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RESUMO

As células estromais mesenquimais sao multipotentes, caracterizadas por sua capacidade de
autorrenovacao e diferenciagdo em diversas linhagens. As MSC podem ser obtidas de varios
tecidos do corpo, incluindo tecidos dentarios, como as células estromais derivadas da polpa
de dentes permanentes (DPSC). As DPSC apresentam uma alta taxa de proliferagéo e baixa
taxa de senescéncia in vitro, além de possuirem vantagem na inducdo a diferenciacéo
neuronal devido & sua origem ectodérmica comum a linhagem neuronal. Este estudo visa
caracterizar e avaliar as propriedades das DPSC quatro faixas etarias. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (4.746.491). Foram coletados dentes
permanentes (3° molares) de adultos de quatro faixas etarias separadas em: Grupo A (20-25
anos), Grupo B (30-35 anos), Grupo C (40-45 anos) e Grupo D (50-55 anos). As células
foram isoladas com colagenase tipo Il e expandidas in vitro. As células foram caracterizadas
por diferenciacdo em duas linhagens e por imunofenotipagem. Para analisar a capacidade de
formacéo de colonias in vitro, foi realizado o ensaio de unidade formadora de colnia (CFU-
F). A estabilidade genética das células foi verificada por citogenética através do
bandeamento G. A taxa de proliferacdo e senescéncia das células foi avaliada por citometria
de fluxo. A expressdo de marcadores relacionados a linhagem/diferenciacdo neuronal foi
analisada por citometria de fluxo (CD56, CD146 ¢ CD271) e imunofluorescéncia (j-
Tubulina 111 e Nestina). Todos os resultados foram analisados no GraphPad Prism 9.0. As
células apresentaram caracteristicas de MSC, corroborando com os critérios da ISCT. Todos
0s grupos diferenciaram-se em linhagens adipogénica e osteogénica, com uma possivel
limitacdo nas duas diferenciacfes observada através da coloracdo. A quantificacdo do
potencial de diferenciacdo adipogénica mostrou diferencas significativas entre os grupos A
e C (p<0,0001), A e D (p<0,0001), B e C (p<0,0001) e B e D (p<0,0017), onde os grupos C
e D apresentaram maior potencial de diferenciacdo em comparacao aos grupos jovens. Ja a
quantificacdo da diferenciacdo osteogénica mostrou um maior potencial nos grupos B e D.
O potencial de formacdo de col6nias in vitro diminuiu com o avanco da idade (p<0,0001).
As amostras com indice mitotico suficiente para analise citogenética revelaram cariotipos
normais, indicando estabilidade genética (Grupos A-C). No entanto, ndo foi possivel
verificar a estabilidade genética nas amostras do grupo D devido ao baixo indice de divisdo
celular. O grupo D apresentou uma menor taxa (23,30%) de células proliferando em 24 horas
e uma maior taxa de células senescentes (56,50%) apds a mensuragdo da atividade da f-
Galactosidase (p<0,0001). A analise dos marcadores por citometria de fluxo ndo revelou
diferencas significativas entre os grupos. A expressdo da [-Tubulina Il por
imunofluorescéncia ndo apresentou diferengas entre os grupos. No entanto, a expressao do
marcador Nestina mostrou diferengas estatisticas entre os grupos A e D (p<0,0389), Be D
(p<0,0078) e C e D (p<0,0008). Com os resultados obtidos foi possivel observar que 0s
grupos A, B e C mostraram maior eficiéncia na formacdo de coldnias, alta taxa de
proliferacdo e baixa taxa de células senescentes em comparacgdo ao grupo D. Com relagéo
aos marcadores neuronais, todas as DPSC expressaram 0s marcadores de superficie e
apresentaram potencial de expressdo para B-Tubulina I1l, porém sem diferenca estatistica
significativa, enquanto para o marcador Nestina foi possivel observar a expressdo em todos
0s grupos, com diferenca estatistica entre 0s grupos. Estes resultados demonstram uma
limitacdo da idade sobre a proliferagdo, senescéncia e expressao de marcadores neuronais
nas DPSC, indicando a necessidade de critérios especificos para o uso dessas células em
estudos futuros.

Palavras-chave: Proliferacdo, Senescéncia, Envelhecimento



ABSTRACT

Mesenchymal stromal cells (MSCs) are multipotent, characterized by their ability for self-
renewal and differentiation into various lineages. MSCs can be obtained from various tissues
in the body, including dental tissues, such as dental pulp stem cells (DPSCs) derived from
permanent teeth. DPSCs exhibit a high proliferation rate and low senescence rate in vitro, as
well as an advantage in neuronal differentiation induction due to their ectodermal origin,
which is common to neuronal lineage. This study aims to characterize and evaluate the
properties of DPSCs in four age groups. This study was approved by the Research Ethics
Committee of PUCPR (4,746,491). Permanent teeth (third molars) were collected from
adults in four age groups: Group A (20-25 years), Group B (30-35 years), Group C (40-45
years), and Group D (50-55 years). The cells were isolated with type Il collagenase and
expanded in vitro. The cells were characterized by differentiation into two lineages and by
immunophenotyping. To analyze the in vitro colony-forming capacity, a colony-forming
unit (CFU-F) assay was performed. The genetic stability of the cells was verified by
cytogenetics through G-banding. The proliferation and senescence rates of the cells were
evaluated by flow cytometry. The expression of markers related to neuronal
lineage/differentiation was analyzed by flow cytometry (CD56, CD146, and CD271) and
immunofluorescence (B-Tubulin 111 and Nestin). All results were analyzed using GraphPad
Prism 9.0. The cells exhibited MSC characteristics, corroborating with ISCT criteria. All
groups differentiated into adipogenic and osteogenic lineages, with a possible limitation in
both differentiations observed through staining. The quantification of adipogenic
differentiation potential showed significant differences between groups A and C (p<0.0001),
A and D (p<0.0001), B and C (p<0.0001), and B and D (p<0.0017), where groups C and D
demonstrated a greater differentiation potential compared to the younger groups. In contrast,
the quantification of osteogenic differentiation showed greater potential in groups B and D.
The in vitro colony-forming potential decreased with advancing age (p<0.0001). Samples
with a sufficient mitotic index for cytogenetic analysis revealed normal karyotypes,
indicating genetic stability (Groups A-C). However, genetic stability could not be verified
in samples from group D due to the low cell division index. Group D showed a lower rate
(23.30%) of proliferating cells within 24 hours and a higher rate of senescent cells (56.50%)
after measuring [B-Galactosidase activity (p<0.0001). The analysis of markers by flow
cytometry did not reveal significant differences between groups. The expression of f-
Tubulin 111 by immunofluorescence showed no differences between groups. However, the
expression of the Nestin marker showed statistical differences between groups A and D
(p<0.0389), B and D (p<0.0078), and C and D (p<0.0008). The results indicate that groups
A, B, and C demonstrated greater efficiency in colony formation, high proliferation rates,
and low senescence rates compared to group D. Regarding neuronal markers, all DPSCs
expressed surface markers and showed potential expression for 3-Tubulin 111, but without
significant statistical differences, while the expression of Nestin was observed in all groups,
with statistical differences between the groups. These results demonstrate an age-related
limitation on proliferation, senescence, and expression of neuronal markers in DPSCs,
indicating the need for specific criteria for the use of these cells in future studies.

Keywords: Proliferation, Senescence, Aging



RESUMO POPULAR

Este estudo focou em entender como células especiais, chamadas de células estromais, que
sdo encontradas na polpa de dentes como os sisos, funcionam e mudam conforme a idade da
pessoa. Essas células sdo muito interessantes para a ciéncia porque tém a capacidade de se
multiplicar e se transformar em varios tipos de células do corpo, como células de gordura,
de 0sso e até células do sistema nervoso. Por isso, elas sdo usadas em pesquisas que buscam
novos tratamentos para tratar doengas no futuro. No entanto, com o passar dos anos, as
células do nosso corpo passam por mudangas naturais que podem fazer com que elas percam
parte de suas habilidades. Por exemplo, células de pessoas mais velhas podem ter mais
dificuldade em se multiplicar ou em se transformar em outros tipos de células. O objetivo
deste estudo foi investigar como a idade dos doadores de dentes afeta essas células da polpa
dentaria. Para realizar a pesquisa, foram coletados dentes de pessoas em quatro grupos de
idades diferentes, de 20 a 55 anos. Essas células foram isoladas e estudadas em laboratério
para entender como elas se comportavam em relacdo a sua capacidade de formar colénias
(ou seja, criar novas células), se multiplicar, e expressar marcadores que mostram sua
capacidade de se transformar em células nervosas. Os resultados mostraram que as celulas
de doadores mais jovens tinham uma capacidade maior de se multiplicar e menos sinais de
envelhecimento em comparagdo com as células de doadores mais velhos. Isso significa que,
conforme a idade avanca, essas células podem ter um desempenho reduzido. Apesar disso,
todas as células, independentemente da idade, mostraram que poderiam virar células
nervosas. No entanto, um dos marcadores usados para identificar essa capacidade apareceu
em menor quantidade nas células de pessoas mais velhas. Esses achados sdo importantes
porque mostram que a idade do doador influencia as caracteristicas e 0 comportamento
dessas células. Isso deve ser levado em consideracdo em pesquisas futuras e no
desenvolvimento de tratamentos que usam essas células para ajudar a regenerar tecidos e
tratar doencas, especialmente aquelas que afetam o sistema nervoso, como o Alzheimer e
outras condi¢BGes neurodegenerativas. Essa compreensdo ajuda a guiar a escolha das células
mais adequadas para estudos e terapias, dependendo da idade do doador e do tipo de
tratamento que se busca desenvolver. A pesquisa € um passo importante para garantir que as
terapias que usam células da polpa dentaria sejam seguras e eficazes para todos.
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1. INTRODUCAO

As células estromais mesenquimais (MSC — do inglés mesenchymal stromal cells),
também conhecidas por células-tronco mesenquimais, tem atraido aten¢do do mundo
cientifico desde o primeiro isolamento realizado na década de 60. Nessa época foi isolado
MSC da medula 6ssea que segundo Friedenstein, eram consideradas células plastico
aderentes e que possuiam morfologia fibroblastoide, além disso, as células isoladas
mostravam alta capacidade proliferativa e expansdo clonal (1,2). Embora a medula 6ssea
seja uma das fontes mais utilizadas até hoje, outras fontes vém sendo estudadas, como é o
caso das células derivadas do tecido dentario (3-10).

Apdbs a descoberta de células estromais derivadas de polpa de dente permanente
(DPSC) por Gronthos e colaboradores (2000)(3), foi constatado que além dessa fonte ser
capaz de regenerar uma matriz mineralizada com odontoblastos e tecido conjuntivo contendo
vasos sanguineos similares ao observado em dentes humanos normais, as DPSC séo capazes
também de se diferenciarem em outras linhagens, tais como: melandcitos, midcitos,
cardiomidcitos e neurdnios (10,11). Estudos demonstram que células derivadas dos tecidos
dentérios possuem forte atividade neuroregenerativa que podem auxiliar na recuperacdo de
tecidos neuronais lesionados (12,13).

As MSC tém sido foco em estudos in vitro, pre-clinico e clinico devido a sua
capacidade de regular processos inflamatorios, evento essencial na reducdo em danos de
tecidos e devido a sua capacidade em promover reparo em tecidos (14).

Embora as MSC sejam consideradas ferramentas promissoras devido ao seu uso na
medicina regenerativa, existem limitacdes relacionadas ao aumento da idade do doador que
interferem na: diminuicéo da proliferacdo celular, do potencial de diferenciacdo bem como

de regeneracdo (15). Por esse motivo estudar os efeitos que a idade tem na fonte celular € de
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extrema importancia, porque uma vez caracterizadas as células podem ser padronizadas

trazendo dessa forma uma maior qualidade para estudos in vitro e in vivo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

As MSC, também conhecidas como celulas estromais mesenquimais, sdo células
adultas com propriedades multipotentes e funcionalmente definidas. Essas células possuem
capacidade de autorrenovacdo, podendo se diferenciar em varias linhagens celulares, além
de apresentarem uma extensa atividade paracrina e imunomoduladora (16-19). A descri¢édo
inicial dessas células foi feita por Friedenstein e colaboradores em 1966 (2), quando foram
identificadas como precursores de fibroblastos da medula 6ssea (20,21).

