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RESUMO

Isolamento e caracterizacéo de células-tronco mesenquimais obtidas a partir da
polpa dentaria imatura de caes

Estudos com células-tronco de tecidos adultos representam uma relevante alternativa para
a identificacdo de nichos celulares de elevada plasticidade e coleta in6cua ao paciente. A
polpa de dente representa um nicho de células-tronco mesenquimais (CTM), cujas
caracteristicas de plasticidade ndo estdo totalmente definidas, mas que apresentam um
promissor potencial de diferenciacdo. Acredita-se que a polpa de dente deciduo possa
apresentar caracteristicas de plasticidade similares a de outras CTM, fato que suscita a
necessidade de investigacdo cientifica. Dessa forma, esta pesquisa teve por objetivo
adequar protocolos para isolamento, expansao e caracterizacdo imunofenotipica por
citometria de fluxo das CTM de polpa dentaria imatura de caes (CTPD-ic). Para tanto,
foram utilizados trés dentes deciduos, dos quais foram obtidas as polpas dentéarias. O
tecido foi dissociado mecanicamente e as células obtidas, cultivadas e expandidas em
meio DMEM-F12 suplementado até a obtengdo de uma monocamada celular aderente,
homogénea e de morfologia fusiforme. Realizaram-se ensaios de unidades formadoras de
colénias (UFC) e cinética celular por curva de crescimento por saturacdo. Induziu-se
diferenciacdo das células em trés linhagens distintas e caracterizou- se as células por
citometria de fluxo. O ensaio de UFC permitiu identificar 38 coldnias homogéneas e o
estudo de cinética celular demonstrou intensa proliferacdo celular. As células induzidas
in vitro as diferenciacbes osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas, evidenciaram
satisfatoriamente osteoblastos, adipdcitos e condrécitos, respectivamente. Na citometria
de fluxo, as células aderentes apresentaram expressao do marcador CD105 e auséncia de
marcacdo em CD14 e CD45. Desta forma, pode-se constatar que as células oriundas da
polpa de dente imatura canina constituem-se de uma populacdo bem definida de CTM,
com caracteristicas semelhantes as encontradas em outros nichos anatdmicos, em
diferentes espécies. O tecido dentéario deciduo é de facil obtencdo, in6cuo e indolor,
dispensando o uso de procedimentos anestésicos ou cirdargicos. As CTMPD-ic
representam uma importante alternativa para manutencéo de um banco de células-tronco
mesenquimais caninas e, por seguinte, poderdo colaborar com futuros estudos pré-
clinicos.

Palavras-chave: Céo, dentes, deciduos, célula-tronco, cultivo celular.
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ABSTRACT

Isolation and characterization of mesenchymal stem cells obtained from dog
immature dental pulp

Researches on stem cells from adult tissues provide a relevant alternative to the
identification of niches of niches with high plasticity and harmless collection to the
pacient. The dental pulp constitutes a niche of mesenchymal stem cells (MSCs), whose
have a promising differentiation potential. It is believed that the pulp of a deciduous tooth
can present similar plasticity characteristics to other MSCs, which makes room to the
need of scientific investigation. Therefore, this study aimed to adapt protocols for
isolation, expansion and immunophenotypic characterization by flow cytometry of MSC
of canine immature dental pulp (MSCDP-ci). For this purpose, three deciduous teeth were
used from which dental pulp was obtained. The tissue was mechanically dissociated then
resulting cells were cultivated and expanded in culture medium DMEM-F12
supplemented until obtaining an adherent cell monolayer, homogeneous and fusiform
morphology. They were held colony forming unit (CFU) essay and cell kinetics with
growth curve for saturation. It was induce differentiation of the cells into three distinct
lineages and was characterized the cells by flow cytometry. The CFU essay identified 38
colonies homogeneous and cell Kinetics study It showed intense cell proliferation. The
induced cells, in vitro, to the osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation,
demonstrated satisfactorily, osteoblasts, adipocytes and chondrocytes, respectively. In
flow cytometry, the adherent cells exhibited the expression of marker CD105 and absence
of expression of CD14 and CD45. Thus, It could be seen that the cells derived from canine
immature dental pulp constitute a well-defined population of MSC, with similar
characteristics to those found in other anatomical niches in different species. The
deciduous tooth tissue is easily obtainable, harmless and painless, eliminating the use of
anesthetic or surgical procedures. The MSCDP-ci represents an important alternative to
maintaining a database of canine mesenchymal stem cells and, following, can cooperate
with future pre-clinical studies.

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

As células-tronco somaéticas (CTS), isoladas a partir de tecidos adultos, vem
adquirindo notoriedade cientifica nos ultimos anos, pela demonstracdo, in vitro, em
algumas linhagens destas células, de caracteristicas de plasticidade e expressdo de
marcadores moleculares semelhantes as células-tronco embrionarias (CAPLAN e
BRUDER, 2001; KREBSBACH e ROBEY, 2002; PITTENGER e MARTIN, 2004).
Embora as CTS, de uma forma geral, representem uma relevante alternativa para estudos
pré-clinicos dadas as caracteristicas de multipotencialidade, permitindo a indugdo de
diferenciacdo em tecidos mesodermais e ndo mesodermais, algumas linhagens de CTS,
particularmente, demonstram pluripoténcia, tal qual células-tronco embrionarias (CTE)
isoladas de blastocistos (KREBSBACH e ROBEY, 2002).

Jiang et al. (2002) j& haviam demonstrado a existéncia de uma pequena populagdo
de células-tronco similares as células-tronco embrionarias (very small embryonic-like
stem cells) em tecidos p6s-natais. Posteriormente, Pierantozzi et al. (2011) confirmaram
o0s achados de Jiang et al. (2002), demonstrando a expressdo de marcadores moleculares
de pluripoténcia, como NANOG, expresso progressivamente em culturas de células-
tronco mesenquimais (CTM), uma linhagem de CTS, em passagens iniciais.

