 (P >
0,05).
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Para os tipos celulares em CPdd-C/D (figura 24b) houve diferenca entre os
anticorpos (P < 0,05), com maiores expressdes dos marcadores CD117 (99,95%) e CD34
(55,24%), e baixa expressao para o CD45 (12,80%) (tabela 7).

% céls adquiridas
% cols ailouiliinm

Figura 24: Médias das diferencas entre as mar cagoes de CPdp e CPdd. M ultiplas compar acdes
para o método de isolamento com Colagenase tipo | e Dispase (C/D). Em (a) observamos as
médias das diferencas entre as mar cagdes de CPdp. Em (b) avaliamos as médias das diferencas
entre as marcaces de CPdd. Teste ANOVA One-Way. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas.

Tabela 7 — M édias per centuais das difer encas entr e as mar cacdes de CPdp e CPdd em relacao
ao método deisolamento por com Colagenasetipo | e Dispase (C/D). Teste ANOVA One-Way.
Asdiferencas estatisticas (P < 0,05) estdo assinaladas com asterisco (*).

CPdp CPdd
Média DP EP  P(valor) Média DP EP  P(valor)

CDh34 1,35 1,16 0,39 55,24 954 320
CD34xCD45 0,12 0,00*

CD45 4,63 38 1,28 12,80 11,25 3,75
CD45xCD117 0,00* 0,00*

CD117 99,83 021 0,07 99,95 0,03 0,01
CD117xCD34 0,00* 0,00*
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5.3.4 - Perfil imunofenotipico das células em CPdp e CPdd adquiridas e

marcadas com os diferentes anticorpos, para o método de isolamento OG

Os valores normalizados, estimados para a comparagdo das médias, desvios e
erros padroes (teste T de Sudent) entre as marcagdes dos tipos celulares em CPdp e CPdd
(figura 25), em relacdo ao método de isolamento OG, demonstraram que houve diferenca
estatistica do marcador CD34 para CPdd (P < 0,05), assim como foi observado no método de
isolamento C/D. A média de caracterizacdo para o marcador CD34 foi de 35,59% para CPdd
contra 1,73% para CPdp (tabela 8). Em ambos os tipos celulares o marcador CD117
apresentou as maiores medias, em porcentagens, de expressao (99,69% para CPdp e 98,73%
para CPdd).

Tabela 8 - Médias das diferencas entre as mar cacdes de CPdp e CPdd em relacdo ao método de
isolamento por outgrowth. Valores normalizados. Percentual de células imunomarcadas. As
diferencas estatisticas (P < 0,05) estéo assinaladas com asterisco (*).

CPdp CPdd P(valor)
Média DP EP Média DP EP
CD34 1,73 2,70 0,9 35,59 21,04 7,01 0,01*
CD45 543 6,84 2,28 10,70 14,64 4,88 0,6
CD117 99,69 0,08 0,03 98,73 0,31 0,10 0,05
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Figura 25: Médias das diferencas entre as mar cages de CPdp e CPdd em relacdo ao método de
isolamento por outgrowth (OG). Valores normalizados. Teste T de Student. Letras diferentes
indicam difer encas estatisticas.

Os gréficos apresentados na figura 26 ilustram as multiplas comparacles e as
expressdes dos marcadores, representados nos vaores das médias, em porcentagem, de
células positivamente marcadas (tabela 9).

Para os tipos celulares em CPdp-OG (figura 26a) houve diferenca (P < 0,05)
entre os marcadores CD34 (1,88%) e CD45 (5,77%) em relacdo ao CD117, que foi o
marcador mais expresso (99,84%), reforcando os resultados anteriores em que CPdp,
independente do método de isolamento, apresentou perfil imunofenotipico positivo para
CD117 e negativo para CD34 e CD45. Ndo houve diferenca estatistica relevante entre os
CD34 e CD45 (P> 0,05).
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Para os tipos celulares em CPdd-OG (figura 26b) houve diferenca entre os

anticorpos (P < 0,05), com maiores expressdes dos marcadores CD117 (99,79%) e CD34
(36,13%), e baixa expressdo para o CD45 (11,34%) (tabela 9).
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Figura 26: Médias das diferencas entre as mar cacdes de CPdp e CPdd. M ultiplas compar aces
para o método de isolamento por outgrowth. Em (&) observamos as médias das diferencas entre
as mar cacles de CPdp. Em (b) avaliamos as médias das diferengas entre as mar cagdes de CPdd.
TesteH de Kruskall-Wallis. Letras diferentesindicam diferencas estatisticas.

Tabela 9 - Médias percentuais das diferencas entre as mar cagdes de CPdp e CPdd em relacéo ao
método deisolamento por outgrowth (OG). Teste H de Kruskall-Wallis. As diferencas estatisticas
(P < 0,05) estéo assinaladas com asterisco (*).