Devido a necessidade de padronizar as MSC, a Sociedade Internacional de Terapia
Celular e Génica (ISCT - do inglés International Society for Cell and Gene Therapy),
estabeleceu alguns critérios para a caracterizacdo das MSC, sendo eles: aderéncia ao
plastico, morfologia fibroblastoide, diferenciacdo em pelo menos trés linhagens celulares
(adipdcitos, condrdcitos e osteoblastos) e a caracterizacdo imunofenotipica onde as MSC
devem expressar os marcadores, CD73, CD90 e CD105 (> 95%) e possuir uma expressao
reduzida para CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-DR (< 2%) (18,21,22).
Alguns marcadores ndo mencionados pela ISCT, sdo usados em diversos estudos para
caracterizagdo das MSC, como é o caso do marcador STRO-1(23,24). Na comunidade
cientifica, hd uma busca incessante por marcadores capazes de determinar, de forma isolada,
se as células podem ser classificadas como MSC. O STRO-1 (stromal precursor antigen 1)
é um desses marcadores, mas sua aplicacdo ndo é universal para as fontes de MSC, devido
a diversas limitagOes do seu uso. Uma dessas limitacOes esté relacionada a incerteza sobre
se sua expressao esta correlacionada com a multipoténcia celular e o potencial clonogénico,

uma vez que esse marcador reconhece células progenitoras de unidades formadoras de
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coldnias fibroblastdides (24,25). Diversos estudos tém tentado demonstrar que a utilizagdo
deste marcador é possivel, mas os resultados sdo controversos (26—29).

A fonte de MSC mais estudada é a medula éssea (MO), no entanto, essa fonte
apresenta algumas limitagcbes quanto a sua utilizacgdo como coleta invasiva e baixo
rendimento, oferecendo entre 0,01% a 0,001% de MSC (30,31). Devido ao baixo numero de
células obtidas e a dificuldade da coleta, outras fontes tém sido pesquisadas como o corddo

umbilical, tecido adiposo, e tecidos dentarios (31,32).

2.2 CELULAS ESTROMAIS DERIVADAS DE TECIDOS DENTARIOS

O tecido dentério apresenta diferentes fontes de MSC como as células estromais da
polpa de dente permanente (DPSC — do inglés dental pulp stromal cells), células estromais
de dente deciduo esfoliado (SHED — do inglés stromal cells from human exfoliated
deciduous teeth), células estromais da papila apical (SCAP — do inglés stromal cells from
apical papilla), células estromais do ligamento periodontal (PDLSC — do inglés periodontal
ligament stromal cells) e células precursoras do foliculo dentario (DFPC — do inglés dental

follicle precursor cells)(33,34) (Figura 1).
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Figura 1. Diferentes fontes de MSC encontradas no tecido dentario.

SCAP DPSC SHED

DFSC: células precursoras do foliculo dentario; SCAP: células estromais da papila apical; PDLSC: células
estromais do ligamento periodontal; DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente;
SHED: células estromais de dente deciduo esfoliado.

Fonte: adaptado de Madhoun (2021)

Alguns estudos sugerem que algumas células de tecidos dentarios e periodontais
podem possuir um potencial superior de diferenciacdo em multiplas linhagens podendo ser

comparado as células embrionarias e as células pluripotentes induzidas (35-38).

2.3 CELULAS ESTROMAIS DERIVADAS DE POLPA DE DENTE
PERMANENTE

Uma das fontes de tecido dentario que pode ser utilizada e que esta sendo muito
explorada nos estudos para o isolamento de MSC € a polpa de dente (11,39,40). A polpa de
dente é o tecido conjuntivo frouxo altamente vascularizado localizado no centro do dente e
gue consiste em quatro regifes: zona odontogénica periférica, zona intermediaria livre de
células, zona rica em células e nicleo da polpa. A zona odontogénica periférica, possui
odontoblastos especializados que formam a dentina, enquanto a zona intermediaria livre de

células possui células especializadas que circundam a zona proxima a camada odontoblastica
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periférica. Ja a zona rica em células, possui fibroblastos, macrofagos, MSC que proliferam
e se diferenciam em odontoblastos. E por fim o nucleo da polpa que consiste em diversas
populacdes de células, como macrdfagos e células dendriticas que mantem a funcionalidade
e homeostase do dente (Figura 2) (3,41,42). Estas MSC possuem localizagéo perivascular e
potencial para diferenciagdo em diversas linhagens, semelhantes a MSC obtidas a partir de
outros tecidos (37).

O tecido da polpa dentaria é considerado “ectomesenquimal”, uma vez que essas
células derivam das células ectodérmicas que crescem na periferia do tubo neural durante o
desenvolvimento embrionéario, migram para a regido oral sofrendo transicdo para um
fendtipo mesenquimal, diferenciando-se em células-tronco da crista neural e
consequentemente em varios outros tipos celulares dentro da regido craniofacial. Acredita-
se que a capacidade de autorrenovacdo e multipoténcia das células da crista neural pré ou
pos-migratorias sejam mantidas pelas MSC derivadas da crista neural em tecidos que estao
em desenvolvimento conferindo propriedades regenerativas(11,43). Essas células podem ser
isoladas de dentes permanentes e dentes deciduos que normalmente sdo descartados, ndo
sendo necessaria uma cirurgia extra para sua obtencdo, o que torna a polpa de dente uma

fonte ndo invasiva de MSC.

Figura 2. Desenho esquemético do desenvolvimento do dente.

/ Fsmalte
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d » Membrana ] \
2 periodontal i \
Nervo e j-‘"
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Polpa emcélulla dccélula odontogénica

Fonte: adaptado de Madhoun (2021)(41).
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As DPSC que sdo isoladas de terceiros molares apresentam caracteristicas de MSC,
tais como autorrenovacdo e multipoténcia, além de possuirem uma certa vantagem quando
comparadas a MSC isoladas de outros dentes adultos, pelo fato de estas células ndo estarem
completamente desenvolvidas, apresentando dessa forma uma caracteristica mais imatura
quando extraida (37,44,45). Além disso, a polpa apresenta uma vantagem no rendimento de
células isoladas quando comparado a outras fontes como medula dssea e tecido de corddo
umbilical, onde cerca de 5% das células sdéo MSC (41).

As DPSC quando comparado a outras fontes de MSC apresentam um alto potencial
clonogénico, alta taxa de proliferacdo, bem como capacidade de autorrenovacdo e
capacidade para diferenciar-se em outras linhagens celulares como condrdcitos, ostedcitos,
adipocitos, células neurais e midcitos. Além disso, apresentam uma menor porcentagem de
senescéncia celular e in vitro possuem potencial para diferenciagcdo neuronal expressando
constitutivamente marcadores de proteinas neuroprogenitoras (34,45-47). Devido a sua
origem embrionaria as DPSC expressam marcadores neuronais antes mesmo de ser
induzidas a diferenciagdo, o que as torna atrativas para o uso dessas células para tratamento

em doencas neurodegenerativas (48).

2.4 ESTABILIDADE CARIOTIPICA

Desde a descoberta do potencial das MSC para autorrenovagédo e a existéncia de
diferentes tipos celulares que podem ser facilmente isolados e expandidos in vitro, surgiu o
interesse em aplicar o uso dessas células na medicina regenerativa e terapias celulares.
Devido ao crescente interesse em utilizar essas celulas para uso em terapias, se faz necessario
expandir essas células in vitro, o que pode aumentar o risco do aparecimento de instabilidade
genética levando a uma reducdo na eficécia e biosseguranca para uso clinico (49-51).

As alteracbes cromossomicas ocorrem devido a expansdo celular e outros fatores

como envelhecimento, cAncer ou doengas genéticas (52-54).
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A avaliacdo da estabilidade genética é realizada com base no documento intitulado
Sistema Internacional Para Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN, do inglés
International System For Human Cytogenetic Nomenclature) que aborda um sistema
completo da nomenclatura de cromossomos humanos e técnicas para realizar diagndsticos
citogenéticos (55).

Segundo o documento, diversas técnicas sdo descritas como procedimento para
bandeamento de cromossomo, e uma das técnicas que é frequentemente utilizada é a de
bandeameneto G. A técnica de bandeamento G consiste na colora¢do dos cromossomos com
0 corante Giemsa, que primeiramente sdo tratados brevemente com tripsina, enzima
responsavel por degradar de forma parcial algumas proteinas cromossémicas, relaxando a
estrutura da cromatina e permitindo que o corante Giemsa acesse 0 DNA. Além disso, a
técnica € hoje rotineiramente utilizada para diagnosticar uma ampla variedade de
anormalidades cromossémicas e para diagnéstico, e foi adotado como padréo para cariotipo
normal a analise de no minimo 20 metéafases, enquanto para casos de suspeita de mosaicismo

30 a 50 metéfases devem ser avaliadas(56-58).

2.5 PROLIFERACAO CELULAR

A medicdo do ciclo celular da fase S comecou na década de 60 com a incorporagéo
de nucleosideos radioativos para detectar a sintese de acido desoxirribonucleico (DNA — do
inglés deoxyribonucleic acid), no qual era usado autorradiografia para realizar a andlise,
porém era uma técnica lenta e considerada dificil (59). A marcacéo, detec¢éo, e quantificagcdo
celular que sintetizam ativamente o DNA, ou células que se encontram na fase S do ciclo
celular, ndo séo apenas importantes para caracterizacdo da biologia basica, mas tambeém na
definicdo de respostas celulares a tratamentos medicamentosos e avaliacdo da saude celular

(60).
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Para detectar a sintese de DNA em células proliferativas é necessario incorporar
precursores que marquem o DNA durante a fase S do ciclo celular. Para detecgdo dessa
sintese, sdo adicionados as células precursores que podem ser quantificados e/ou
visualizados apds a coloragcdo da amostra. Geralmente esses precursores possuem relacdo
com desoxinucleotideos, e dentre os mais utilizados se encontram a timidina e 5-bromo-2’-
desoxiuridina (BrdU). O BrdU (ané&logo a timidina) pode ser utilizado em ensaios que fazem
uso de microscépios de alta resolucdo incluindo imuno-histoquimica, além disso, € possivel
combinar o uso de citometria de fluxo (59,61,62). No entanto, 0 uso desse precursor pode
apresentar problemas, uma vez que séo utilizados fortes acidos e altas temperaturas para
revelar o epitopo mascarado e ao fazer uso de tais métodos pode ocorrer a desnaturacao de
DNA. Em virtude dos problemas apresentado pelo uso do BrdU (que podem afetar a
integridade celular), outro precursor foi desenvolvido. Esse precursor é chamado de 5-etinil-
2’desoxiuridina (EdU) e é permeavel a célula, o qual incorpora nas células durante a
replicacdo do DNA. A incorporagdo do EdU durante a replicacdo do DNA ocorre devido a
presenca do grupo alcino que permite a deteccdo usando uma azida fluorescente que se liga
covalentemente ao grupo alcino em uma reagdo conhecida como “quimica de clique”. A
deteccdo desse método é rapida e especifica sem necessidade da desnaturacdo do DNA (63).