Além das caracteristicas de multi ou pluripotencialidade, as CTS apresentam
outras vantagens como grande variedade de linhagens pds-natais, seguranca
clinico/cirtrgico para obtencdo de amostras, auséncia de questdes éticas e religiosas
associados as técnicas de coleta e possibilidade de transplante in situ ou administracao
sistémica, de forma indiferenciada, sem riscos a inducdo de neoplasias (ULMER et al.,
2010)

Das linhagens de CTS pesquisadas até o presente momento, as mesenquimais
(MSC) apresentam maior plasticidade, originando tecidos mesodermais e nao
mesodermais (MEIRELLES et al., 2006). Essas células estdo presentes em pequenas
quantidades, nas regides perivasculares adultas, em humanos e animais, incluindo a
medula éssea (MO), corddo umbilical, tecido adiposo, peridsteo, tecido muscular, polpa
dentaria e 0rgéos parenquimatosos (MEIRELLES et al., 2008; MAMBELLI et al., 2009;
ZUCCONI et al., 2010; BHARTIYA et al., 2012).

Estudos foram desenvolvidos no Ndcleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com

Células-tronco (NUPCelt/UFPI) sobre coleta e isolamento de CTM de cutias (Dasyprocta
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prymnolopha) obtidas a partir da medula 6ssea (CABRAL et al., 2012; ROCHA, 2015) e
da polpa de dente (CARVALHO et al., 2015). Ainda, em animais silvestres, como no
cateto (Tayassu tajacu) obtiveram éxito na coleta e isolamento de CTM oriundas da
medula 6ssea (ARGOLO NETO et al., 2016) e do tecido adiposo (PESSOA et al., 2014).
Semelhantes estudos, foram realizados com a espécie caprina utilizando CTM da medula
6ssea (SILVA FILHO et al., 2014), do tecido adiposo (COSTA, 2015) e da geléia de
Warthon do corddo umbilical (SILVA, 2016). Nestas pesquisas, foi demonstrada a
elevada plasticidade das CTM isoladas, por meio da inducao de diferenciacéo celular nas
linhagens adipogénica, ostogénica e condrogénica, e identificaram expressao dos
marcadores CD90, CD105 (CARVALHO etal., 2015; SILVA, 2016) e OCT-4, NANOG,
PCNA, Vimentina e CK-PAN (SILVA FILHO et al., 2014).

Arg6lo Neto et al. (2012) demonstraram a eficacia de CTM medulares aut6logas
murinas no tratamento de feridas cutaneas diabéticas em camundongos. Analogamente,
Cabral et al. (2012) induziram reparacdo glomerular em rins de cutias portadoras de
insuficiéncia renal iatrogénica por meio do transplante autélogo de CTM medulares.

Em humanos, Martin-Rendon et al. (2008), induziram diferenciacdo osteogénica,
adipogénica e condrogénica em CTM isoladas de parede de corddo umbilical e medula
Ossea. Para os autores, as CTM de medula dssea apresentaram maior plasticidade que as
da parede do corddo umbilical.

Outra fonte de CTS, as da polpa dentaria, foram, primeiramente, isoladas e
caracterizadas em humanos por Gronthos et al. (2000). Estas células constituem-se numa
linhagem de CTM. Segundo estes autores as CTM de polpa dentaria apresentam
plasticidade superior as isoladas da medula éssea e do tecido adiposo humano.

Estudos in vitro e pré-clinicos com CTM da polpa dentaria tem ganhado espaco
na pesquisa cientifica. Yamada et al. (2006) identificaram expressdo de marcadores de
indiferenciagéo celular (OCT-4 e NANOG) e relataram maior plasticidade das CTM da
polpa dentaria humana comparada as CTM isoladas da MO. Sloan e Smith (2007); Kadar
et al. (2009), Dissanayaka et al. (2011), Soares (2015) e Carvalho et al. (2015) induziram
diferenciacdo de CTM de polpa dentdria humana em osteoblastos, adipdcitos,

condroblastos, odontoblastos, demonstrando a elevada plasticidade dessas células.

Os protocolos para CTM de polpa dentaria humana imatura (hiDPSC — human
immature dental pulp stem cell) ainda estdo sendo desenvolvidos e aprimorados

(KERKIS et al., 2006). Pesquisas recentes in vitro utilizando estas celulas, identificaram
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a expressao de marcadores de pluripoténcia similares aos expressos por CTE de
blastocistos (KERKIS et al, 2006; DISSANAYAKA et al., 2011).

Yamada et al. (2011), em um estudo comparativo com CTM da polpa de dente
imatura, polpa de dente adulta e medula dssea de cées, demonstraram maior eficacia das
primeiras, em relacdo as demais, no tratamento pré-clinico alégeno de lesdes Osseas
experimentalmente induzidas. De forma analoga, Kadar et al. (2009) e Dissanayaka et al.
(2011) demonstraram intensa proliferacdo de CTM da polpa dentéria quando comparada
as CTM da medula 6ssea em cées.

A polpa de dente pode ser obtida a partir da extracdo cirargica do dente, um
procedimento rotineiro em clinicas odontoldgicas, ou através da troca natural dos dentes
deciduos pelos permanentes. Em humanos, o terceiro dente molar pode se manter dentro
da mandibula até a vida adulta. Até esta fase, o tecido embrionario da lamina dentéria
esta em repouso, apresentando-se indiferenciado. 1sso significa que a estrutura dentéria
ainda é imatura com células indiferenciadas dentro da polpa dentaria germinativa
(TIRINO et al., 2011).

Os cées ndo apresentam denticdo molar decidua, apenas pré-molar, totalizando 28
dentes deciduos e 42 permanentes. A polpa dentaria é longa, situada em um canal
recoberto por uma camada com odontoblastos. Esse canal mostra-se reduzido na medida
em que o dente envelhece, devido a deposicdo de dentina. Assim, a polpa dentéria de caes
apresenta estrutura semelhante a encontrada no dente humano, apresentando a polpa
dentaria imatura, vantagens por seu revestimento com odontoblastos e caracteristicas do
mesénquima derivadas da embriogénese (BEZUIDENHOUT, 2007).

O objetivo desse estudo foi adequar protocolos para isolamento, expansdo e
caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo das CTM de polpa dentéria
imatura de cées (CTPD-ic). Aliado a isso, criopreservar as CTPD-ic, para formacdo de

um banco dessas células, visando futura utilizacdo em estudos pré-clinicos.