CPdp CPdd
Média DP EP  P(valor) Média DP EP  P(valor)

CDh34 1,88 2,79 093 36,13 21,04 7,01
CD34xCD45 0,66 0,04*

CD45 577 6,85 2,28 11,34 1464 4,88
CD45xCD117 0,00* 0,00*

CD117 99,84 0,9 0,3 99,79 031 0,10
CD117xCD34 0,00* 0,00*
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Os protocolos de isolamento e cultura desenvolvidos neste estudo foram
eficientes. Com as condicdes de cultivo mantidas estaveis, o crescimento celular foi bastante
favorecido, os tipos celulares apresentaram bons resultados proliferativos, cujo crescimento
exponencial pode ser avaliado nos resultados das curvas de crescimento e nos tempos de
dobramento (figuras 10 a 14 etabela 1).

A maioria dos protocolos destinados ao isolamento, cultura e caracterizacdo das
células do tecido pulpar segue o método de cultura estabelecido por Gronthos et al.(2000-
2002), reforcado por Freshney et al. (2007). Na maioria dos protocolos que seguem esta
metodologia, as células foram obtidas pela associacdo das enzimas colagenase tipo |
(3mg/mL) e dispase (4mg/mL ), cultivadas no meio a-MEM (formulagdo oo do meio essencia
minimo) com diferentes concentracfes de soro fetal bovino (do inglés:. fetal bovine serum), e
com suplementacdo sugeridade 2mM de glutamina e 100uM &cido L — ascérbico.

Geralmente os meios a-MEM e DMEM séo os mais utilizados para o cultivo de
células aderentes (Peres e Curi, 2005; Novakovic et a., 2006; Freshney et a., 2007).

O meio de cultura utilizado nesta pesquisa foi 0 DMEM acrescido de 20% do
soro fetal bovino, sem a suplementacdo comumente citada de 2mM de glutamina e 100uM de
acido L — ascérbico (Novakovic et al., 2006; Freshney et a., 2007).

N&o houve nenhuma limitacdo metodoldgica que pudesse comprometer a
consecucdo dos objetivos do trabalho, nem sinais de deterioracdo morfoldgica das células
cultivadas (figuras 4c, 4d, 8a e 8b).

N&o foram observadas diferencas no perfil morfoldgico entre os tipos celulares
oriundos das polpas de dentes deciduos e permanentes, nem entre os dois méodos de
isolamento, nas avaliagBes por microscopia optica no microscopio de luz invertida, antes e

ap6s a coloragdo com corante Giemsa (figuras 4 a 9).

Esta constatac&o esta alinhada com as observactes de Gronthos et al. (2000-2002)
e Miuraet a. (2003) em relacdo aos tipos celulares por eles denominados de DPSCs e SHED,
isolados por digestéo enzimética (C/D).

No entanto, em um estudo comparando os dois métodos de isolamento de células
da polpa dentéaria de dentes permanentes humanos, Huang et a. (2006a) concluiram que

diferentes métodos de isolamento ddo origem a diferentes linhagens de células pulpares in
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vitro. Porém, em relacdo a diferenciacdo odontobléstica, anbos os métodos geraram células

pul pares contendo progenitores de odontoblastos.

Gronthos et al. (2000), e Batouli et al. (2003) verificaram esta diferenciacéo das
células pulpares, isoladas por digestdo enzimatica, em tipos semelhantes a odontoblastos e a

producéo de dentinain vivo.

A maior vantagem do método de isolamento por outgrowth é sua conveniéncia
em relacdo as etapas de processamento no laboratdrio e 0 baixo custo. No entanto, observou-
Se ser necessario mais tempo para que as células pudessem comecar a migrar do tecido e
constituissem uma cultura. Esta constatagéo também fora abordada por Huang et a (2006a).
As andlises de curva de crescimento deste estudo comprovaram areferida observacéo (figuras
10 a14).

Kerkis et al. (2006) acreditaram que culturas de fragmento do tecido pulpar, antes
da primeira passagem com tripsinizagdo da cultura, provavelmente previnem gue as células-
tronco passem a se diferenciar prematuramente. Em condigdes normais, estas células
permanecem em estado quiescente e se dividem muito lentamente, mas em casos de injuria
do tecido pulpar estas células migram para o sitio da lesdo e rapidamente proliferam para
participarem do processo de regeneracdo. Estes autores sugeriram que, no método de
isolamento e cultura tipo outgrowth, estas células-tronco imaturas de polpa dental (do inglés:
imature dental pulp stem cells - IDPSCs) predominantemente e seletivamente proliferam.
Eles inferiram que os gradientes entre a pega do tecido dental e 0 meio de cultura servem
como um vetor que estimula e dirige a migragdo destas IDPSCs (presentes tanto em SHED

como em DPSC), pois €l as perceberiam esta situacéo como um sitio de injaria do tecido.