Neste estudo, a avaliacdo da proliferacdo das DPSC € crucial, pois essa caracteristica
esta intimamente relacionada a capacidade de autorrenovagdo e multipoténcia dessas células.
A utilizacdo do método do EdU permite uma analise precisa e ndo invasiva da cinética
proliferativa das DPSC, fornecendo informagfes sobre o potencial dessas células para
aplicacdes em terapia celular e regenerativa. Além disso, a comparagdo da proliferacdo das
DPSC em diferentes idades ou condigdes poderia revelar possiveis alterac@es relacionadas
ao envelhecimento, contribuindo para a compreensdao dos mecanismos envolvidos na

manutencdo da homeostase e da capacidade regenerativa dos tecidos dentarios.
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2.6 SENESCENCIA CELULAR

O estudo sobre senescéncia celular foi iniciado em 1961 por Hayflick e Moorhead. Nesse
estudo os autores reportaram que fibroblastos humanos isolados de tecidos embrionarios
cessam a divisdo ap6s um certo nimero de divisbes (64). A senescéncia celular é
caracterizada por uma prolongada e irreversivel suspensdo do ciclo celular com
caracteristicas secretoras, dano molecular e alteracdo no metabolismo. Células que exibem
caracteristicas senescentes, normalmente se acumulam em tecidos envelhecidos (65).

Células senescentes sdo metabolicamente ativas e possuem algumas caracteristicas in
vitro e in vivo que séo conhecidos como biomarcadores de senescéncia celular. Um dos
marcadores mais utilizados para deteccdo da senescéncia ¢é a detecg¢ao da [-galactosidase
que pode ser investigada por diversos métodos, dentre eles, analise citoquimica, uma técnica
baseada na coloracdo das células e técnicas por bioluminescéncia que detectem a enzima
(como, por exemplo, citometria de fluxo)(66).

A atividade da B-galactosidase foi relatada pela primeira vez em 1995 por Dimri e
colaboradores em fibroblastos dérmicos e queratindcitos epidérmicos em pH 4. Também foi
observado que células senescentes contém B-galactosidase que pode ser detectada em pH 6.
Células somaticas normais alcangam uma parada irreversivel do crescimento e mudam seu
estado funcional apés um numero finito de divisdes. Esse processo é chamado de
envelhecimento replicativo, um mecanismo para suprimir o crescimento de tumores € a
principal causa geral do envelhecimento no corpo (66-68).

Independentemente da idade, células de mamiferos expressam atividade da pB-
galactosidase lisossomal em pH 4, no entanto, mesmo sendo essa a atividade maxima da
enzima, sO € possivel distinguir células “idosas” e “jovens” utilizando rea¢des bioquimicas

em pH 6. Portanto, a deteccdo da B-galactosidase neste pH tém sido um padréo para
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identificacdo de células senescentes e para o marcador P-galactosidase associada a
senescéncia (SA-B-GAL) (66).

A senescéncia pode contribuir para a alteracdo do microambiente celular através da
aquisicdo do fendtipo de secrecdo associado a senescéncia (SASP), nesse estado, as células
sdo se dividem, mas secretam substancias ativas biologicamente, como fatores de
crescimento, quimiocinas, citocinas, proteases e SA-B-GAL. Essas substancias tém
capacidade de afetar células adjacentes de maneira paracrina (66,68-70).

Outras caracteristicas complementares a detec¢do de SA-B-GAL podem ser utilizadas
para identificar células senescentes. Uma delas € a alteracdo na morfologia celular. Culturas
de células senescentes tendem a exibir uma morfologia mais achatada, ampla, multinucleada
e com vacuolos visiveis (71). Essas mudancas na forma celular podem ser observadas em
conjunto com a atividade da SA-B-GAL para uma caracterizacdo mais completa das células
senescentes (72).

A avaliacdo da senescéncia das DPSC é fundamental, pois essa caracteristica pode estar
relacionada a capacidade regenerativa e ao envelhecimento das DPSC. A anélise da atividade
da SA-B-GAL, juntamente com a investigacdo de alteracdes morfoldgicas, permite
determinar se as DPSC isoladas de individuos de diferentes idades apresentam diferencas

significativas em relagéo a senescéncia.

2.7 MARCADORES NEURONAIS

Células que possuem origem embrionaria da ectoderme, apresentam um potencial
para expressar marcadores neuronais em estagio de diferenciacdo ou até mesmo em estagio
indiferenciado. Como citado anteriormente, as DPSC sdo células que tem potencial para
diferenciacdo em diversas linhagens e devido a sua origem embrionaria (ectoderme) existe

0 potencial dessas células em expressar marcadores neuronais (41,73,74).
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Para avaliar o potencial que uma célula possui em expressar marcadores neuronais
se faz necessario realizar a escolha dos marcadores que melhor representem a fonte celular
em estudo, uma vez que existem uma ampla variedade de marcadores que podem ser
especificos ou ndo de neurénios (75-78) . Dentre essa ampla variedade de marcadores,
estudos realizados em DPSC abordam sobre a expressdo de marcadores neuronais de
superficie celular e intracelular. Os marcadores de superficie comumente utilizados sdo:
CD56, CD146 e CD271. Enquanto para marcadores intracelulares sdo utilizados receptores
de neurotrofina, neurofilamentos, marcador de filamento intermediario de células-tronco
neuroectodérmica (Nestina) e Btubulina 111 (Tuj-1) (43,79,80).

O marcador CD56, também chamado de molécula celular de adesdo neuronal
(NCAM do inglés, neural cell adhesion molecule) que apesar de ser abundantemente
expresso em células de origem neuronal, também pode ser encontrada em outros tecidos
como coracao, rins, musculos esqueléticos, células hematopoiéticas, incluindo células
dendriticas e células natural killers (NK). O CD56 faz parte da superfamilia de
imunoglobulinas de moléculas de adesdo celular. Além do seu papel como molécula de
adesdo celular, a sinalizacdo do CD56 em células neuronais é extremamente importante para
0 crescimento de neuritos, migracéo celular, proliferacdo celular, plasticidade sinaptica e
diferenciacédo (42). d’ Aquino e colaboradores (2011) demonstraram uma expressdo de 30%
para 0 marcador CD56 em célula precursora do foliculo dentario, enquanto, Bonnamain e
colaboradores (2013)(81) relataram uma expressdo de 70% para as DPSC aderentes. Isso
demonstra que as células de fontes dentarias ja expressam este marcador antes mesmo da
inducdo a diferenciacéo.

O marcador CD146, também conhecido como molecula de adesdo celular de
melanoma (MCAM, do inglés melanoma cell adhesion molecule), ¢ uma molécula de adeséao

celular pertencente a superfamilia de imunoglobulina. Ela tem sido associada a extensdo de
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neuritos e migracéo de neurdnios promovendo o desenvolvimento do sistema nervoso (82).
Nakashima e colaboradores (2009)(83) em seu artigo de revisao relataram um alto potencial
neurogénico de subfragdes celulares do marcador CD146 derivadas de DPSC. Sugiyama e
colaboradores (2011)(84) relataram que em modelo de isquemia cerebral a populacdo que
expressa 0 marcador CD146, quando transplantado no corpo estriado de ratos adultos,
acelerou a neovascularizacdo da zona isquémica. Por consequéncia isso auxiliou na
regeneracdo neuronal sendo constatado a migracéo de células progenitoras em estagio de
diferenciacéo neuronal que permaneceram proximo ao local das células transplantadas.

Outro marcador que pode ser utilizado para identificar células precursoras neuronais
e neurdnios é o marcador CD271, também conhecido como receptor de fator de crescimento
do nervo de baixa afinidade (LNGFR, do inglés, low-affinity nerve growth factor receptor)
ou receptor de neutrofina (p75 NTR). Durante o desenvolvimento esse marcador é
amplamente expresso no sistema nervoso, sendo responsavel por regular a diferenciacédo
neuronal, migracao e crescimento axonal. Além disso, é atribuido a esse marcador a fungéo
de regular aspectos da neurogénese (85). Xiao e colaboradores (2017)(86) relataram a
presenca do marcador p75 NTR no nucleo da polpa. Pan e colaboradores (2016)(87)
avaliaram os padrdes de expressédo do marcador em oito doadores e constataram uma baixa
expressao nas DPSC. Segundo os autores, essa expressao indica a existéncia de uma pequena
populacdo celular com caracteristicas consistentes e propensa a diferenciagdo neuronal.
Esses resultados ja foram observados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa.

Outros marcadores que podem ser utilizados para avaliar o potencial neuronal dessas
celulas sdo os marcadores intracelulares, como a ftubulina 11l e nestina. A Btubulina III,
também conhecida como Tuj-1, faz parte da familia da tubulina que formam e organizam
estruturas celulares chamada microtibulos. A Btubulina IIT é considerada um marcador de

neurbnios do sistema nervoso central e periférico em estagios iniciais da diferenciacao
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neuronal (88). Ariffin e colaboradores (2013)(89), demonstraram em seu estudo que as
DPSC expressam o marcador Btubulina IIT de forma ativa cinco dias apés a diferenciacéo
neuronal. Estudos in vitro realizados em outros tecidos dentarios (como por exemplo
SHED), j& demonstraram uma expressdo positiva do marcador ap6s a diferencia¢do neuronal
e até mesmo em estagio indiferenciado (90), o que também j& foi observado em estudos do
N0Sso grupo de pesquisa.

A nestina também é conhecida como proteina de células-tronco neuroepiteliais e foi
originalmente identificada em células-tronco neuroepiteliais de rato. Autores relatam que
células que expressam nestina podem ter caracteristicas de células progenitoras, como alta
proliferacdo, diferenciacdo em outras linhagens e capacidade de regeneragdo. A nestina é
classificada como filamento intermediério do tipo VI e devido a sua estrutura pode haver
uma interacdo com outros componentes celulares, como microfilamentos e microtubulos
desempenhando um papel critico para o desenvolvimento neural embrionério (91-94). A
presenca desse marcador foi relatada em DPSC em estagio indiferenciado por Martens e
colaboradores (2012)(48), enquanto Goudarzi e colaboradores (2020)(95) demonstraram a
presenca da Nestina em DPSC sob condigdes de inducdo a diferenciagéo neuronal utilizando

liquido cefalorraquidiano.

2.8 ENVELHECIMENTO E CELULAS-TRONCO

O envelhecimento é um fenémeno biolégico no qual estruturas e funcbes do
organismo deterioram com o tempo. Em muitos tecidos, a homeostase e a capacidade de
resposta regenerativa a lesdes dependem das CE daquele tecido especifico. As CE nos
tecidos normalmente apresentam padrBes de diferenciacdo especificos do tecido, e sua
habilidade de equilibrar a quiescéncia em conjunto com a atividade proliferativa parece
desempenhar um papel importante na sobrevivéncia e manutencao de respostas fisiologicas

e regenerativas apropriadas. A persisténcia CE ao longo da vida torna-as particularmente
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susceptiveis ao acimulo de danos celulares, que podem levar a morte celular, a senescéncia
ou a perda da fungdo regenerativa. Estudos relatam que as CE em muitos tecidos sofrem
alteracOes profundas com a idade, exibindo uma capacidade de resposta enfraquecida a leséo
tecidual, desregulacdo das atividades proliferativas e declinio das capacidades funcionais.
Dessa forma, tais alteracfes simbolizam uma eficacia reduzida da substituicdo celular e
regeneragéo de tecidos em organismos idosos (96-98).

Diversos tecidos sdo afetados pelo envelhecimento, dentre eles, MO, células
estromais mesenquimais derivadas do corddo umbilical, células estromais mesenquimais
derivadas de tecido adiposo e tecidos derivados de celulas estromais de origem dentéria
como polpa de dente e ligamento periodontal (99-103).