Este trabalho encontra-se estruturado com uma Introducdo, Capitulo I,
Consideracdes Finais e Referéncias. O Capitulo | apresenta organizago estrutural de um
artigo cientifico cujo titulo ¢ “lsolamento e caracterizagdo de células-tronco
mesenquimais obtidas a partir da polpa dentaria imatura de caes” foi desenvolvido

conforme as normas do periddico “Research in Veterinary Science” (ISSN: 034-5288).
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CAPITULO I *

* Apresentado de acordo com as normas do periodico “Research in Veterinary Science”
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Isolation and characterization of mesenchymal stem cells obtained from dog
immature dental pulp

A.A.R.Vieira?, M.A.M.Carvalho?P

2 Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui (UFPI),
Céampus Ministro Petronio Portela,

® Departamento de Morfofisiologia Veterinaria, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade
Federal do Piaui (UFPI), Campus Ministro Petronio Portela, Ininga, Teresina-Pl, Brasil.

ABSTRACT

Researches on stem cells from adult tissues provide a relevant alternative to the
identification of niches of niches with high plasticity and harmless collection to the
pacient. The dental pulp constitutes a niche of mesenchymal stem cells (MSCs), whose
have a promising differentiation potential. It is believed that the pulp of a deciduous tooth
can present similar plasticity characteristics to other MSCs, which makes room to the
need of scientific investigation. Therefore, this study aimed to adapt protocols for
isolation, expansion and immunophenotypic characterization by flow cytometry of MSC
of canine immature dental pulp (MSCDP-ci). For this purpose, three deciduous teeth were
used from which dental pulp was obtained. The tissue was mechanically dissociated then
resulting cells were cultivated and expanded in culture medium DMEM-F12
supplemented until obtaining an adherent cell monolayer, homogeneous and fusiform
morphology. They were held colony forming unit (CFU) essay and cell kinetics with
growth curve for saturation. It was induce differentiation of the cells into three distinct
lineages and was characterized the cells by flow cytometry. The CFU essay identified 38
colonies homogeneous and cell kinetics study It showed intense cell proliferation. The
induced cells, in vitro, to the osteogenic, adipogenic and chondrogenic differentiation,
demonstrated satisfactorily, osteoblasts, adipocytes and chondrocytes, respectively. In
flow cytometry, the adherent cells exhibited the expression of marker CD105 and absence
of expression of CD14 and CD45. Thus, It could be seen that the cells derived from canine
immature dental pulp constitute a well-defined population of MSC, with similar
characteristics to those found in other anatomical niches in different species. The
deciduous tooth tissue is easily obtainable, harmless and painless, eliminating the use of
anesthetic or surgical procedures. The MSCDP-ci represents an important alternative to
maintaining a database of canine mesenchymal stem cells and, following, can cooperate
with future pre-clinical studies.

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

Estudos com células-tronco somaticas (CTS) representam uma relevante
alternativa para a identificacdo de linhagens celulares com elevada plasticidade e cujo
nicho anatbmico permita coletas in6cuas aos pacientes. A polpa de dente humana ou
animal é um sitio anatdmico pos-natal constituido por uma populacéo de células-tronco
mesenquimais (CTM), cujas caracteristicas de plasticidade ndo estdo totalmente
definidas, mas que demonstram um promissor potencial de diferenciagdo in vitro,
supostamente superior as CTS isoladas da medula 6ssea e do tecido adiposo (Gronthos et
al. 2000).

Investigacdes recentes utilizando CTM da polpa dentaria tém identificado a
expressao de marcadores de pluripoténcia celular (OCT-4 e NANOG), similar aos
expressos em células-tronco embrionérias de blastocistos (Yamada et al., 2006), além de
demonstrar o potencial in vitro de diferenciacdo dessas células, em osteoblastos,
adipdcitos, condroblastos e odontoblastos (Sloan e Smith, 2007; Kadar et al., 2009;
Dissanayaka et al., 2011; Carvalho et al., 2015; Soares, 2015).

De acordo com Kadar et al. (2009), as CTM da polpa dentaria molar humana,
apresentam maior taxa de proliferacdo que CTM de medula 6ssea. Estes autores atribuem
os resultados obtidos, possivelmente, ao desenvolvimento tardio dos dentes molares, com
manutencdo de uma polpa dentaria imatura por mais tempo, com maiores taxas
proliferativas celulares. Dissanayaka et al. (2011), informam que a polpa de dente do céo
apresenta uma populagdo de CTM com plasticidade similar as humanas.

A espécie canina apresenta estrutura tecidual dentaria semelhante a humana,
possuindo polpa dentaria longa, alojada em um canal recoberto por uma camada com
odontoblastos. Esse espaco reduz-se conforme a maturidade dentaria, devido a deposicao
de dentina no canal, reduzindo o percentual da polpa (Bezuidenhout, 2007). Desta forma,
o dente deciduo, ainda imaturo, por apresentar uma polpa revestida por odontoblastos,
provavelmente possui maior concentracdo de CTM e, portanto, constituir-se-ia num nicho
anatdmico superior a polpa de dente permanente (Dissanayaka et al., 2011).

lohara et al. (2014) comparam, in vitro, a cinética celular das CTM da polpa de
dente de cdes jovens com a de cdes adultos, identificando taxas clonogénicas superiores
nas CTM de polpas de dentes de cdes jovens. As caracteristicas de clonogenicidade e

plasticidade em cultivo, associadas & expressdo de marcadores moleculares de
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pluripoténcia em linhagens humanas, embora inconsistentes, dada as diferencas entre as
polpas dentdrias imaturas e maduras (Dissanayaka et al., 2011), suscitam
indubitavelmente a necessidade de investigacdo cientifica dessa linhagem de CTM da

polpa dentéria imatura em cées.