Nas avaliacdes morfol 6gicas em microscopia optica de luz, no inicio das culturas
de CPdd e CPdp, independente do tipo de isolamento, foram observadas culturas heterogénias
com algumas células apresentando-se mais esféricas e outras alongadas (figuras 4a, 4b, 5a,
5b). Ap0s um periodo que variou de 7 a 15 dias, as céulas aderiram a superficie de
poliestireno da placa de cultura, apresentando formas mais alongadas e irregulares. Esta
constatacdo esta de acordo com as avaliagbes dos estudos morfoldgicos descritos por
Stanislawski et al. (1997) e Couble et al. (2000).

A medida que a populacgo celular foi proliferando, as células foram adquirindo

formas poligonais, com expansdo do citoplasma e o nicleo mais polarizado (figuras 5 e 8).
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Células com morfologia esférica tém sido relacionadas como células precursoras
endoteliais e epiteliais (kikuchi et a., 2004; Huang et a., 2006). No entanto, segundo
Freshney et al. (2007), estas populacdes celulares sdo consideradas contaminagfes no cultivo
de células-tronco mesenquimais, quando ndo se redliza a purificagdo prévia (separacéo
imunomagnética) das células logo apos a digestdo enzimatica do tecido. Geralmente, estas

células desaparecem da cultura ap0s as sucessivas passagens.

Céulas polarizadas tém sido observadas em culturas de polpa dental (Couble et
al., 2000) e sdo consideradas como células precursoras de odontoblastos, (Gronthos et al.,
2000-2002) ou pulpoblastos (Stanislawski et al., 1997; Goldberg e Smith, 2004).

Apos as avaliagbes da mobilidade e morfologia das células que migraram do
fragmento do tecido pulpar (outgrowth), Stanislawski et al. (1997) relataram que estas células
sd0 de origem mesenquimais relacionadas com fagacitos e histiocitos mononucleares. Tem
sido reportado que os fibroblastos sdo os tipos celulares que mais migram do tecido pul par

paraa cultura celular (Huang et al., 2006a).

Destaforma, assim como sugeriram Huang et a. (2006a), para garantir o maximo
de migracéo dos tipos celulares do tecido pulpar de CPdp e CPdd, foram realizadas varias
transferéncias do fragmento de tecido para os pocos das placas de cultura (figura 6) até que
ndo fossem mais constatadas migracOes celulares para a cultura (aproximadamente 4 a 5

transferéncias).

Apbs o primeiro subcultivo, as células proliferaram até atingir uma confluéncia
em monocamadas. Com 0 avango da cultura, apds o terceiro subcultivo as células cresceram
exibindo dobras com formac&o de um tecido de céulas (figuras 5c, 5d, 9a, 9b).

Uma observacdo relevante deste estudo morfolégico foi a identificacdo de
aglomerados (do inglés. clusters) celulares formando nucleos de colbnias esparsos na placa
de cultura (figura 7a, 7b, 7c, 7d). Esses aglomerados foram descritos nas observacdes de
varios autores (Castro-Malasprina et a., 1980; Couble et al., 2000; Huang et a., 20063,
Yamada et a., 2006).

Em culturas de células pulpares isoladas por dissociagdo enzimética, tem sido
demonstrado que estas formagdes de nddulos ou agregados celulares, algumas vezes em

multicamadas, constituem prérequisito para diferenciacdo de células semelhantes a
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odontoblastos e formagdo de matriz mineralizada (Couble et al., 2000, Yamada et al., 2006;
Otaki et al., 2007).

Huang et a. (2006b) alegaram que destes grupos centrais de células emergem
células em diferentes angulos, aterando sua morfologia a medida que interagem com células

de outros aglomerados, e sugere que devam ser mais investigadas.

Os resultados das avaliagbes morfolégicas deste estudo iguamente revelaram
estas coldnias interagindo com células de varios aglomerados (figuras 7a, 7b, 7c, 7d). Na
literatura, essas unidades celulares tém sido relacionadas como pré-requisito para a
diferenciac@o odontoblastica (Huang et al., 2006b).

De acordo com os dados bibliograficos levantados, alguns estudos evidenciaram a
eficiéncia de formagdo de coldnias formadoras de fibroblastos, as UFC-F, pelas BMSSCs e
DPSCs como caracteristica que potencializa a habilidade de diferenciagdo clonogénica de
células precursoras (Castro-Malaspina et al., 1980; Bianco et al., 2000; Goldberg, 2004;
Huang et a., 2006b; Otaki et a., 2007).

Muitos estudos demonstraram que uma populacdo minoritaria de células-tronco
existe dentro do tecido pulpar. Porém, mesmo em minoria, estas células apresentaram
maiores indices de proliferacdo in vitro, qguando comparadas com as BMSSCs. Isto se deve ao
fato de que o tecido pulpar € mais fibroso, gerando conseqlentemente mais UFU-F em
contraste com o fluido de matriz Gssea aspirada da medula, que é compreendido
predominantemente por células hematopoiéticas, incluindo proporcBes variadas de
contaminantes de células sanglineas periféricas. Os dentes permanentes extraidos por
indicacdo ortodéntica ou recém-erupcionados ainda se apresentam com tecido pulpar jovem,
recentemente formado, onde se supde haver mais células mesenquimais indiferenciadas ou
células-tronco (Bianco et al., 2000; Gronthos et al., 2000-2002; Goldberg, 2004).