Como citado anteriormente, dentre as MSC isoladas de tecidos adultos a MO é a mais
estudada, portanto, autores vem discutindo a influéncia que a idade tem sobre essa fonte de
MSC. Stolzing e colaboradores (2008)(99) levantaram questdes sobre resultados
controversos publicados acerca do nimero de MSC e envelhecimento. Stolzing afirma que
essa disparidade nos resultados encontrados pode estar relacionada a forma como 0s grupos
de estudo foram determinados assim como o tamanho da amostra, género, metodologia de
isolamento e as condi¢des de cultivo. Em seu estudo Stolzing e colaboradores (2008)(99),
usaram amostras de MO com uma ampla faixa etaria (5-55 anos), analisando a morfologia,
proliferacdo, potencial de formar col6nias in vitro, potencial de diferenciacdo nas linhagens
osteogénica, adipogénica e condrogénica, marcadores de senescéncia e niveis de estresse.
Os resultados encontrados pelo autor e colaboradores demonstraram uma tendéncia para
perda progressiva da capacidade proliferativa, de formacdo de col6nias, de redugdo do
potencial de diferenciacdo nas linhagens osteogéncia e condrogénica, porém com um

aumento no potencial para diferenciagcdo adipogénica conforme aumento da idade do doador.
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Outra MSC que é afetada pelo envelhecimento sdo as células estromais
mesenquimais derivadas do corddo umbilical. Em seu estudo, Huang e colaboradores
(2013)(100) avaliaram a influéncia da idade da mé&e nas propriedades proliferativas,
formagdo de coldnias e potencial de diferenciagdo. Os dados obtidos pelo autor e
colaboradores evidenciaram que mées mais de idade apresentavam uma redugdo ambos no
potencial proliferativo e formag&o de colonias, bem como uma redugéo na diferenciacdo para
linhagem osteogénica e um aumento no potencial para diferenciagdo adipogénica, como
evidenciado por outras fontes de MSC (99,101).

Um estudo realizado por Maredziak e colaboradores (2016)(101) em MSC derivadas
de tecido adiposo de diferentes faixas etéarias avaliou o potencial de formacg&o de colbnias,
taxa de proliferacdo, tempo de duplicagdo da populagéo e potencial de diferenciacdo nas
linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. Os resultados encontrados
demonstraram que comparando doadores mais jovens e doadores mais de idade, as células
de doadores mais de idade possuem potencial reduzido para proliferacdo, bem como
potencial reduzido para diferenciacdo nas linhagens condrogénica e osteogénica e um
aumento de caracteristicas senescentes.

Estudos tem relatado que as populac@es celulares existentes dentro da polpa dentéria
que contribuem para manter os nichos das DPSC, sofrem modificacdes relacionadas ao
envelhecimento o que inclui reducdo no canal da polpa causada pela continua deposicao da
dentina (104-106).

Nas DPSC, o envelhecimento também foi ja foi descrito como o responsavel por
afetar fungbes como, o aumento no tamanho celular, redugéo na proliferacéo e diminuicdo
do potencial de diferenciacdo (69,107). Yi et al. (2017)(107) e lezzi et al. (2019)(106)
observaram que as DPSC enfrentam interferéncias nos processos de mineralizagéo,

evidenciadas pela diminui¢do do potencial osteogénico. Além disso, foi demonstrado por
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Feng e colaboradores (2013) (108) que as DPSC possuem baixo potencial para diferenciacéo
neuronal. O envelhecimento, como um processo bioldgico, impacta profundamente a
funcionalidade dos tecidos, incluindo as CE. Assim, a senescéncia das DPSC ilustra como a
perda da funcdo celular compromete a homeostase e a capacidade regenerativa dos tecidos
dentérios, resultando em um efeito negativo geral na saude e funcionalidade dos organismos

idosos.
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3. JUSTIFICATIVA

Estudos indicam que a idade pode impactar negativamente a capacidade proliferativa
e 0 potencial de diferenciagdo das MSC, aspectos cruciais para sua aplicacdo nas pesquisas
bésicas e clinicas. Compreender essas variagdes é fundamental para a padronizacéo e a
melhoria da qualidade das células utilizadas em pesquisas e tratamentos. Portanto, a
relevancia desta pesquisa reside na necessidade de aprofundar o conhecimento sobre os
efeitos da idade do doador nas propriedades das DPSC.

Além disso, estudos de marcadores neuronais especificos expressos pelas DPSC é
essencial para entender seu potencial neurogénico e suas aplicacbes em doencas
neurodegenerativas. A caracterizacdo detalhada desses marcadores pode abrir novas
fronteiras no tratamento dessas doencas, proporcionando alternativas terapéuticas mais
eficazes. Além disso, explorar o potencial das DPSC em regeneracgdo neural e suas possiveis
utilizacbes em terapias celulares pode oferecer novas perspectivas para a medicina
regenerativa e a neurociéncia.

Portanto, investigar as variagdes induzidas pela idade nas MSC e suas propriedades,
bem como sua influéncia na expressdo de marcadores neuronais das DPSC séo passos
importantes para 0 avanco da medicina regenerativa. Esse estudo ndo sé contribui para o
avanco do conhecimento cientifico sobre MSC e suas aplicacdes, mas também pode auxiliar

as abordagens terapéuticas para diversas doencas, especialmente as neurodegenerativas.
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4. OBJETIVO GERAL
Avaliar a acéo da idade do doador nas caracteristicas das células estromais derivadas

de polpa de dente.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
= |solar e cultivar as DPSC de diferentes faixas etarias
= Caracterizar as DPSC conforme sugerido pela ISCT.
= Auvaliar e quantificar o potencial clonogénico de DPSC.
» Avaliar a estabilidade genética de DPSC.
= Auvaliar a capacidade de proliferacdo e senescéncia de DPSC.
= Avaliar a expresséo de marcadores relacionados a diferenciagdo neuronal nas DPSC.

= Comparar os resultados obtidos nas diferentes faixas etéarias.
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5. MATERIAL E METODOS
Este projeto foi desenvolvido no Laboratério Experimental de Cultivo Celular

(LECC) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana, conforme a Figura 3.

Figura 3 Desenho de estudo.
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3. Marcadores neuronais 2.Caracterizagdo

1. Caracterizacdo

DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.
Fonte: a autora (2023)

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catoblica do Parana (parecer n° 4.746.491). Dentes permanentes (3° molar) de adultos de
quatro faixas etarias foram coletados na clinica odontolégica M&M com indicacdo de

extracdo. Os dentes coletados foram separados em quatro grupos conforme o Quadro 1.

Quadro 1 Separacdo das amostras em grupos conforme faixa etaria.

Grupo Faixa etaria (anos)
Grupo A 20-25
Grupo B 30-35
Grupo C 40-45
Grupo D 50-55
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5.1 ISOLAMENTO E CULTIVO

Os dentes apds a extracdo, foram encaminhados para o LECC, imersos em solugdo de
meio Iscoves Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) (Gibco™, Invitrogen, NY, USA),
penicilina e estreptomicina (Gibco™, Invitrogen, NY, USA), heparina (Cristalia, Itapira, SP,
BR) e fluconazol (Sanobiol, Minas Gerais, MG, BR). O isolamento foi realizado conforme
descrito por Fracaro e colaboradores (2020)(109). Para o isolamento das DPSC, os dentes
foram lavados uma vez em solugdo contendo clorexidina (PERIOGARD, Colgate®) e duas
vezes com solucdo tampdo salina fosfato (PBS) (Gibco™, Invitrogen, NY, USA),
suplementado com 1% de penicilina e estreptomicina, em seguida, foi realizada a extragédo
da polpa com lima endoddntica e a transferéncia para uma placa de Petri, onde foi realizada
a maceragdo mecanica com o auxilio de bisturi.

O macerado foi colocado em 1 mg/mL de solucdo de colagenase tipo Il (Gibco™,
Invitrogen, NY, USA), incubada a 37°C por uma hora sob agitacdo constante, entdo foi
centrifugada por 10 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o bot&o de células
ressuspendido. As células foram cultivadas em meio IMDM suplementado com 15% de soro
bovino fetal (SBF) (Gibco™, Invitrogen, NY, USA), 1% penicilina e estreptomicina. As
culturas foram armazenadas em incubadoras a 37°C com 5% de CO. O meio de cultura foi
substituido duas vezes por semana. Quando as culturas atingirem cerca de 80%-90% de
confluéncia, as células foram dissociadas utilizando tripsina/acido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA) 0,25% (Gibco™, Invitrogen, NY, USA) e replaqueadas.

5.2 CARACTERIZACAO

Para a caracterizacdo das DPSC, as amostras foram acompanhadas diariamente,
analisadas quanto a sua morfologia e aderéncia ao plastico e foram caracterizadas
imunofenotipicamente conforme as diretrizes da ISCT e diferenciadas em adipdcitos e

osteoblastos.

36



5.2.1 Caracterizacdo imunofenotipica

Para a marcacéo, as células foram lavadas com PBS (Gibco™, Invitrogen, NY, USA)
e incubadas no escuro durante 30 minutos com os anticorpos conforme o Quadro 2. Apos a
marcagao, as cé¢lulas foram lavadas com tampao de lavagem e ressuspendidas em 500uL de
uma solucdo contendo 1% de paraformaldeido (PFA) (Sigma Aldrich, MO, USA).
Aproximadamente 100.000 células foram adquiridas pelo citdbmetro de fluxo FACS Calibur

(BD Bioscience, USA) e foram analisadas por meio do software FlowJo® (v10.1).

Quadro 2 Marcadores utilizados na caracterizacdo das DPSC.

Marcadores Fluorocromo Marca Catélogo Diluigéo
CD14 FITC BD Pharmigen 555397 1:20
CD19 FITC BD Biosciences 340409 1:20
CD29 APC BD Pharmigen 559883 1:20
CD34 APC BD Pharmigen 555824 1:20
CD44 FITC BD Pharmigen 555478 1:10
CD45 FITC BD Biosciences 347463 1:20
CD73 APC BD Pharmigen 560847 1:33
CD90 PE BD Pharmigen 555596 1:50
CD105 APC BD Pharmigen 562408 1:14

STRO-1 APC Invitrogen MA5-28635 1:20
HLA-DR PerCP BD Pharmigen 551375 1:100
7-AAD - BD Pharmigen 51-68981E 1:20

APC: aloficocianina; CD: grupos de diferenciagdo celular; FITC: isotiocianato de fluresceina; PE: ficoeritrina;
PerCP: complexo proteina clorofila peridinina; APC: aloficocianina

5.2.2 Diferenciagao

As DPSC foram induzidas a diferenciacdo em duas linhagens celulares: adipogénica
e osteogénica conforme descrito por Fracaro e colaboradores (2020) (109). Para isso, as
células foram cultivadas em placas de vinte e quatro pog¢os sobre laminulas de vidro e foram
utilizados meios especificos para a inducdo a diferenciacdo de cada tipo celular

(Differentiation Basal Medium- Osteogenic (Lonza, USA) — diferenciacdo osteogénica)
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(Adipogenic Induction Medium (Lonza, USA) — diferenciacéo adipogénica). A troca do meio

foi realizada trés vezes por semana durante trés semanas.

5.2.3 Coloracéo

Para analisar a diferenciacdo celular, as células foram coradas apés 21 dias de cultivo.
O corante Alizarina Red S (Sigma Aldrich, MO, USA) foi utilizado para identificar a
presenca de cristais de calcio, indicando diferenciacdo osteogénica. Para a diferenciacdo
adipogénica, as células foram coradas com Oil Red O (Sigma Aldrich, MO, USA), que
marca 0s vacuolos lipidicos. A quantificacdo das células adipogénicas foi realizada
contando-se o numero total de células e o nimero de células com vacuolos lipidicos corados
com Qil Red O. A proporcéo de células diferenciadas foi calculada como uma porcentagem
do total de células. As laminas foram analisadas usando um microscépio NIKON Eclipse Ni

(Nikon, Tokyo, JPN), e as imagens foram capturadas com o software NIS-Elements (v 4.20).