O objetivo desse estudo foi adequar protocolos para isolamento, expansdo e
caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo das CTM de polpa dentaria
imatura de cées (CTPD-ic). Aliado a isso, criopreservar as CTPD-ic, para formacao de

um banco dessas células, visando futura utilizacdo em estudos pre-clinicos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Meio de Cultivo Celular

Utilizou-se o meio de cultivo basal Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) pH
7.4, high glucose, sodium pyruvate, phenol red (SIGMA®, St Louis, MO, USA),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 1% de
penicilina (100UI/mL) e estreptomicina (100ug/mL) (SIGMA®, St Louis, MO, USA),
1% de L-glutamina (2uM) (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 1% de aminoacidos nao
essenciais (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 0,001% de B-mercaptoetanol (55mM)
(SIGMA®, St Louis, MO, USA) e 5,96g de solucdo tamponante HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (SIGMA®, St Louis, MO, USA),
aquecidos a 37°C.

Para o congelamento celular, utilizou-se meio de cultivo basal suplementado
com 40% de soro fetal bovino, solugdo tamponante HEPES e 10% de dimetilsulféxido
(SIGMA®, St Louis, MO, USA) resfriados a 4°C e manipulados em camara escura.

2.2. Obtencao de dentes deciduos de cées

Foram obtidos trés dentes deciduos de cdes com idade entre cinco e seis meses,
sem raca definida, um canino de um animal de porte medio e dois pré-molares de um
animal de porte pequeno, por meio de desprendimento alveolar espontaneo e doados pelos
proprietarios dos animais. Os dentes foram identificados, mantidos sob refrigeracdo por

12 horas em meio de cultivo celular DMEM-F12 suplementado, e, em seguida,
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encaminhados ao Laboratorio de Cultivo de Células-Tronco (LABCelt) do Nducleo
Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco (NUPCelt) da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) para extracdo da polpa dentaria em ambiente estéril de fluxo
laminar.

Os protocolos utilizados neste experimento foram conduzidos seguindo as
orientagdes do Comité de Etica em Experimentagdo Animal, Universidade Federal do
Piaui (CEEA-UFPI, parecer n°® 105/14), de acordo com as determinacGes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

2.3. Isolamento e expanséo das células-tronco da polpa dentaria imatura canina

Os canais dentarios foram acessados mecanicamente em ambiente de fluxo
laminar, com auxilio de agulha estéril 22G as polpas foram retiradas por tracdo. As polpas
foram lavadas trés vezes com PBS estéril (PBS; 0,01 M, pH = 7,4), suplementado com
10% de penicilina-estreptomicina (ATB) e dissociadas mecanicamente com auxilio de
lamina bisturi em placa de Petri de 35 mm contendo meio de cultura basal completo D-
MEM/F-12 suplementado com 20% de soro fetal bovino, ATB a 5%, L-glutamina a 1%
e aminoacidos ndo-essenciais a 1%.

Em seguida, os explantes foram transferidos para pocos de placa de cultivo de seis
pocos (4,9x10* cells/cm? TPP®, Trasadingen, Suica) contendo meio de cultivo DMEM-
F12 suplementado com 5% de ATB. O tecido foi incubado em estufa umida a 37° C com
5% de CO2 por 48 horas. Apds este periodo, o meio de cultivo foi substituido por meio
DMEM-F12 suplementado com menor concentracdo de antibiético (1%) e mantido sob
incubacéo.

As celulas em expansdo, nas placas de cultivo, foram tripsinizadas a cada 72 horas
ou quando a confluéncia celular alcancava 80% da superficie de cultivo, com taxa de
repique 1:2. As culturas eram lavadas duas vezes com PBS, adicionado solugdo de tripsina
a 0,25% e incubadas por 5 minutos em estufa tmida a 37° C com 5% de CO». Os pogos
de cultivo foram observados em microscopio 6ptico de luz invertida (Coleman Nib-100®)
para a identificacdo do desprendimento celular e a solucdo de tripsina inativada pela
adicdo do dobro do volume de meio basal de cultivo. O material foi transferido para tubos
tipo falcon de 15 ml e centrifugados a 1500 rpm, 35 aceleragéo, durante 10 minutos. O
pellet resultante foi ressuspendido em meio basal completo e semeado em placas de

cultivo de seis pocos para ensaios de cinética celular.
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2.4. Ensaio de unidade formadora de col6nia fibroblastoide (UFC-F)

As culturas foram monitoradas e expandidas durante 20 dias, sendo o meio basal
substituido a cada 72 horas, até a identificacdo de grupamentos celulares organizados em
colbnias esparsamente dispostas na superficie de cultivo. A placa de cultivo foi lavada
com solucéo de PBS estéril e a cultura fixada com um mililitro de formaldeido tamponado
durante 30 minutos. Novamente, lavada com solugdo de PBS estéril e a cultura corada
com corante May-Grunwald Giemsa por 30 minutos.

A cultura foi avaliada em microscopio invertido, nos aumentos de 40x, 100x ,
200x e 400x, observando-se a morfologia celular e a organizacdo dos agrupamentos
celulares. Foram consideradas coldnias, agrupamentos celulares morfologicamente
homogéneos compostos por, no minimo, 50 células, as quais as imagens foram registradas

através de sistema de captura de imagem Studio Launcher.

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

Quatro placas de seis pocos foram reservadas para o ensaio de cinética celular,
sendo tripsinizadas, identificadas e replaqueadas em concentracdo de 10* células/mL. As
culturas foram mantidas sob incubacédo durante 10 dias e 0 meio trocado a cada 72 horas.

A cada 24 horas, selecionou-se aleatoriamente apenas um poco de cada placa de
cultivo, os quais foram tripsinizados para avaliacdo de densidade e viabilidade celular.
Nos pocos que apresentaram confluéncia acima de 80%, com desprendimento celular, as
células em suspensédo foram descartadas e as células aderidas, tripsinizadas usualmente.

Apds a tripsinizacdo, as células foram suspendidas em um mililitro de meio basal,
sendo retirada uma aliquota de 10l da suspensdo celular, transferida para um poco de
uma placa de 96 pocos e corada com 10pl de solucéo de Azul de Trypan.

A solucdo foi homogeneizada, mantida em repouso por cinco minutos e uma nova
aliquota de 10ul da solucéo foi transferida para camera de Neubauer. As células foram
observadas em microscopio Optico (Nikon Eclipse E 200®, Japan), objetiva 10x,
contando-se 0 numero total de células ndo coradas, com membrana celular integra, e
coradas em azul, com membrana celular rompida, em quatro quadrantes da camara.