Interessante observar que muitos estudos tém mostrado que os clones individuais
expandidos de BMSSCs, DPSCs, SHED e PDLSCs, derivados de clones de UFU-F,
apresentam grande variabilidade em sua capacidade de diferenciacdo, independente da fonte
doadora. Estas constatagbes sustentam que UFU-F contém uma mistura de populacdo de
células progenitoras mesenquimais, em varios estagios de desenvolvimento, mantidas por
uma minoria de populagdes multipotentes de células que apresentam a capacidade de se auto-

renovarem. (Shi et al., 2005; Otaki et a., 2007).
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Tem sido provado que células-tronco mesenquimais (CTM), mesmo tendo a
aparéncia de fibroblastos, diferem dos fibroblastos maduros da pele ou de outros tecidos que
ndo apresentam capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo em multi-linhagem. No
entanto, esta plasticidade (transdiferenciacdo) tem sido demonstrada nas células-tronco
semel hantes morfol ogi camente a fibroblastos isolados na medula 6ssea e mais recentemente
na polpa dental, uma vez que se diferenciam em ostedcitos, odontoblastos, adipdcitos,
condrécitos e células neurais (Gronthos et al., 2002; Kerkis et al., 2006; Zago e Covas 2006;
Novakovic et a., 2006; Freshney et al., 2007).

Em relacéo aos resultados obtidos para a comparacdo das médias de crescimento
e proliferacéo dos tipos celulares CPdd e CPdp, para cada método de isolamento, as andlises
demonstraram que os tipos celulares isolados da polpa de dentes deciduos (CPdd)
apresentaram as maiores médias de crescimento e proliferacdo quando comparados com as
células de polpa de dentes permanentes (CPdp) para os dois métodos de isolamento (figuras
10, 11, 12, 13 e 14), principlamente para o isolamento por digestdo enzimética do tecido

pulpar.

N&o houve diferenca significativa entre os tipos celulares em CPdp obtidos para

os dois métodos de isolamento (figura 11 e 14).

Vale ressatar que as células oriundas do fragmento do tecido pulpar (outgrowth),
para os dois grupos celulares (CPdd e CPdp), levaram mais tempo para migrarem do tecido e
para formarem coldnias aderentes, em relacdo ao grupo obtido por digestdo enzimética. Esta
constatacéo confirma as observacfes de Hunag et al. (2006b) e é demonstrada nos resultados
estatisticos e graficos das curvas de crescimento deste estudo. No entanto, a medida que as
culturas atingiram mais confluéncia e se iniciaram as passagens para os subcultivos, as
diferencas das médias de crescimento foram se nivelando principalmente para as células de

dentes permanentes (figura 14).

Considerando os valores obtidos para 0 aumento do nimero de coldnias, foi
constatado que os resultados dos tempos de dobramento foram semelhantes aos tempos
encontrados nos estudos para células de dentes permantes humanos (do inglés: human dental
pulp cells—hDPCs), entre 12 a 24 horas (Huang et a., 2006; Suchanek et al., 2007).

Em relacdo ao perfil imunofenotipico, os resultados demonstraram que as células

do grupo CPdp marcadas com anticorpos anti-CD34, anti-CD45 e anti-CD117, independente
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do método de isolamento, apresentaram-se expressivamente positivas para 0 marcador
CD117 (figura 15), com 100% das céulas adquiridas marcadas para C/D e 99,69% para OG

(nas andlises com os valores normalizados databela 2).

Os gréficos contidos na figura 16 ilustram os dados das andlises das multiplas
comparacfes dos anticorpos com 0s respectivos gurpos controle de células ndo marcadas,

representados natabela 3.

O CD117 foi o unico marcador que apresentou diferenca em relacdo ao grupo
controle de células ndo marcadas (P < 0,05). N&o houve expressdo significativa dos
marcadores para células progenitoras hematopoiéticas (CD34), nem para células
diferenciadas da linhagem hematopoiética (CD45), como demonstrado nas tabelas 2 e 3.
Estes dados foram confirmados nos calculos apresentados nas tabelas 6 e 8, quando se
comparou este grupo celular com CPdd (figuras 23, 24, 25 e 26).

Concluimos que as células CPdp, de acordo com nosso protocolo para
caracterizagcdo, apresentaram imunofendtipo semelhantes aos de células-tronco, sendo
positivas para CD117 e negativas para CD34 e CD45.

No entanto, em relacdo a marcagdo com o anticorpo anti-CD34, os resultados
apresentados neste estudo diferem parcialmente dos resultados realizados por Laino et a.
(2005 - 2006), Pappacio et a. (2006) e D’ Aquino et al. (2007) para 0 método de isolamento
por digestdo enzimédtica, em células oriundas de dentes permanentes. Estes autores as

apresentaram em seus trabalhos como sendo positivas parao CD34.