5.2.3.1 Quantificacdo da diferenciagcdo osteogénica

Apbs a inducéo a diferenciacdo osteogénica, as células foram submetidas ao ensaio
de quantificacdo da absorbancia do corante Alizarina Red S (Sigma Aldrich, MO, USA) por
espectrofotometria. As células foram brevemente lavadas com PBS (Gibco™, Invitrogen,
NY, USA) e dgua destilada e fixadas com etanol 100% (Merk, Darmstadt, Alemanha) por
15 minutos. Foi adicionado o corante Alizarina Red S (Sigma Aldrich, MO, USA) por 40
minutos e as células foram lavadas com agua destilada e PBS (Gibco™, Invitrogen, NY,
USA). Em seguida, foi adicionado a solucgéo de lixiviacdo a 10% de &cido acético (Sigma
Aldrich, MO, USA) e 20% de metanol (Sigma Aldrich, MO, USA) por 15 minutos em
agitador orbital a temperatura ambiente. A absorbéncia foi quantificada por
espectrofotdmetro (VersaMax Microplate Reader™, Molecular Device™, CA, USA) no

comprimento de onda de 450nm. O ensaio foi realizado em triplicata. Como controle foram
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utilizadas as células que ndo foram induzidas a diferenciacdo osteogénica e como controle

da reacéo foi utilizada a solugéo de lixiviag&o.

5.2.3 Ensaio de unidade formadora de col6nias fibroblastoides (CFU-F)

Para o ensaio de formacdo de colbnias, 600 células foram plagueadas em placa de
seis pogos. Foram realizadas seis replicatas para cada amostra. As células foram cultivadas
em meio IMDM suplementado com 15% de SBF durante 10 dias, fixadas e coradas com
metanol (Sigma Aldrich, MO, USA) e cristal violeta (3%) (Sigma Aldrich, MO, USA). A
contagem das coldnias foi realizada com o auxilio de um microscépio esteroscépio (Leica
DM IL LED, DE). Foram consideradas col6nias aquelas que apresentarem 50 ou mais
células. Para obter a porcentagem de eficiéncia de formacdo de col6nias foi utilizado o
seguinte calculo: média da contagem da triplicata divido pelo nimero de células plaqueadas

inicialmente (600) multiplicado por 100.

5.3 ANALISE CARIOTIPICA

A andlise da estabilidade genética das células foi realizada por meio da técnica
citogenética com bandeamento G na passagem quatro. Foram cultivadas 600,000 e 400,000
células em frascos de cultivo 75 cm? com meio de cultura IMDM suplementado com 15%
de SBF, 1% de penicilina e estreptomicina, mantidas em incubadoras a 37°C, com 5% de
CO:.. Essas celulas foram acompanhadas diariamente para que fosse possivel obter o médximo
possivel de metafases. Para interrupgdo mitética, foi adicionada colchicina (0,1 pg/mL)
(Sigma Aldrich, MO, USA) e, ap0s quatro horas, o material foi dissociado para a coleta das
células. Estas foram centrifugadas e colocadas em solugéo hipoténica composta por 0,075M
de Cloreto de Potassio (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, foram fixadas com
metanol (Sigma Aldrich, MO, USA) e acido acético (Sigma Aldrich, MO, USA) na

proporcéo de 3:1, respectivamente.
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As laminas foram confeccionadas a 60% de umidade e temperatura ambiente entre
18-25°C e desidratadas em estufa a 60°C durante 24 horas. As laminas foram tratadas com
0,002 g/mL de tripsina-EDTA e, em seguida, coradas utilizando uma diluigéo de 1:20 de
solucdo de Giemsa e agua destilada (Laborclin, Parand, Brasil). A analise das metafases foi
realizada usando um microscopio Leica DM2000 com o software de cariotipagem LUCIA-
KARYO. A andlise e a interpretacdo dos resultados foram realizadas conforme sugerido pelo

International System Nomenclature Cytogenetic (ISCN) (2005) (55).

5.4 ENSAIO DE PROLIFERAC}AO

Para a realizacdo do ensaio de proliferacdo cerca 300.000 células na passagem quatro
foram cultivadas em frascos de cultivo de 75¢cm? (CELLSTAR®, Greiner Bio-One, DE) com
meio de cultura IMDM suplementado com 15% de SBF, 1% de penicilina e estreptomicina
e foram mantidas em incubadoras a 37°C, com 5% de CO2. Apds trés dias em cultivo, 0 meio
foi trocado e adicionado o nucleosideo 5-gtinil-2"- desoxiuridina (EdU) (Invitrogen, NY,
USA), o qual ¢ incorporado durante a sintese do DNA. Ap6s 24 horas, as células foram
dissociadas com o auxilio da tripsina/EDTA 0,25%, contadas e coradas com o 7-AAD para
analise de viabilidade celular.

As amostras foram marcadas com o kit Click-iT® Plus EdU Flow Cytometry Assay
Kits (Invitrogen, NY, USA), conforme as orientacfes do fabricante. As células foram
fixadas, permeabilizadas, marcadas com o fluorocromo Alexa Fluor 488 e incubadas por 30
minutos na auséncia de luz. Apos as lavagens, as células foram ressuspendidas com reagente
de lavagem e permeabilizagcdo (Saponina+PBS+BSA 1%), adquiridas pelo citdmetro de
fluxo FACS Calibur (BD Bioscience, USA) e foram analisadas por meio do software

FlowJo® (v10.1).
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5.5 ENSAIO DE SENESCENCIA
O ensaio de senescéncia foi realizado na passagem cinco com o auxilio do Kit
CellEvent™ Senescence Green Flow Cytometry Assay (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) que
avalia a expressdo da B-galactosidase, comumente usada como um marcador para células
senescentes. Para realizar este ensaio cerca 300.000 células foram cultivadas em frascos de
cultivo de 75cm? com meio de cultura IMDM suplementado com 15% de SBF, 1% de
penicilina e estreptomicina e foram mantidas em incubadoras a 37°C, com 5% de CO..
Apb6s quatro dias em cultivo, as células foram dissociadas com o auxilio da
tripsina/EDTA 0,25%, contadas e fixadas com 2% de PFA por 15 minutos na auséncia de
luz. As células foram lavadas e marcadas com reagente CellEvent™ Senescence Green
Probee (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e incubadas por 90 minutos em estufa a 37°C, com
auséncia de luz e CO2, conforme as orientagdes do fabricante. As células entdo foram
lavadas, ressuspendidas em PBS+BSA 1%, adquiridas pelo citometro de fluxo FACS

Calibur (BD Bioscience, USA) e foram analisadas por meio do software FlowJo® (v10.1).

5.6 ANALISE DE MARCADORES NEURONAIS
Para avaliar a capacidade das DPSC em expressarem marcadores da linhagem neuronal,
foram realizadas as seguintes avaliagcdes: expressdo de marcadores neuronais por citometria

de fluxo na passagem quatro e imunofluorescéncia na passagem seis.

5.6.1 Expressao de marcadores neuronais por citometria de fluxo

Para avaliar a expressdo de marcadores neuronais, as células foram lavadas com PBS
e incubadas no escuro durante 30 minutos com os anticorpos conforme o Quadro 3. Apos a
marcacao, as c€lulas foram lavadas com tampao de lavagem e ressuspendidas em 500uL de
uma solucdo contendo 1% de paraformaldeido (PFA). Aproximadamente 100.000 células
foram adquiridas pelo citdmetro de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience, USA) e foram

analisadas por meio do software FlowJo® (v10.1).
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Quadro 3 Marcadores neuronais utilizados na imunofenotipagem das DPSC

Marcadores Alvo Fluorocromo Marca Catalogo Diluicdo

Células natural killer, células T

tecidos neuroenddcrinos

CD56 ativadas, cérebro e cerebelo e PE BD Pharmagen 555516 1:20

CD146 Células da crista neural PE BD Pharmagen 550315

Células-tronco mesenquimais de
baixa afinidade para receptor de
crescimento do nervo (NGFR) ou
p75NT (receptor da neurotrofina)

CD271

PE BD Pharmagen 557196 1:10

CD: grupo de diferenciagdo celular FITC: Isocianato de fluresceina; PE: ficoeritrina. DPSC: células-tronco
derivadas de polpa de dente permanente.

5.6.2 Expressdo de marcadores neuronais por imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi utilizada para avaliar a expressdo de marcadores neuronais
foi a andlise e quantificacdo da expressdao do marcador neuronal Btubulina III (tubulina
especifica de neurdnios) e nestina (considerado marcador neuroprogenitor). Para esta
avaliacdo, as células foram lavadas com PBS e fixadas com 4% de PFA (Sigma Aldrich,
USA). As células foram novamente lavadas com PBS permeabilizadas e lavadas com
solugdo de lavagem (PBS com 0,2% de albumina sérica bovina (BSA) (InLab, SP, BR). Foi
realizado o bloqueio em temperatura ambiente e entdo adicionado o anticorpo primario anti-
Btubulinalll (Santa Cruz, 1:800) e anti-nestina (ThermoFisher, 1:200). As amostras foram
incubadas overnight, a 4°C.

Apobs a incubacdo foi adicionado o anticorpo secundario anti-camundongo FITC
(Sigma Aldrich, USA, 1:350) e anti-coelho-TRITC (Sigma Aldrich, USA, 1:350). O material
foi lavado novamente com solugdo de lavagem ¢ o nticleo corado com 4°,6’-diamino-2-fenil-
indol (DAPI). As laminas foram analisadas em Microscopio NIKON Eclipse Ni (Nikon,
Tokyo, JPN) e as imagens digitais foram obtidas por meio do programa NIS-Elements (v

4.20).
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5.6.3 Quantificagéo da intensidade do sinal fluorescente

A intensidade de fluorescéncia foi quantificada para avaliar a expressdao da BIII-
tubulina e nestina nas DPSC das quatro faixas etéarias. A quantificagdo da intensidade da
fluorescéncia foi realizada conforme descrito por Jensen (2013)(110) usando o software
ImageJ desenvolvido por Wayne Rasband versdo 2.0 para Windows, Cambridge — Reino
Unido. Dez imagens de cada amostra foram selecionadas e configuradas em 8 bits (Image-
Type-8-bit). Para quantificar a intensidade do sinal fluorescente, o histograma (Image-Ajust-
Threshold) foi usado com as seguintes configuragdes selecionadas: “Default” e “Dark
Background”. Foi realizado a normaliza¢do dos resultados, dividindo a intensidade da

fluorescéncia pelo niumero de nucleos (corados com DAPI) em cada imagem analisada.

5.7 ANALISE ESTATISTICA
Para a analise estatistica dos dados foi aplicado o teste de normalidade Shapiro Wilk, em
seguida utilizado o teste de Kruskal Wallis. Os resultados foram apresentados em média e
desvio padrdo. O nivel de significancia adotado foi 5% (p=0,05). Todos os calculos foram
realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism versdo 9.00 para Windows, San

Diego — Califérnia, EUA.

6. RESULTADOS

6.1 DPSC DE FAIXAS ETARIAS MAIS AVANCADAS APRESENTAM
MENOS CELULAS ADERENTES E EM PROLIFERACAO

Foram coletadas e isoladas 25 amostras de DPSC e 19 apresentaram células aderentes
e proliferando. O numero de dentes coletados de DPSC de cada grupo esta descrito na Tabela

1.
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Tabela 1. Nameros de dentes coletados e isolados de cada grupo de DPSC.
Amostras com

Média da idade = Amostras coletadas e

Doadores (xDP) isoladas células _aderentes e
proliferando

Grupo A 23+19 5 5

Grupo B 32+138 6 5

Grupo C 425+2.2 6 4

Grupo D 535+19 8 5

DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.

6.2 DPSC DO GRUPO D APRESENTARAM MORFOLOGIA DIFERENTE
DA FIBROBLASTOIDE

As DPSC apresentaram morfologia fibroblastoide e aderéncia ao plastico, conforme
estabelecido pela ISCT (Figura 4), demonstrando a partir desse critério que as células
isoladas podem ser consideradas MSC. Apesar de todos os grupos apresentarem morfologia
conforme descrito pela ISCT, foi constatado no grupo D a presenca de morfologia mais

arredondada e achatada, diferente da fibroblastoide.
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Figura 4 Cultivo de uma amostra representativa de cada grupo das DPSC

» s s
(A) Grupo A (B) Grupo B (C) Grupo C (D) Grupo D. As células apresentaram morfologia fibroblastéide e

aderéncia ao pléstico. Aumento: 50x. Barra: 200um. DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente
permanente.