Calculando-se a concentracdo celular conforme férmula abaixo:
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n° total de contadas x fator de diluicdo x 10*

NUmero de quadrantes contatos

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

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

2.6. Ensaios de diferenciacao celular

Para a inducdo de diferenciagdo das CTPD-ic, utilizaram-se os Kits de
diferenciacdo StemPro® osteogénico, adipogénico e condrogénico, sob metodologia de
duplicata, obedecendo os protocolos do fabricante. As células foram entdo observadas em
microscopio invertido de contraste de fase e fotografadas em objetivas de 40x, 100x, 200x
e 400x.

2.6.1. Osteogénica

Foram semeadas 6 x 10* células/mL em poco de cultivo celular (7x10* cells/cm?)
contendo meio basal suplementado e mantidas sob incubagdo, realizando-se a
substituicdo do meio a cada trés dias.

Apbs as culturas atingirem confluéncia de 80%, o meio basal foi substituido pelo
meio de induc&o osteogénica (Stempro®) e as células mantidas sob incubac&o por 21 dias.
O meio de diferenciagdo foi trocado convencionalmente a cada 3 dias e a morfologia
celular avaliada periodicamente em microscopio invertido de contraste de fase (Coleman
Nib-100%).

Apbs 21 dias, a cultura celular foi lavada com PBS duas vezes, e fixada com
formol tamponado a 10% durante 30 minutos em ambiente de fluxo laminar. Em seguida,
o formol foi removido e o poco lavado com agua destilada. A cultura foi entdo coberta
com solucéo de Alizarin Red S e mantida incubada por 45 minutos em ambiente sem luz.
O corante foi removido e 0 pogo de cultivo lavado sequencialmente cinco vezes com agua

destilada e uma vez com PBS.

2.6.2. Adipogénica

As células foram semeadas em concentracdo de 2 x 10* /mL células por poco,

contendo meio basal suplementado e mantidas sob incubagéo.
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Ap0s obtencéo de confluéncia celular de 80%, o meio basal foi substituido pelo
meio de diferenciacdo adipogénica e a cultura mantida sob incubagéo por 14 dias. O meio
de cultivo foi substituido a cada trés dias e as células avaliadas periodicamente.

No décimo quinto dia o meio de inducéo foi descartado e os pocos lavados com
PBS duas vezes. A cultura foi entdo fixada com formol tamponado a 10% e novamente,
lavada trés vezes com PBS. Adicionou-se ao pogo de cultivo isopropanol a 60% e mantido
sob incubacdo por 5 minutos. Em seguida, o isopropanol foi descartado, adicionado
solucéo de coloragdo Oil Red e as células mantidas em repouso, a temperatura ambiente,
por 10 minutos. A solucgéo de coloracéo foi entdo descartada e o po¢o novamente lavado

com isopropanol e PBS, respectivamente.

2.6.3 Condrogénica

As células foram semeadas na concentracio de 3 x 10° células/mL por pogo em
placa de cultivo de 96 pogos contendo meio basal suplementado e mantidas sob
incubacéo, trocando-se 0 meio a cada 72 horas.

Apds obter-se confluéncia celular de 80%, o meio foi substituido por meio de
inducio condrogénica (Stempro®) e as células mantidas sob incubagio por 21 dias. O
meio de cultivo foi substituido a cada trés dias e as células avaliadas periodicamente.

Posteriormente, 0 meio de inducao foi descartado e as células lavadas com PBS.
A cultura foi fixada com formol tamponado a 10% durante 20 minutos a temperatura
ambiente, sendo lavada, em seguida, com agua destilada. As células foram entdo cobertas
com um mililitro de solugéo de Alcian Blue e incubadas em ambiente sem luz, overnight.
ApoGs este periodo, adicionou-se solucdo descolorante e as células foram mantidas a
temperatura ambiente por 20 minutos. A solucdo descolorante foi descartada e a cultura

lavada com PBS.

2.7. Citometria de fluxo

A andlise das celulas pela citometria de fluxo foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Wenceslau (2009).
Foram selecionadas trés garrafas de cultivo em quinta passagem, gque estavam

mantidas em expansao. Ao alcancarem 90% de confluéncia, a garrafa foi tripsinizada de
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forma usual. O pellet resultante foi ressuspendido em 1 mL de PBS e avaliado quanto a
concentracéo e viabilidade.

As celulas foram acondicionadas em tubos falcon de 15 ml, na concentracdo de 3
x 10° células por tubo. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 1500rpm, o
sobrenadante foi desprezado e acrescentado 1uL de anticorpo com os marcadores
celulares (Tabela 1) CD45, CD14, CD90 e CD105 por tubo e mantidos a temperatura
ambiente por 20 minutos ao abrigo da luz.

Tabela 1
Anticorpos primarios conjugados utilizados na citometria de fluxo para marcacdo das CTMPD-
ic.

Anticorpos Fonte Reatividade Marca Cod. Produto Apresentagédo
Camundongo U
CD105 abcam® 53321 50 Testes
monoclonal Porco
Humano,
Camundongo

cachorro, porco,
CD90 . . abcam® 139364 50 Testes
Primatas nio

monoclonal
humanos
Camundongo
CD14 Humano abcam® 28061 100 Testes
monoclonal
Coelho Humano, porco
CD45 ) abcam® 10559 50 Testes
policlonal e rato

Em seguida, acrescentou-se um 1mL de PBS a cada tubo tipo Falcon e
recentrifugou-se as amostras, sob as mesmas condicdes, por trés vezes seguidas. O pellet
de cada tudo tipo falcon foi ressuspendido em 400uL de PBS e a suspensédo enviada para
analise em citdmetro de fluxo FACSAria 11l (Becton Dickinson), equipado com laser de
argbnio para 488 nm. O equipamento foi ajustado para as condi¢fes de analise de tamanho
e complexidade celular. Para cada amostra foram adquiridos em torno de 20.000 eventos,
e a analise dos dados foi realizada com auxilio do software FACSDiva versdo 6.0 (Becton
Dickinson).
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2.8. Criopreservacao

As CTMPD-ic presentes nas garrafas restantes foram criopreservadas e, para
isso, foram submetidas a tripsinizacdo. Os pellets foram identificados e suspensos,
individualmente, em meio para congelamento celular. Utilizou-se para a criopreservacao
meio contendo 40% de DMEM-F12, 40% de soro fetal bovino e 10% de dimetilsulfoxido
(Sigma®, St Louis, MO, USA) resfriados a 4°C em cAmara escura.