Na discussdo dos resultados descritos por Laino et al. (2006b), os autores
comentaram que o antigeno de superficie CD34 apresenta muita variabilidade de expressio
em CTM murinas e em polpa dentéria de dentes humanos. S&o detectadas ndo mais que 3%
da progenia de células hematopoiéticas para DPSCs. STRO-1 (marcador de célula-tronco
estromais) identifica apenas 5% das fragdes de células CD34 positivas. Mesmo assim,
baseados nestas constatagOes, os autores inferiram que as células-tronco pulpares por serem
STRO-1 positivas apresentariam a caracteristica de expressarem a marcagdo positiva para
CD34.

Porém, os resultados da imunomarcagéo deste estudo, para CPdp, estdo mais
afinados com os resultados apresentados por Gronthos et al. (2000-2002), Shi et al. (2001-

2003-2005), por Yamada et al. (2006); Ikeda et al. (2006) e Wei et a. (2007), cujos trabalhos
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demonstraram as DPSCs como CD34 negativas, para 0 método de isolamento por digestdo
enzimatica

Segundo Miura et a. (2003), as células-tronco oriundas de dentes deciduos
seriam imaturas e muito heterogéneas. Kerkis et al. (2006), em um estudo visando o
isolamento e caracterizacdo de populacdo de células-tronco de polpa dental de dentes
deciduos que expressaram marcadores embriogénicos de células-tronco, alegaram que, pelas
andlieses de diversos padrdes fenotipicos e de expressdo génica, esta populacdo de células-
tronco imaturas apresentam importantes caracteristicas embrionérias, pois apresentam forte
expressdo de marcadores de células-tronco embrionarias como a proteina OCT-4, o gene
Nanog, SSEA (do inglés. Stage-Specific Smbryonic Antigen), CD105 (SH2), SH-3/SH-4
(CD73), TRA-1-60 e TRA-1-81 (do inglés: Tumor Recognition Antigens).

Os autores afirmaram que esta populacdo imatura de células-tronco ndo esta
presente somente em SHED, mas se encontra em tecidos pulpares de dentes permanentes
jovens. A caracteristica de imaturidade seria relacionada a um estagio bem precoce do estado
indiferenciado destas células (do inglés. stemness). Em relacdo a diferenciagdo em
multilinhagens, as células de dentes deciduos apresentaram diferenciacdo neurogénica,

osteogénica, muscular, condrogénica, de forma induzida e espontanea.

Na caracterizacdo imunofenotipica do estado indiferenciado, estas células foram
negativas para CD34, CD45 e CD43, mas foram positivas para o CD13, que € um marcador
expresso em células precursoras hematopoiéticas e endoteliais. Estes autores concluem que o
perfil de expressdo génica de IDPSCs de dentes deciduos coencidem com o de células-tronco
embrionérias (Kerkis et a., 2006). Os autores ressaltaram que as IDPSCs isoladas de dentes
deciduos apresentaram habilidade de proliferacdo indefinida, sem apresentarem diferenciacéo
termina durante 25 passagens. N&o identificaram alteragdo do caridtipo nem do nivel de
expressao génica do estado indiferenciado durante os sucessivos subcultivos.

Esta constatacéo de Kerkis et al. (2006) constrata, em parte, com as afirmacdes de
Fresheny et al. (2007) sobre a caracterizagdo de DPSCs e SHED. Estes Ultimos pesquisadores
relataram que as células destes grupos celulares perdem gradualmente as caracteristicas do
estado indiferenciado com as sucessivas passagens, principamente DPSCs, que se
diferenciam em odontoblastos entre a quarta e quinta passagem sem qualquer inducéo
especifica
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De acordo com os trabalhos envolvendo caracterizacdo de céulas-tronco
mesenquimais (CTM) mais reportados a dentes permanentes, varios autores tém afirmado
como protocolo de caracterizacdo fenotipica destas células, a requisicdo de um conjunto de

anticorpos.

Comumente, as CTM expressam 0s antigenos de superficie para os anticorpos
anti-CD117, anti-STRO-1, anti-CD105 (SH-2), anti-CD73 (SH3/SH4), anti-CD90 (Thy-1),
mas ndo expressam 0s marcadores de células hematopoiéticas CD34, CD45, CD14, assim
como os marcadores de células endoteliais (KDR e VE-caderina) e antigenos do complexo de
histocompatibilidade principal da classe Il (HLA-DR) (Gronthos et al., 2000-2002; Laino et
al., 2005-2006; Pierdomenico et al., 2005; Gagari et al. 2006; Yamada et al., 2006; Wei et dl.,
2007; Pappacio et a., 2006; Shi et al., 2005; Zago e Covas, 2006).