Fonte: a autora (2022)

6.2.1 DPSC de todos os grupos apresentaram caracteristicas imunofenotipicas
de MSC

Por citometria de fluxo foram avaliados os marcadores de superficie de todos os
grupos conforme as orientacGes da ISCT. As amostras de todas as faixas etarias analisadas
apresentaram uma expressao positiva (maior que 95%) para os marcadores: CD29, CD44,
CD73, CD90 e CD105 e expressdo reduzida (menor que 2%) para CD14, CD19, CD34,

CD45 e HLA-DR (Figura 5).
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Figura 5.Caracterizacdo imunofenotipica das DPSC de quatro faixas etarias.
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DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.

Fonte: a autora (2023)

Tambeém foi verificada a expressdo do marcador de superficie STRO-1, considerado

um marcador mesenquimal que nesse estudo apresentou uma expressao reduzida para todos

0s grupos (menor que 3,0%) e quando comparado a expressdo entre os grupos, ndo foi

observado diferenca estatistica significativa (p= 0,5584) (Figura 6).
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Figura 6 Porcentagem de células positivas para o0 marcador STRO-1.
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Fonte: a autora (2024)

Para verificar a viabilidade das células de cada grupo, foi utilizado o corante 7-AAD. A

média da viabilidade do grupo A foi de 98 1,5, do grupo B foi de 92,5 £7,6, do grupo C foi

de 93,3 +3,6 e do grupo D foi de 98,7 £0,5. Quando comparado a viabilidade celular entre

0s grupos ndo foi constatado diferenca estatistica significativa (p = 0,2063) (Figura 7).

Figura 7 Viabilidade celular das quatro faixas etarias de DPSC.
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DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.

Fonte: a autora (2024)
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6.2.2 DPSC apresentaram potencial para diferenciacdo osteogénica e
adipogénica

Para a diferenciacéo, trés amostras de cada faixa etaria foram diferenciadas nas linhagens
adipogénica e osteogénica. Apoés 21 dias de inducdo a diferenciacdo adipogénica, foi
possivel observar a presenca de poucos vacuolos lipidicos corados em vermelho em todas as
amostras (Figura 8E, 8F, 8G e 8H). Nas amostras controle ndo foi possivel observar a
formacdo de vacuolos lipidicos corados com Oil Red O (Figura 8A, 8B, 8C e 8D). Nas
amostras induzidas a diferenciacdo osteogénica, foi possivel observar a presenca de cristais
de célcio corados em vermelho apds os 21 dias (Figura 8M, 8N, 80 e 8P). Nas amostras
controle nédo foi possivel observar a formacao desses cristais de calcio (Figura 8l, 8J, 8K e

8L).

Figura 8 Imagem representativa da diferenciagdo in vitro das DPSC das quatro faixas etarias.
A : BN :

CONTROLE

DIFERENCIACAO

A~

OSTEOGENICA

(A) DPSC Grupo A linhagem osteogénica: controle. (B) DPSC Grupo B linhagem osteogénica: controle. (C)
DPSC Grupo C linhagem osteogénica: controle. (D) DPSC Grupo D linhagem osteogénica: controle. (E) DPSC
Grupo A linhagem osteogénica: diferenciacdo, presenca de cristais de calcio corados em vermelho. (F) DPSC
Grupo B linhagem osteogénica: diferenciacdo, presenca de cristais de calcio corados em vermelho. (G) DPSC
Grupo C linhagem osteogénica: diferenciacdo, presenca de cristais de calcio corados em vermelho. (H) DPSC
Grupo D linhagem osteogénica: diferenciacdo, presenca de cristais de calcio corados em vermelho. Colorag&o:
Alizarina Red S. Imagens representativas. Aumento: 400x. Barra: 50pm. DPSC: células estromais derivadas
de polpa de dente permanente.
Fonte: a autora (2023)
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DIFERENCIACAO

CONTROLE

Figura 9 Imagem representativa da diferenciagdo in vitro das DPSC.

A

ADIPOGENCIA

(A) DPSC Grupo A linhagem adipogénica: controle. (B) DPSC Grupo B linhagem adipogénica: controle. (C)
DPSC Grupo C linhagem adipogénica: controle. (D) DPSC Grupo D linhagem adipogénica: controle. (E)
DPSC Grupo A linhagem adipogénica: diferenciacdo, presenca de vacutolos lipidicos. (F) DPSC Grupo B
linhagem adipogénica: diferenciacdo, presenca de vacuolos lipidicos. G DPSC Grupo C linhagem adipogénica:
diferenciacdo, presenca de vacuolos lipidicos. (H) DPSC Grupo D linhagem adipogénica: diferenciacéo,
presenca de vacuolos lipidicos. Coloracédo: Oil Red O. Imagens representativas. Aumento: 400x. Barra: 50um.
DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.

Fonte: a autora (2023)

Foi avaliado nas DPSC, o potencial de diferenciacdo adipogénica por meio da
quantificacdo de células que apresentaram vacuolos lipidicos corados com Oil Red O. Houve
diferenga estatistica significativa entre os grupos A e C (p<0,0001), entre os grupos A e D
(p<0,0001), entre os grupos B e C (p<0,0001) e entre os grupos B e D (p<0,0017) (Figura
9). Os dados demonstraram que as maiores faixas etarias (grupos C e D) apresentaram um
maior potencial para diferenciacdo adipogénica quando comparado as menores faixas etarias

(grupos A e B). Nos controles ndo foi observado a presenca de vacuolos lipidicos.
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Figura 10 Quantificacdo das DPSC diferenciadas para a linhagem adipogénica ap6s a coloracdo utilizando
Oil Red.
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Dados expressos em média e desvio padrdo. DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.

**p<0,0017; **** p<0,0001.
Fonte: a autora (2023)

Foi avaliado também o potencial de diferenciacdo osteogénico, através da
quantificacdo da Alizarina Red S (corante responsavel por corar cristais de célcio) por
espectrofotometria. Foi possivel observar diferenca estatistica significativa entre controles e

diferenciacdo osteogénica dos respectivos grupos (p<0,0001) (Figura 10).
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Figura 11. Quantificacdo das DPSC diferenciadas para a linhagem osteogénica utilizando espectrofotometria
apods a coloragdo com Alizarina Red.
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Dados expressos em média e desvio padrdo. CTL: controle. DO: densidade 6tica. DPSC: células estromais

derivadas de polpa de dente permanente. **** p<0,0001.
Fonte: a autora (2023)

Também foi possivel observar diferenca significativa entre os grupos. Quando avaliado
a quantificacdo para a linhagem osteogénica, foi observado diferenca estatistica entre o
grupo A e B (p<0,0001), A e D (p<0,0001), B e C (p<0,0001) e C e D (p<0,0001) (Figura

11).
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Figura 12 Quantificacdo das DPSC diferenciadas para linhagem osteogénica.
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Dados expressos em média e desvio padrdo. DO: densidade 6tica. DPSC: células estromais derivadas de polpa

de dente permanente. ****p<0,0001.
Fonte: a autora (2024)

6.2.3 DPSC do grupo com mais de 50 anos apresentaram um potencial reduzido
na formacao de colbnias

O ensaio de unidades formadoras de col6nia foi realizado para verificar o potencial
das DPSC de diferentes faixas etarias em formar colonias. Apds 10 dias em cultivo houve

formacédo de col6nias em todos os grupos estudados, conforme Figura 12.
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Figura 13 Ensaio de formacéo de coldnia das DPSC.
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Imagens representativas das colénias formadas pelos grupos. (A) Grupo A (B) Grupo B (C) Grupo C e (D)
Grupo D coradas com Violeta Cristal. (E) Morfologia das coldnias do Grupo A (F) Morfologia das colbnias
do Grupo B (G) Morfologia das coldnias do Grupo C e (H) Morfologia das col6nias do Grupo D. Aumento:
50x. DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.

Fonte: a autora (2023)

Apos a contagem das CFU-F, a média de colbnias observadas no grupo A foi de
52,54 + 20,8, no grupo B foi de 35,24 + 37,8, no grupo C foi de 43,08 £ 9,97 e no grupo D
foi de 1,43 £ 2,90. Quanto a média da eficiéncia de formacéo de coldnias do grupo A foi de
9,2%, do grupo B foi de 7,6%, do grupo C foi de 7,8% e do grupo D foi de 0,23%. Quando
comparado, 0s grupos A, B e C apresentaram uma diferenca estatistica significativa na
formagéo de col6nias (p<0,0001) e na eficiéncia de formacdo de coldnias (p<0,0001) em
relacdo ao grupo D (Figura 13). Esses resultados demonstram que as amostras coletadas de
pacientes entre 50 e 55 anos tem um potencial reduzido para formar coldnias quando

comparado com as outras faixas etarias.
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Figura 14 Média do nimero de col6nias e porcentagem de eficiéncia de formacao de col6nias dos grupos de

DPSC.
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Dados expressos em média e desvio padrdo. DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.
****p<0,0001.
Fonte: a autora (2023)

) 6.3 DPSC DE FAIXA ETARIA MAIS AVANQADA NAO APRESENTOU
NUMERO SUFICIENTE DE METAFASES PARA ANALISE
Para analise citogenética, trés amostras de cada faixa etaria foram processadas
(Tabela 2). Quando possivel foram analisadas pelo menos 20 metafases por amostra
conforme sugere o ISCN. A analise citogenética de DPSC de individuos com idade entre 20
e 45 anos (Grupos A, B e C) demonstrou cariétipos normais (46,XX ou 46,XY) em todas as
amostras, com metafases suficientes analisadas (Tabela 2 e Figura 14). No entanto, na faixa
etaria mais avangada (50-55 anos, Grupo D), houve desafios significativos na obtencao de
células e metafases suficientes para uma andlise abrangente, na qual o grupo apresentou

namero insuficiente de células e metafases, impossibilitando uma analise conclusiva.

54



Tabela 2.Cari6tipos dos diferentes grupos e amostras de DPSC.

Grupo Amostra Caridtipo
Al 46,XX[20]
A A2 46,XX[20]
A3 46,XX[20]
B1 46,XX[20]
B B2 46,XX[20]
B3 46,XY[20]
C1l 46,XX[20]
C C2 46,XY[20]
C3 46,XY[20]
D1 *
D D2 *
D3 **

* NUmero de células insuficientes para aplicacdo da técnica. ** Numero insuficiente de meté&fases para anélise.
DPSC: células-tronco estromais derivadas de polpa de dente permanente.

Figura 15 Analise cariotipica
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(A) Metafase de uma DPSC apresentando as bandas dos cromossomos tratados com tripsina e Giemsa. (B)
Cariograma representativo das amostras de DPSC, exibindo os 23 pares de cromossomos humanos (22
autossomos e 1 par de cromossomos sexuais). Os cromossomos estdo organizados em pares homologos e
numerados de 1 a 22, seguidos pelos cromossomos sexuais X e Y.

Fonte: Mateus de Oliveira Lisboa (2022)

6.4 O FATOR IDADE REDUZ AS TAXAS DE PROLIFERACAO DAS DPSC
Para verificar a capacidade de proliferagdo das diferentes faixas etarias de DPSC, foi
mensurado por citometria de fluxo a quantidade de células em divis&o pela incorporagédo do

nucleosideo EdU durante a sintese de DNA, por um periodo de 24 horas, na passagem quatro.
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Quando analisado a porcentagem de células proliferativas, o grupo D teve a menor
porcentagem de proliferacdo (23,30%) quando comparado aos grupos A (83%), B (69,90%)
e C (67,2%) com diferencga significativa entre os grupos A e D (p<0,0005), B e D (p<0,0027)

e C e D (p<0,0040) (Figura 15).