Os tubos com as células e o meio de criopreservacao foram identificados e
acondicionados, imediatamente, em freezer a -80°C, por overnight e, posteriormente,

transferidos para botijdo com nitrogénio liquido.

3. Resultados

3.1. Isolamento e expansdo das CTMPD-ic

As polpas dentérias imaturas de cdes, foram facilmente removidas com agulha
fina e, por dissociacdo mecanica, originaram os explantes, alguns destes, aderiram a placa,
no periodo de até cinco dias de cultivo. Os que ndo apresentaram adeséo foram removidos

durante as trocas de meio.

Foi observado o desprendimento de células, com morfologia fusiforme, apds
adesdo dos explantes. As células aglutinaram-se radialmente ao tecido de forma irregular,
e por vezes, sobrepostas. Exponencialmente, uma monocamada celular formou-se
adjacente ao tecido dentario, expandindo-se ao longo da superficie livre de cultivo.
Contudo, células de morfologia fusiformes foram também identificadas em pontos
equidistantes (Fig. 1). Estas células dividiram-se e expandiram-se, originando col6nias menores

e isoladas do foco de disseminag&o celular inicial a partir do explante.

Embora o crescimento das coldnias separadas do tecido tenha ocorrido de forma
organizada e gradual, o desprendimento celular adjacente ao explante ocorreu com grande
sobreposicdo celular. Essa sobreposicdo foi identificada pela aglutinagdo de
conglomerados celulares aderidos, de morfologia mononuclear tipica entre as células
fusiformes dispostas longitudinalmente. A despeito da superficie de cultivo disponivel ao
crescimento celular, as células que se desprendiam mantinham-se aglutinadas nas regides

mais proximas ao tecido. Sob o risco de diferenciacédo celular mediada por contato, optou-
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se por tripsinizar a cultura ap6s oito dias de incubacao e as células foram ressemeadas em

pocos de cultivo.

A adesdo celular a superficie de cultivo foi observada apds 24 horas e
identificaram-se colénias uniformes com vinte células ou mais, esparsamente
distribuidas. Inicialmente, as células exibiram morfologia fusiforme, mas a medida que

as col6nias cresceram, passaram a apresentar morfologia fibroblastoide, com nucleo

centralizado, citoplasma abundante e projecGes citoplasmaticas evidentes.

Fig.1. (A) Dente pré-molar sobre a placa de Petri e polpa de dente removida (seta); (B)
Fotomicrografia de células em formato fibroblastéide, com confluéncia celular de 70%. Objetiva
100x; (C) Fotomicrografia do explante de polpa de dente ap6s isolamento com crescimento
celular a partir do explante,células em formato fibroblastoide. Objetiva 100x. Barras de 100um.

As culturas originaram uma monocamada uniforme com 80% de confluéncia, a
cada sete dias, quando eram tripsinizadas e repicadas em taxa de 1:2. A viabilidade celular

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

3.2. Unidade formadora de col6nia fibroblastéide (UFC-F)

Durante o ensaio de UFC-F, identificaram-se, em média 38 colbnias, formadas a
partir das células que se desprenderam do explante isolado, totalizando um valor superior
a 2.000 células progenitoras mesenquimais. As células mantiveram sua caracteristica
fibroblastoide (“fibroblast like-cell”) e exibiram crescimento radial, tendendo a
coalescéncia entre as colbnias e formacao de monocamada celular (Fig. 2).
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Fig. 2. Fotomicrografia de luz. Ensaio da unidade formadora de coldnias fibroblastoides de
CTMPD-ic. (A) Col6nias de CTMPD-ic coradas com Giemsa,ao redor do explante da polpa
dentéria (seta), objetiva 40x; (B) Col6nia de CTMPD-ic e intensa interagdo celular produzindo
uma imagem em 3D, sendo possivel observar o nucleo das células na UFC, objetiva 400x. Barras
de 100pm.

3.3. Cinética celular

As curvas de crescimento apresentaram, em média, ao longo de sete dias,
7,50x10%+0,35 células/mL por pogo. A cultura exibiu comportamento ascendente até o
décimo dia de observagdo, com unico ponto de inflexdo, no oitavo dia de cultivo,
acompanhado por elevacéo abrupta do desvio padréo, quando comparado a série de dados
até o sétimo dia e a partir do oitavo. Analogamente ao comportamento ascendente da
concentracdo celular, a viabilidade média do cultivo, ao longo de dez dias, foi de
91,52+3,45 %, num total de 30+1,06 células contadas em hemacitdmetro, perfazendo uma

concentracdo média de 13,50+0,35 células/mL (Fig. 3).
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Fig. 3. Representacdo grafica da cinética de crescimento celular de uma cultura de células-tronco
mesenquimais caninas obtidas de dentes deciduos, correlacionada com as taxas de viabilidade e
concentracdo celulares. (A) Gréfico da curva de crescimento, representando a concentracdo média
por poco de cultivo ao longo de 10 dias, em duplicata. (B) Pardmetros médios e estatisticos
descritivos das variaveis dependentes ‘total de células contadas’, ‘total de células mortas’,
‘viabilidade celular’ e ‘concentragdo celular’ ao longo de dez dias.

A viabilidade celular das CTMPD-ic manteve-se sempre acima de 70%,
apresentando, na primeira passagem, viabilidade acima de 80% e na décima, e Ultima,

passagem, acima de 90% (Fig. 4).
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Fig. 4. Representacéo grafica da viabilidade celular (%) com seus respectivos desvios padréo de
acordo com a contagem diaria das células durante dez passagens de CTMPD-ic.
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Na varidvel numero total de células podemos notar 0 aumento do numero de
células do primeiro até o decimo dia, na varidvel nimero de células mortas ha variagdo
diaria desse parametro, podendo ser observado um numero maior de células mortas no
nono dia de avaliagdo. As varidveis viabilidade e concentracdo como sdo baseadas no
namero total de células e no nimero de células mortas apresentaram variacfes, mas
sempre se mantendo maior no ultimo dia de avaliacdo, como também foi observado no
gréfico da curva de crescimento contendo um grafico em crescimento, com uma queda

do crescimento nos altimos dias de avaliagao.