Estabel ecendo uma comparacdo ainda ndo apresentada na literatura, para células
oriundas de dentes deciduos em relacdo aos métodos de isolamento mais utilizados para
dispersdo celular de células pulpares em cultura (C/D e OG), no experimento desenvolvido
neste estudo, as células do grupo CPdd, independente do método de isolamento,
apresentaram-se positivas para CD117 (com 98,95% em C/D e 98,73% para OG) e para
CD34 (com 53,91% em C/D e 3559% em OG), conforme as andlises dos valores
normalizados na tabela 4 e a ilustracdo dos graficos na figura 20. Ndo houve expressdo
significativa para linhagem hematopoiética com diferenciacdo terminal (CD45).
Comparando com as analises de CPdp, estes dados foram confirmados nos célculos

apresentados nas tabelas 6 e 8, ilustrados nas figuras 23, 24, 25 e 26.

Os gréficos contidos na figura 20 ilustram os dados das nossas andlises das
multiplas comparagdes dos anticorpos utilizados para aimunomarcacdo das células em CPdd.
Representados na tabela 5 ressaltamos que os marcadores CD34 e CD117 apresentaram
diferenca significativa em relagdo aos respectivos grupos controle de células ndo marcadas (P

< 0,05), nos dois métodos de isolamento.

Se considerarmos as conclusdes de Huang et al., (2006-b) em que diferentes
métodos de isolamento déo origem a diferentes linhagens de células pulpares in vitro, no
presente estudo ndo foi constatada esta diferenca na caracterizagcdo imunofenotipica entre

cada tipo celular em relagdo aos dois métodos de isolamento. Somente apds a inducdo de
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diferenciac@o em diferentes linhagens é que se pode estabelecer esta comparacdo em relacéo

aos métodos de i solamento.

As cédlulas CPdd isoladas e cultivadas de acordo com nosso protocolo
apresentaram imunofendtipo semelhante aos de células-tronco, sendo expressivamente
positivas para CD117, apresentando caracteristicas de células progenitoras hematopoiéticas
(CD34"), mas ndo apresentaram fenotipo de células da linhagem hematopoiética com

diferenciacéo terminal (CD45).

Descartamos a hip6tese de contaminacdo, uma vez que os trabalhos foram
realizados com tecido pulpar de trés pacientes distintos e para os dois métodos de isolamento,
apresentando 0 mesmo resultado.

As representacdes gréficas das andlises em citometria nos histogramas (figuras
17, 18, 21 e 22) ilustram as intensidades de fluorescéncia das célul as positivamente marcadas
em CPdp e CPdd com os diferentes anticorpos, demonstrando ndo haver diferenca de perfil

imunofenotipico em relagéo aos métodos de isolamento.
Duas constatacfes podemos inferir destes resultados em relacdo a CPdd:

1- S80 expressivamente positivas para 0 marcador de células-
tronco c-kit (CD117) a exemplo das células adquiridas em CPdp, ou sga,

apresentam imunofendtipo compativel aos de células-tronco;

2- Podem ser consideradas como progenitores multipotentes de

células da hierarquia do sistema hematopoiético.

Segundo os protocolos de caracterizacOes para células-tronco hematopoiéticas
(CTH), este grupo celular expressa positivamente os marcadores CD117, e CD34, além de
serem definidas como CD38, CD33,, Thy-1', CD45 low e CD71". O antigeno de superficie
CD34 é expresso nas diversas CTH provenientes da medula éssea, do sangue periférico do
corddo umbilical, do sangue placent&io e do figado fetal (Zago e Covas, 2006). Vae
resstar que o CD117/SCF exercem importante funcdo como fator de crescimento
hematopoiético, sendo expresso igulamente em células CD34 positivas.

Por outro lado, alguns autores alegam que geramente células de origem

mesenquimais apresentam o perfil de CD34" /CD45 (D’ Aquino et al., 2007).
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O CD34 tem sido demosntrado na funcéo de regulador da adesdo, diferenciacdo e
proliferacdo de CTH e também para outras células-tronco progenitoras, e que a expressao
tanto de CD117 como de CD34 reforcam o perfil imunofenotipico de células com
caracteristicas de células-tronco (Gangenahalli et a., 2005; Gagari et al., 2006; Zago e
Covas, 2006).

As conclusdes extraidas do presente estudo conferem maior especiaidade e
melhores caracteristicas imunofenotipicas de CPdd em comparacdo com CPdp, mas devem
ser testadas as possibilidades de diferenciagdo em tipos celulares hematopoiéticos para que se
possa confirmar esta plasticidade. Nesse sentido, outras abordagens experimentais poderiam
esclarecer as diferencas encontradas, aplicando-se outros marcadores como, por exemplo:
STRO-1, CD90, CD13 e o marcador negativo para linhagens (Lin-).

Os resultados para imunomarcagdo de CPdd, em relacdo ao marcador CD34, se
aproximaram mais dos protocol os estabelecidos por Laino et al. (2005-2006), Papaccio et al.,
(2006) e D’Aquino et al. (2007), porém para polpas obtidas de dentes permanentes
impactados (DPSCs).