Figura 16 Proliferacdo das DPSC de diferentes faixas etéarias.
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Avaliacdo da incorporagdo do nucleosideo EdU durante 24 horas nos grupos A, B, C e D. Dados expressos em
média e desvio padrdo. DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente. **p<0,0027;
**p<0,0040; *** p<0,0005.

Fonte: a autora (2023)

6.5 AS DPSC ISOLADAS' DE FAIXA ETARIA ACIMA DE 50 ANOS
APRESENTAM MAIOR TAXA DE CELULAS SENESCENTES

Para avaliar a porcentagem de células senescentes, foi mensurado a expressdo da
enzima B-Galactosidase (enzima presente em células senescentes) por citometria de fluxo
nos grupos de DPSC nas diferentes faixas etarias. Apos a mensuragdo da [-galactosidase,
foi possivel observar que o grupo D (56,50%) teve uma maior porcentagem de celulas em
senescéncia quando comparado com o grupo A (5,13%), B (12,7%) e C (11,9%) com

diferenca significativa (p<0,0001; p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente) (Figura 16).
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Figura 17 Senescéncia das DPSC de diferentes faixas etérias.
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Avaliacdo da expressdo da enzima p-Galactosidase, por citometria de fluxo entre os grupos. Os dados foram
expressos em média e desvio padrdo. DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.

****p<0,0001 (comparagdo entre os grupos A, B e C em relagdo ao grupo D).
Fonte: a autora (2023)

6.6 AS DPSC NAO APRESENTAM DIFERENCAS NA EXPRESSAO DE
MARCADORES NEURONAIS DE SUPERFICIE

A fim de avaliar a expressdo de marcadores neuronais em amostras de DPSC de
diferentes faixas etarias, foi realizada uma analise imunofenotipica por citometria de fluxo
utilizando os marcadores CD56, CD146 e CD271 (Figura 17). Nao foram observadas
diferencas significativas na porcentagem de células positivas para os marcadores CD56

(p=0,3187), CD146 (p=0,3826) e CD271 (p=0,6858) entre os grupos analisados.
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Figura 18 Expressdo dos marcadores neuronais avaliados por citometria de fluxo nos grupos A, B, C e D de

DPSC.
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(A) Expressdo do marcador CD56 para todos os grupos. (B) Expressdo do marcador CD146 para todos os
grupos (C) Expresséo do marcador CD271 para todos os grupos. DPSC: células estromais derivadas de polpa
de dente permanente. CD: grupos de diferenciacdo celular.

Fonte: a autora (2023)

6.7 AS DPSC NAO DIFEREM NA EXPRESSAO DO MARCADOR
BTUBULINA I11

A expressao da BTubulina III (tubulina especifica de neurdnios) foi verificada nas
DPSC em estagio indiferenciado. Todos os grupos foram marcados com o anticorpo anti-

BTubulina III. Foi possivel observar a expressdo em todos os grupos avaliados (Figura 18).
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Figura 19 Expresséo in vitro das DPSC de todos o0s grupos marcadas com o anticorpo anti-ptubulinalll e
intensidade de fluorescéncia da expressao da ftubulinalll.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

P

Imagens representativas de imunofluorescéncia de DPSC de todos os grupos. Anti-Btubulinalll marcadas em
verde (BIII). Nucleo celular marcado em azul (DAPI). Aumento: 400x. Barra: 50um. DPSC: células estromais
derivadas de polpa de dente permanente.

Fonte: a autora (2023)
Quando quantificado a intensidade de fluorescéncia do marcador ftubulinalll entre
0s grupos, ndo foi observado diferenca estatistica significativa (p=0,7109), demonstrando

uma homogeneidade das amostras na expressao desse marcador (Figura 19).
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Figura 20 Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia do marcador Btubulina 111 nas DPSC.
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DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente permanente.
Fonte: a autora (2023)

6.8  ASDPSC DE FAIXA ETARIA MAIS AVANCADA APRESENTAM UMA
EXPRESSAO REDUZIDA PARA O MARCADOR NESTINA

A expressdo do marcador Nestina (considerado um marcador da crista neural) foi
verificada em todos os grupos. As amostras foram marcadas com o anticorpo anti-Nestina.

Foi possivel observar a expressdo desse marcador em todas as faixas etérias (Figura 20).
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Figura 21 Expressdo do anticorpo anti-nestina nas DPSC de todos 0s grupos.
Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Imagens representativas de imunofluorescéncia de DPSC de todos os grupos. Anti-Nestina marcadas em
vermelho (NES). Nucleo celular marcado em azul (DAPI). Aumento: 400x. Barra: 50um. DPSC: células
estromais derivadas de polpa de dente permanente.

Fonte: a autora (2023)

Foi possivel observar uma maior expressdo deste marcador nos grupos A e C e uma
menor expressdo em B e D. Houve diferenca estatistica significativa entre os grupos A e D
(p<0,0389), entre os grupos B e D (p<0,0078) e entre os grupos C e D (p<0,0008) (Figura

21).
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Figura 22 Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia da DPSC de todos o0s grupos marcadas com anti-

Nestina.
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Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. DPSC: células estromais derivadas de polpa de dente
permanente * p<0,0389; ** p<0,0078; *** p< 0,0008.
Fonte: a autora (2023)

Essa diminuicdo na expressao da nestina no grupo D pode indicar diversas situacoes,
como a diferenciacdo celular para a linhagem neuronal. No entanto, quando analisada em

conjunto com o0s outros resultados, essa hipotese ndo se sustenta.
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7. DISCUSSAO

Um total de 25 amostras foram coletadas e isoladas, sendo que 19 amostras
apresentaram células aderentes e proliferando, podendo ser observado que conforme
aumento da faixa etaria do doador, menor a capacidade das células aderirem e proliferarem,
assim como descrito por Wu e colaboradores (2015)(111). Usualmente a baixa capacidade
de isolamento € associada a contaminacéo do cultivo por fungo ou bactéria, porém esse ndo
foi o motivo do baixo potencial de isolamento neste estudo (112). A reducdo na capacidade
das células aderirem nos grupos com faixa etaria mais avancada (grupo C e grupo D) pode
estar associada ao fato de as células passarem por algum estresse tentando se adaptar ao
meio, tais como: niveis alterados de nutrientes e fatores de crescimento, bem como auséncia
de componentes e tipos celulares que circundam a matriz extracelular, aumento nos niveis
de oxigénio e, além disso, pode também estar relacionada em como a estrutura do dente
reage ao envelhecimento (35). Assim como outros tecidos, 0 dente também esta sujeito ao
envelhecimento, dessa forma sua estrutura passa por alteragdes, que segundo alguns autores
afetam de forma direta 0 volume de polpa (41,69,113,114). Uma dessas alteracdes esta
diretamente ligada a deposi¢do secundaria da dentina causando calcificacdo nas artérias
pulpares e por consequéncia provocando a constricdo do canal da polpa impedindo a
circulacdo sanguinea (69). Essas modificagcbes observadas com o passar do tempo na
estrutura do dente/polpa podem ser as responsaveis pelo menor potencial de isolamento, pois
pode diminuir a quantidade de células disponiveis no tecido.

Um dos critérios estabelecidos pela ISCT para que uma célula seja considerada MSC
é a aderéncia ao plastico e morfologia fibroblastoide (18). Todos 0s grupos apresentaram
células aderentes ao plastico e similaridades em sua morfologia, no entanto, foi possivel
notar no grupo D células com uma morfologia mais arredondada e achatada quando

comparado aos outros grupos que apresentaram uma morfologia mais alongada e similar a
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fibroblastos(100,115). Esse tipo de morfologia constatada no grupo D é comumente
encontrada em células que demonstram um comportamento mais senescente (71).

Ao analisar os resultados da citometria de fluxo para caracterizacdo imunofenotipica
das DPSC dos quatro grupos, foi constatado que as células apresentaram um perfil
imunofenotipico positivo (maior que 95%) para os marcadores CD73, CD90 e CD105 e
reduzido (menor que 2%) para os marcadores CD14, CD19, CD34, CD45 e HLA-DR,
corroborando com os critérios estabelecidos pela ISCT e com outros estudos que avaliaram
a expressdo dos mesmos marcadores quanto a faixa etaria(18,116,117). Neste estudo além
de terem sido utilizados os marcadores sugeridos pela ISCT, foram adicionados ao painel de
citometria os marcadores CD29, CD44 e STRO-1 que autores descrevem também como
marcadores presentes nas MSC (103,118,119).

A expressdo positiva do marcador CD29 (pertencente a familia das integrinas,
contribui para a locomocdo e adesdo célula-célula) e do marcador CD44 (receptor de
superficie celular que atua na interagdo célula-célula, adesdo celular e migragdo), foi
observada em todos os grupos, corroborando com outros estudos que utilizaram esses
marcadores para caracterizar MSC (103,108,117,120-124).

O marcador STRO-1 tem sido regularmente utilizado para reconhecimento e
isolamento de varios tipos de MSC (23). Apesar de ser considerado um marcador de MSC,
sua expressao no presente estudo se mostrou controverso apresentando uma baixa expressao
em todas as faixas etarias, assim como constatado por outros pesquisadores em células
estromais isoladas de polpa e outros tecidos dentarios como PDLSC e GF (103,118).

A viabilidade celular é usada para medir a proporc¢do de células vivas dentro uma
populacédo, dessa forma, é utilizada em ensaios que séo capazes de determinar a satde geral
das células o que por sua vez, nos ajudam a otimizar o cultivo ou até mesmo condicdes de

determinado experimento. Uma forma de avaliar a viabilidade celular é por citometria de
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fluxo utilizando o 7-AAD, um corante impermeavel a membrana de celulas intactas, porém,
que podem entrar facilmente em células com a membrana comprometida. Ao analisar 0s
resultados obtidos nesse estudo, ndo foi observado diferenca estatistica entre 0s grupos o que
torna consistente com os resultados encontrados por Liu e colaboradores (2017) (116) onde
a viabilidade celular da fragcdo vascular estromal de tecido adiposo ndo muda de forma
significativa com a idade do doador. Embora ndo constatado diferenca entre os grupos, foi
possivel observar uma queda na viabilidade celular nos grupos B e C, o que pode estar
atrelado a variabilidade das amostras dentro de cada grupo.

Para caracterizar os grupos a fim de conferir o potencial de diferenciacdo nas
linhagens osteogénica e adipogénica, foi realizado a indugdo a diferenciacdo em ambas as
linhagens por um periodo de 21 dias. Apos os 21 dias de diferenciacdo foi constatado na
diferenciacdo osteogénica a presenca de cristais de céalcio em todos os grupos, corroborando
com parte dos critérios estabelecidos pela ISCT. No entanto, foi possivel observar nos grupos
C e D uma diferenga na coloragdo, 0s quais pareciam possuir uma menor quantidade de
cristais de célcio corados com Alizarina Red S quando comparado aos grupos A e B. Para
inferir melhores conclus@es sobre essa possivel diferenca entre os grupos, foi realizada a
quantificacdo da diferenciacdo. A andlise quantitativa da diferenciacdo osteogénica por
densidade optica (DO) revelou um padrdo divergente do esperado. Os grupos B e D
apresentaram valores aumentados de DO, enquanto os grupos A e C mostraram valores
reduzidos. Embora estes resultados contrariem a hipotese inicial de que doadores mais
jovens teriam maior potencial de diferenciacdo osteogénica, estudos conduzidos por Beane
(2014)(125) e Horinouchi (2020)(126) e colaboradores indicam que as DPSC, assim como
as células estromais derivadas do tecido adiposo, podem manter seu potencial de

diferenciagdo osteogénica independentemente da idade do doador.
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Kawagishi-Hotta e colaboradores (2016)(115), avaliando a capacidade de
diferenciacdo osteogénica em MSC de tecido adiposo, observaram que o potencial de
diferenciacdo ndo esta correlacionado com a idade do doador, mas foi notado diferencas
individuais em grupos mais velhos. Essas diferengas individuais no potencial de
diferenciacéo osteogénico aumentaram de forma gradativa e proporcional a idade do doador.
Portanto, ao comparar os resultados obtidos pelos autores citado acima e os resultados do
nosso estudo, podemos dizer que o potencial de diferenciacdo osteogénica ndo sofre
alteracdes independentemente da idade do doador.