3.4. Citometria de fluxo

Na caracterizacdo imunofenotipica por citometria de fluxo, a populagédo celular
ndo expressou (coloracdo vermelha) os marcadores CD45, CD 14 e CD90 e baixa

expressao (coloracéo verde) no marcador CD105 (Fig.5).
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Fig. 5. Caracterizacdo imunofenotipica da populacdo de CTMPD-ic por citometria de fluxo -
graficos representativos da expressdo de moléculas de superficie de membrana por fluorescéncia.
(A) Controle negativo; (B) Auséncia de expressdo dos CD14 e CDA45; (C) Auséncia de expressdo
do CD90; (D) Baixo nivel de expressdo do CD105.
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3.5. Diferenciacéo celular

Nas culturas submetidas a diferenciac@o osteogénica, foram observadas alteracdes
morfologicas progressivas a partir do 10° dia em cultivo, como o aumento da relacao
nacleo:citoplasma, células de formato cuboide e nlcleo esférico central. Apds quinze dias
de cultivo, as células adquiriram morfologia similar a osteoblastos, com limites
citoplasmaticos irregulares, formacéo de prolongamentos celulares e aspecto achatado.
Apbs a coloracdo com Alizarin Red, o ndcleo apresentou-se com a tonalidade de
vermelho bordd e o citoplasma, mais basofilico e bem definido, com presenca de
depdsitos de calcio no interior das células, também, corado em vermelho (Fig. 6A & B).

As células induzidas a diferenciagdo condrogénica apresentaram alteragdes
morfologicas progressivas a partir do 3° dia de indugdo condrogénica, com células em
formato cubdide. Apds a coloracdo com Alcian Blue, foi observado células coradas em
azul, devido a presenca de glicosaminoglicanos presentes nas células condrobléasticas
(Fig. 6C & D).

As culturas submetidas a diferenciacdo adipogénica, apresentaram-se grandes,
hexagonais, irregulares e com granulos citoplasmaticos birrefringentes a partir da terceira
semana de cultivo. Quando coradas com Oil Red, identificou-se que os granulos
citoplasmaticos eram pequenos vacuolos de gordura dispersamente distribuidos e corados

em vermelho-acastanhado (marrom) (Fig. 6E & F).
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Fig. 6. Fotomicrografia de luz das células da polpa de dente imatura de c&o. A e B: Células coradas
com Alizarin Red. (A) Evidenciam-se as células no centro, com coloragdo vermelha, tonalidade
escura, a matriz celular e suas ramificac@es por toda a imagem. Objetiva 4x10; (B) Verificam-se,
celulas em formato fibroblastoide, com nucleo e nucléolo corados com vermelho em tonalidade
mais escura e citoplasma celular com granulagées, Aumento de 20x10. (C e D) Notam-se regifes
com células coradas em azul (corante Alcian Blue). Aumento de 20x10 e 40x10, respectivamente.
E e F: Células coradas com Oil Red. (E e F) Evidenciam-se vactolos de gordura dispersamente
distribuidos e corados em vermelho-acastanhado. Aumento de 20x10 e 40x10, respectivamente.
Barras de 100um.

4. Discussao

A metodologia proposta, no presente estudo, para isolamento de células-tronco
mesenquimais a partir de polpa de dente deciduo canino, mostrou-se exequivel e de baixa
complexidade. Ao contréario do dente humano, que necessita ser fraturado e desgastado
para exposicdo da polpa dentaria (Soares, 2015), os dentes deciduos caninos utilizados

permitiram o acesso a polpa dentaria através do canal radicular utilizando-se uma agulha
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de 25/8, sem necessidade de desgaste das estruturas dentarias. Contudo, baseado num
estudo piloto prévio, obteve-se maior viabilidade da polpa dentaria quando os dentes
caninos permaneceram em uma solugdo de meio de cultivo celular completo e
suplementado com 4% de antibidtico. Embora a flora bacteriana canina bucal e sua
interacdo com as estruturas dentarias comporte-se como uma variavel interveniente, a
mesma ndo foi investigada no presente estudo, 0 que suscita a necessidade de futuras
pesquisas para delineamento desta relacdo e, por seguinte, propor alternativas que

reduzam os custos experimentais com meios e suplementos.

As polpas dentérias isoladas, quando fracionadas mecanicamente, exibiram
profusa liberacdo de células em até cinco dias de incubacdo, corroborando com as
observacdes de Kadar et al. (2009) e Yamada et al. (2011), os quais referem que, para
este nicho anatémico, a simples dissec¢do mecénica permite a liberagéo celular de forma
tdo efetiva quanto a digestdo enzimatica com o uso da colagenase |, fato que reduz os

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

O ensaio de UFC-F permitiu a identificacdo de colbnias celulares aderentes de
morfologia fibroblastdide, inferindo que a amostra de tecido exibe potencial para possuir
celulas-tronco mesenquimais, conforme observado previamente por Meirelles e Nardi
(2003) quanto & empregabilidade deste ensaio. Os dados obtidos foram semelhantes aos
observados por Carvalho et al. (2015) e Rocha (2015), porém com um ndmero menor de
células. Provavelmente o tamanho da amostra do tecido coletado exerca influéncia sobre
a concentracdo celular presente no mesmo, visto que a polpa dentéria de dente deciduo
canino é inferior a um centimetro de cumprimento. Ademais, pode-se considerar o fato
de que em outras pesquisas, ndo foram utilizados explantes, nessa etapa (Dissanayaka et
al., 2011; Carvalho et al., 2015; Rocha, 2015).

Obteve-se viabilidade celular acima de 90%, no décimo dia de curva de
crescimento, assim como verificado por Kerkis et al. (2006) e por Suchanek et al. (2009).
O tempo de crescimento e expanséo foi semelhante & CTM derivada da medula dssea de
caprino (Costa, 2015) e das CTM da polpa de dente humana (Carvalho et al., 2015;

Soares, 2015), apresentando um gréafico crescente.