Finalmente, cabe ressaltar que as avaliagdes morfologicas, proliferativas e
imunofenotipicas realizadas nesta pesguisa para os tipos celulares em CPdd e CPdp estéo
alinhadas com as atuais pesguisas que afirmam as caracteristicas de células-tronco
mesenquimais sométicas para as células isoladas a partir do tecido pulpar de dentes humanos,
por apresentarem grandes expressdes do marcador c-Kit ou CD117 (Gronthos et al., 2000-
2002; Laino et a., 2005-2006; Pierdormenico et al., 2005; Shi et a., 2005; Gagari et a.
2006; ; Kerkis et al., 2006; Pappacio et al., 2006; Wei et a., 2007; Zago e Covas, 2006;
Freshney et al., 2007), apesar da controvérsia a respeito da expressdo da marcagdo com
CD34.
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Diante dos resultados e discussao expostos, podemos concluir:

e Os protocolos desenvolvidos para a obtencdo das células pulpares de dentes

humanos foram eficientes;

¢ Na&o houve diferenca morfol 6gica entre os tipos celulares nem entre os métodos de

isolamento;

e Foram identificados os aglomerados de unidades formadoras de colGnias
semelhantes a fibroblastos (UFC-F), caracteristica de células com habilidades

clonogeénicas (precursoras de multilinhagens);

e CPdd e CPdp apresentam grande potencial de proliferagcéo representado pelos
célculos das curvas de crescimento, com tempos de dobramentos semel hantes aos
mesmos parametros descritos na literatura para os tipos celulares do tecido pul par

e CPdd apresentaram as maores médias de crescimento exponencial,

principal mente para 0 método de isolamento por digestdo enzimatica C/D;

e Nos resultados apresentados, diferentes métodos de isolamento ndo geraram
diferencas nos perfis imunofenotipicos dos tipos celulares caracterizados em CPdd
e CPdp;

e CPdd e CPdp apresentaram perfil imunofenotipico compativel com os de células-
tronco, sendo expressivamente positivas para o marcador CD117, independente do

método de i solamento;

e Nao foi identificado fendtipo de células da linhagem hematopoiética com

diferenciacéo terminal. Os grupos foram negativos para CD45;

e Houve diferenca na expressdo do marcador CD34 entre os grupos estudados. Os
tipos celulares em CPdd apresentaram expressao positiva deste marcador.

e As andises fenotipicas globais finais demonstraram que CPdp apresentaram-se
CD117", CD34 e CD45', e as CPdd apresentaram-se CD117", CD34" e CD45.
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Anexo

Universidade de Brasilia
Faculdade de Medicina

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Campus Universitirio, Asa Norte — CEP 7091 0-2000 — Brasilia, DF - Tel.: (061) 3307-2520 / 32734069

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de projeto:  CEP-FM 034/2007
"ldentificagdo das células-tronco de polpa dental. Avaliagio do potencial de
Titulo:  crescimento entre células-tronco de dentes deciduos e permanentes. Estudo
morfoldgico & imunocitoquimico in vitro”
Pesquisador responsdvel: Leliane Macedo de Souza
Documentos analisados:  Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragio de
Responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo de consentimenta livre e esclarecida,
cronegrama, bibliografia pertinente e curriculo(s) de pesquisador{es)
Data de entrada:  08/06/2007

Proposigao do(a) relator(a)
{ x ) Aprovagdo
( ) Nio aprovagdo

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UnB: 27/06/2007
Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB:  05/08/2007

PARECER

Com base na Resolugio CNS/MS N® 195/96, que regulamenta a matéria, a Coordenagio
do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia
decidiu APROVAR ad referendum, conforme parecer dof{a) relator(a), o projeto de
pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

1 - Maodificagdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificaggo
imediata de eventos adversos graves;
2 - Ofs) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatérios periddicos do andamento da
pesquisa ao CEP-FM,

Brasilia, 20 de setem

A s
@“&“&%J Ateis

wwi:“da
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Apéndices

Apéndice 1: Termo de Consentimento Livree Esclarecido (TCLE).

Convido a participar da pesguisa “ldentificacéo das

células-tronco de polpa dental. Avaliagdo do potencia de crescimento entre células-tronco de dentes deciduos e
permanentes. Estudo morfol6gico e imunocitoquimico”, que sera desenvolvida por mim, Leliane Macedo de
Souza, cirurgia-dentista e aluna de mestrado da Universidade de Brasilia, pela Faculdade de Ciéncias da Saude.

A pesquisatem por objetivo isolar e identificar células da polpa ou nervo dos dentes permanentes
e “de leite” (deciduos), que quando cultivadas e tratadas em laboratério podem dar origem a diversos outros
tipos de células, cujos beneficios para a ciéncia sdo as utilizagdes destas células na reconstrucdo de dentes, de

outros tecidos ou 6rgéos do corpo humano danificados por diversas doencas degenerativas e trauméticas.

O (@) paciente foi informado (a) que ndo ha risco de prejuizo de sua salde geral e bucal, porque
serdo coletados nervos de dentes que ja tém indicacdo de extragdo solicitada por seu dentista, por estarem

inclusos, retidos e/ou impactados, e que serdo de qual quer forma descartados apds a remocao cirdrgica.