As curvas de crescimento exibiram uma fase LAG curta, seguida de uma fase
LOG de crescimento exponencial (Figura 3), sem observacao de uma fase de PLATEAU

tipica. Este comportamento é discrepante da maioria das curvas de crescimento celular,
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dada a auséncia da fase estacionaria. Contudo, os dados obtidos foram similares aos
estudos com células-tronco mesenquimais contemporaneos de diversos sitios anatdbmicos
(Luiz, 2013; Carvalho et al., 2015; Rocha, 2015). Estes dados permitem supor que
células-tronco mesenquimais possam exibir uma manutencdo prolongada da fase de
citocenese celular, induzindo uma fase LOG prolongada até a confluéncia da superficie
de cultivo e/ou exaustdo do meio de cultivo, que precipita a fase de decaimento celular.
Contudo, para elucidagéo dessa relevante questdo faz-se mister estudos posteriores de

cinética e protebmica celular para validar ou ndo estas hipoteses.

O ponto isolado de inflexdo na curva de crescimento, por seu comportamento
como dado “outline” em relagdo aos dados da dispersdo, pode representar um erro de
coleta de dados. Esta possibilidade é justificada pela elevacdo do desvio padrdo no ponto
de inflexdo, de forma discrepante aos demais desvios padrdo observados. Isto representa
a obtencdo de uma média num intervalo estatisticamente distante das demais médias
obtidas, induzindo elevacao factual do desvio padrédo (Figura 3). Como o dado posterior
ao de inflexdo retorna ao desvio padrdo obtido nos dados anteriores, pode-se propor que
um erro de coleta de dados tenha induzido esta anomalia. Contudo, tal fato néo
compromete a interpretacdo da cinética celular, visto a série de dados apresentar

progressao linear e uniforme ao longo de nove dias.

Na variavel nimero total de células podemos notar o aumento do namero de
células do primeiro até o décimo dia, na variavel nimero de células mortas ha variacdo
diéria desse parametro, podendo ser observado um nimero maior de células mortas no
nono dia de avaliagdo. As varidveis viabilidade e concentracdo como sdo baseadas no
namero total de células e no nimero de células mortas apresentaram variacGes, mas
sempre se mantendo maior no Ultimo dia de avaliacdo, como também foi observado no
grafico da curva de crescimento contendo um gréafico em crescimento, com uma queda

do crescimento nos ultimos dias de avaliagéo.

As diferenciagdes em trés linhagens celulares confirmam a multipotencialidade e
o0 alto poder de diferenciagdo das CTMPD imatura (Kerkis e Caplan, 2012), também
observado com CTMPD humana com o0 mesmo periodo de indu¢do e mesmo protocolo
de coloracgéo (Kadar et al., 2009; Dissanayaka et al., 2011; Soares, 2015; Carvalho, 2015
e Sousa, 2015). Estes achados acrescentam nas CTMPD-ic caracteristicas viaveis para

mais estudos e investimento no seu cultivo, levando em consideracdo de inicio a sua
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facilidade e baixo custo de obtencdo com resultados de crescimento e expanséo celular

acelerados.

Os resultados de imunofenotipagem mostraram pouca expressdo do marcador
positivo esperado (CD 105), variacdo observada em outras espécies animais (Costa, 2015;
Silva, 2016) e marcacao negativa para CD90, CD 14 e CD 45. Em estudo com CTMPD
humana foi observada expressdo forte no marcador CD90 e auséncia de marcacdo do
marcador CD45 e CD14 (Suchanek et al. 2009; Soares, 2015). Pouca marcacao
imunofenotipica do CD90 foi relatada por Rocha (2015) em CTM obtidas do tecido
adiposo de cutias (Dasyprocta prymnolopha) conforme ocorreu neste estudo. Este fato

pode estar relacionado ao anticorpo nao ser espécie-especifico

5. Conclusodes

A polpa dentaria imatura de cdes € uma fonte de obtencdo de células-tronco
mesenquimais e confirmar a facilidade de sua obtencéo ap6s troca natural em um animal
de companhia. As CTMPD-ic submetidas a trés protocolos de diferenciagéo de linhagens
celulares apresentaram potencial de diferenciacdo osteogénico, condrogénico e
adipogénico. As CTM mostraram um crescimento acelerado e proliferativo. E, sobretudo,
esta pesquisa vem somar aos estudos com células-tronco de uma nova fonte de obtencao,
oriunda de uma espécie doméstica ressaltando, ainda, sua caracterizacao e obtencdo de
diferentes linhagens celulares a partir da polpa dentéria imatura canina, possibilitando a

criacdo de um banco de células para futuras terapias celulares.
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CONSIDERACOES FINAIS

As células-tronco mesenquimais obtidas a partir da polpa dentéria imatura de caes
apresentaram semelhancas durante o cultivo com células mesenquimais da polpa dentéria
imatura humana. Os protocolos de isolamento expansdo e diferenciacdo, utilizados
mostraram-se viaveis. A utilizacdo da polpa de dente imatura de cdes tem grande
importancia na medicina regenerativa por evitar as reacdes cutaneas ou sistémicas apos
xenotransplantes, utilizando, assim alotransplante (transplantes entre tecidos de uma
mesma espécie animal), nos casos de futuras terapias celulares em lesGes Osseas e

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

Destaca-se entdo que os resultados desse estudo caracterizou a polpa dentaria
imatura de cdes como uma fonte para obtencdo de CTM sem necessidade de anestesias
ou cirdrgicas nos animais para a sua obtencdo uma vez ter sido de forma natural e
espontanea, durante a troca do dente deciduo para o permanente. Assim, sua utilizagdo é
viavel e favoravel na pesquisa, considerando o baixo custo e os resultados obtidos no

isolamento e caracterizacdo da polpa dentaria imatura.

A continuidade das pesquisas nessa area favorece o desenvolvimento e
aprimoramento de outros estudos com CTM possibilitando, assim, a criagdo de um banco
de células-tronco no Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com Células-Tronco
(NUPCelt) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), para futuros experimentos com

terapia celular.
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