As etapas de extragdo sero executadas pelo seu dentista de escolha, no Instituto Maxilo-Facial e
gue a pesquisadora apenas ird coletar o (s) nervo (s) do (s) dente (s) depois de removido (s). A cirurgia para
retirada do (s) dente (s) envolve anestesia e o risco cirdrgico € baixo, e que os controles antes e depois da

cirurgia sdo da responsabilidade do dentista que o paciente escolheu.

Foi esclarecido que a doagdo do(s) dentes(s) € um ato de sua livre e consciente vontade, do qual o
paciente pode desistir deste consentimento sem puni¢do ou prejuizo pessoal, antecipadamente, pelos contatos
diretos da pesquisadora nos telefones: (61) 9985-0188 e (61) 3366-4837, e por e-mail: |elianesouza@gmail.com.

A pesquisadora firma o compromisso de garantir o sigilo e a privacidade da participacdo do

doador nesta pesquisa, onde nédo sera mencionado nenhum dado pertinente a sua ficha clinica e pessoal.

Diante do exposto, 0 paciente abaixo assinado concorda de forma livre e esclarecida que o (9)

dentes (s) doado (s) seja (sejam) utilizado (s) na pesquisa descrita acima.

Brasilia, / /

Assinatura do paciente doador

Assinatura da pesguisadora L eliane Macedo de Souza.
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Apéndices

Apéndice 2 — Tabela dos dados estatisticos referentes a curva de crescimento dos tipos
celulares de CPdd em relagdo aos dois métodos de isolamento.

Tempo (horas) Método de M édia (Desvio Padr &o) P (valor) Intervalo de Confianca
isolamento
48 %’8 1538; gg;g’) 0,017 (43420; 158897)
96 ((:)/g iggﬁg gg;gg; 0,006 (262108; 536559)
144 ((:)/([;) 83?327227(8522;9? 0,001 (438589; 749078)
102 Co’g 12;;2; gggg? 0,009 (225026; 713341)
240 ng 1;]?070%0(&13%%%;) 0,029 (94997; 890403)
288 ((:)/(2 1:£§§; (&?5]&86]5) 0,016 (231890; 1092977)
336 %’g 15575633637 ((117011086%3;) 0,149 (-144088; 587555)

Apéndice 3 — Tabela dos dados estatisticos referentes a curva de crescimento dos tipos
celulares de CPdp em relagdo aos dois métodos de isolamento.

Tempo (horas) Método de M édia (Desvio Padrao) P (valor) | Intervalo de Confianca
isolamento

48 %’8 j?gf; gﬁ;ﬁg 0,956 (-21218,63; 5151,97)
96 %/g 8466616373(39;15655)) 0,026 (-71804,4; -9262,3)
144 ((:)/([;) ig%gg Eggggg 0,438 (-134189,9; 211256,5)
102 %’g 233;7570303((1925522;1?;) 0,301 (-402320:175853)
240 %’g éggfgg Eﬂfsg 0,007 (-394259;-181274)
288 %/g gigggg Eﬁggg% 0,584 (-239950,2; 354150,2)
336 %’g fggigg Egg%g; 0,064 (~16020; 301753)
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Apéndices

Apéndice 4 — Tabela dos dados estatisticos referentes a curva de crescimento dos tipos
celulares de CPdp e CPdd em relagdo ao método de isolamento C/D (digestdo enzimética

por colagenasetipo | e dispase).

Tempo (horas) Tipo celular M édia (Desvio P (valor) Intervalo de Confianca
Padr &0)

48 gﬁﬂfj ﬁgﬁgi E;‘gi%) 0,032 (-133224,1; -16042,6)
% EESS 53841122 E;’;‘fg’o) 0,001 (-588324;320376)
4 S seioo oy | | ereses saesi)
192 o 1203247580107((112055;232) 0,004 (-1099504; -487130)
240 Crad 1406700 (130ee0) | | (1632606 980125
288 orap 133%3@93637((111905;391)) 0,005 (-1384800; -572467)
3 Crad | io7saer (loreesy || (61208 Stesa

Apéndice 5 — Tabela dos dados estatisticos referentes a curva de crescimento dos tipos
celulares de CPdp e CPdd em relagdo ao método de isolamento OG (culutra do fragmento
do tecido pulpar ou do inglés: outgrowth).

Tempo (horas) | Mélodode ' Meédia (Desvio Padréo) | P(valor) | Intervalo de Confianga
i solamento

48 P 08 (o200 0,010 (19772,3; 49344,2
% %5 ffff},@‘(lfg,lfz% 0314 (52696,4; 23729,7)
144 EES'S éSZZSZ gé?ég 0.039 (-271726; -18874)
192 Crad eI e (-423226:1143)
240 ggg ;’ffolo%o((l‘;lz‘g;g) 0,036 (-966377; -85423)
28 Gl emss(imony | | (70288 4370
336 gggg 81533364533 ((153763% 0,024 (-1107961; -212439)
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