Quando avaliado o potencial de diferenciacdo adipogénica, foi constatado a presenca
de poucos vacuolos lipidicos em todos 0s grupos (18). Isso comprova resultados anteriores
que demostraram o potencial limitado de diferenciacdo adipogénica das DPSC quando
comparada com outras fontes de MSC. Fracaro e colaboradores (2020) (109) comparando
DPSC e tecido adiposo utilizando dois meios de inducdo a diferenciagéo adipogénica (meio
comercial e meio caseiro) relataram que as células de polpa de dente possuem um potencial
reduzido para diferenciacdo adipogénica (média de 0% de células com vacuolos lipidicos
em ambos os meios de inducéo a diferenciacdo) quando comparada ao tecido adiposo que
apresentou uma média de 49,2% e 48,5% de células com vacuolos para meio comercial e
meio caseiro, respectivamente.

Quando comparadas as diferentes faixas etarias, as células dos grupos C e D
apresentaram um maior potencial de diferenciacdo adipogénica em relagdo aos grupos A e
B, em concordancia com estudos prévios (100,127). Esses resultados sugerem que a idade
pode influenciar a tendéncia das DPSC para diferenciacdo adipogénica. Conforme observado
por Dastgurdi e colaboradores (2018)(128), o0 método de isolamento também pode afetar o
potencial de diferenciagdo das DPSC: o uso de colagenase | e dispase favorece a

diferenciacdo osteogénica e condrogénica, enquanto o uso exclusivo de colagenase tende a
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aumentar a expressao adipogénica. Esses achados ressaltam a importancia de padronizar as
metodologias de isolamento e cultivo para DPSC e outras células estromais mesenquimais,
a fim de minimizar varidveis que possam interferir na capacidade de diferenciagdo. Neste
estudo, utilizamos exclusivamente colagenase Il para o isolamento, o que garantiu a
uniformidade metodoldgica, mas ainda assim, variagcBes entre as faixas etarias foram
evidentes.

Além disso, outra explicacdo possivel para o aumento do potencial de diferenciagdo
adipogénica nos grupos C e D esta relacionada a acdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS). Estudos recentes sugerem que as ROS desempenham um papel importante na
regulacéo da diferenciacdo celular (129-132). Em geral, 0 aumento e acimulo de ROS estdo
associados a uma reducgdo no potencial osteogénico das MSC. Sob condig¢des patologicas,
como envelhecimento e doencas metabolicas, as MSC tendem a se diferenciar em adipdcitos
em vez de osteoblastos (130). Esse fendmeno pode explicar o maior potencial de
diferenciacdo adipogénica observado nas células dos grupos C e D, indicando que a idade e
o0 acumulo de ROS podem ser fatores cruciais na definicdo do destino dessas células.

O ensaio de CFU-F ¢ utilizado para confirmar o potencial clonogénico, uma
caracteristica das MSC onde € avaliado a habilidade dessas células em gerar células-tronco
idénticas com morfologia celular adequada (133). Nesse estudo foi possivel observar uma
diferenga estatistica significativa no nimero médio de col6nias e eficiéncia na formacgéo de
colbnias entre os grupos A, B e C quando comparado ao grupo D. Diversos autores
realizaram o ensaio de CFU-F em tecidos dentarios e outras fontes, porém, o nimero inicial
de células e o tempo de cultivo difere muito entre os estudos, o que dificulta a comparacao
dos resultados. Apesar da dificuldade em comparar os resultados, estudos ja demonstraram

gue o potencial clonogénico de doadores mais velhos é reduzido devido a declinio gradual
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no nimero de MSC formadoras de coldnias, reforcando o que foi encontrado neste estudo
(103,116,134,135).

Uma vez caracterizadas as DPSC dos quatro grupos, foi avaliada a estabilidade
genética das células. H& muito tempo as MSC vem sendo estudadas como potencial para uso
clinico e, portanto, muitas vezes se faz necessario expandir as células in vitro de forma a
atingir um namero suficiente para uso terapéutico aumentando a probabilidade de alteracdes
genéticas ocorrerem (49). Devido a necessidade de expansdo das células in vitro, existe o
risco de as células adquirirem e acumularem alteracfes genéticas, causando problemas nos
efeitos terapéuticos dessas células e promovendo a senescéncia celular, que por sua vez pode
afetar a eficacia no tratamento e seguranca do paciente. Além disso a instabilidade genética
pode comprometer a confianga nos resultados obtidos nos testes in vitro (136).

Para que essas células possam ser utilizadas de forma segura como terapia, é
frequentemente realizada analise cariotipica nas células em cultivo. Neste estudo, a anélise
cariotipica foi conduzida para avaliar se a expansdo in vitro afetou a estabilidade genética
das células. Em todas as amostras em que foi possivel analisar um namero suficiente de
células de acordo com ISCN, ndo foram encontradas anormalidades cromossémicas, assim
como constatado por Brunet e colaboradores (2023) (98). Isso indica que as amostras obtidas
de doadores com essas idades apresentam estabilidade genética, sugerindo a biosseguranca
dessas amostras para possiveis aplicagdes clinicas.

A analise citogenética do grupo D (50-55 anos) foi impossibilitada pela auséncia de
metafases apropriadas para avaliacdo cariotipica, comprometendo a verificagdo da
estabilidade cromossdmica nestas células. Esta limitacdo metodoldgica é particularmente
relevante no contexto de possiveis aplicacGes terapéuticas, especialmente considerando que
estudos prévios evidenciam uma maior susceptibilidade a instabilidade genética associada

ao envelhecimento (135). A impossibilidade de validar a integridade cromossémica em

68



células provenientes de doadores desta faixa etaria traz preocupagdes quanto a biosseguranca
e aponta para a necessidade de métodos alternativos de analise genética para esta populacdo
ou a ndo utilizagdo dessas amostras em estudos envolvendo a medicina regenerativa (137).

As DPSC sdo conhecidas por compartilharem algumas caracteristicas de outras
fontes de MSC como habilidade de diferenciacdo em diversos fen6tipos. Por outro lado, as
DPSC tém propriedades distintas quando comparadas a outras MSC como um maior
potencial de proliferacdo, capacidade de regenerar tecidos, plasticidade e propriedades
imunomodulatérias (138). Apesar das DPSC possuirem boas taxas de proliferacdo, a idade
do doador pode influenciar nesse potencial. Foi observado em outras fontes de tecido
dentério e tecido adiposo que a proliferacdo sofre influéncia com a idade do doador
(101,107,127,131). E apesar de as metodologias serem diferentes do aplicado nesse estudo
e 0s grupos de faixa etéria apresentarem amostras mais heterogéneas, foi possivel observar
uma tendéncia para faixas etarias mais avancadas possuirem uma menor capacidade
proliferativa quando comparado a grupos mais jovens (101,107,127,131). Além disso,
observa-se uma relagéo entre a proliferacéo celular, capacidade de formagéo de colonias e
senescéncia no grupo D, caracterizado por uma menor taxa de proliferacdo, reducdo no
namero e formacdo de col6nias, além de uma maior porcentagem de células senescentes.

A senescéncia é caracterizada como um processo responsavel pela interrup¢do do
ciclo celular de forma irreversivel, porém esse processo também é notado em todos 0s
tecidos do corpo com o avango da idade (69,106,139). Uma das formas de avaliar a
senescéncia celular é o biomarcador -Galactosidase que em condic¢Ges acidas de pH é
convertida em monossacarideos (66,68). Conforme resultados observados pelos autores
lezzi e colaboradores (2019)(102) em DPSC e Choudhery e colaboradores (2014)(135) em
tecido lipoaspirado, a idade pode influenciar no nimero de células senescentes. Avaliando

os resultados desses estudos é possivel constatar que os grupos pertencentes aos doadores
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com idade mais avancada possuem uma tendéncia a apresentar uma alta porcentagem de
celulas senescentes, assim como observado no nosso estudo. Estes resultados também podem
ser relacionados com a morfologia, onde no grupo D as celulas apresentaram morfologia
diferente da esperada (fibroblastoide).

As DPSC sdo conhecidas por terem origem embrionaria ectomesenquimal, e desde
sua descoberta tém sido realizados estudos para avaliar seu potencial neuronal e pelo fato
dessas células possuirem a capacidade de expressar marcadores mesmo em estagio
indiferenciado (45,140).

O marcador CD56 esté presente nas DPSC e tem sido utilizado como um indicador
robusto para confirmar sua origem ectodérmica. Este marcador € sugestivo de uma
populacdo de células-tronco derivadas da crista neural que persiste no nicho da polpa
dentéria em adultos (141). Em nosso estudo, foi observado uma tendéncia de reducdo na
expressdo do CD56 conforme aumento da idade do doador, demonstrando que células
isoladas de diferentes doadores e faixas etarias podem ter diferencas na expressdo de
marcadores neuronais, assim como constatado por Balasankar e colaboradores (2022) (141).
Além disso, sabe-se que conforme envelhecemos ocorre a deposi¢do de camada secundaria
da dentina, o que por sua vez pode alterar o volume da polpa e dessa forma haver a reducgéo
do nimero de células que expressam o marcador CD56, o que poderia explicar o que foi
observado em nosso estudo (41).

O marcador CD146, é uma molécula de adesdo celular que pode promover o
desenvolvimento do sistema nervoso através da adesao entre neurdnios e células gliais com
células endoteliais (82). No presente estudo foi possivel observar uma expressdo acima de
60% em todos os grupos, porém sem diferenca estatistica, assim como observado por Yi e
colaboradores (2017)(107) em DPSC de faixas etéarias estudas pelo grupo. Enquanto Zhang

e colaboradores (2012)(103) em PDLSC de diferentes faixas etérias relatou variagdes
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significativas na expressdo do CD146 em diferentes faixas etarias aléem de uma menor
expressao.

O marcador CD271, é uma molécula considerada importante para a sobrevivéncia de
celulas neurais (142). O fator de crescimento nervoso (NGF) tem um papel importante no
desenvolvimento e diferenciacdo neuronal de células ndo neurais. O NGF pode se ligar a
receptores de superficie especificos como p75 (também chamado de CD271) e TrkA que
segundo Mitsiadis e Pagella (2016) (114) precedem o inicio da inervacdo dentaria no
crescimento da papila dentaria. Pensando que essas moléculas estdo presentes no
desenvolvimento do dente e crescimento dos nervos na polpa dentéria, é possivel que a
distribuicdo dessas fibras nervosas diminui conforme envelhecemos, o que poderia explicar
os resultados encontrados em nosso estudo. Outro estudo avaliou o comportamento das
SHED na expressdo do marcador CD271 sob diferentes concentragdes de SBF. Lisboa e
colaboradores (2024) (143), constataram que a expressdao do marcador CD271 muda
conforme concentragcdo de SBF. Concentracdes reduzidas (sem SBF ou 1%) de SBF
aumentam a expressdao do CD271, enquanto concentragdes altas de SBF (15%) diminuem a
expressdo do marcador. Esses resultados encontrados pelo autor, pode estar relacionado ao
que foi observado em nosso estudo visto que o cultivo das DPSC foi realizado com 15%
SBF.

As DPSC de todos os grupos expressaram BTubulina III e Nestina marcadores
considerados de neurdnios imaturos e precursor neural, respectivamente. A fTubulina III é
um marcador neuronal que desempenha um papel importante no desenvolvimento do sistema
nervoso e na orientagdo dos axodnios (144,145). Todos 0s grupos expressaram o marcador
BTubulina III e ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, assim como observado por
Dave e colaboradores (2022) (146) ao avaliar a expressdo do marcador em células-tronco

derivadas da gengiva. Estudos que avaliaram o potencial das DPSC de faixas etarias
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diferentes em expressar 0 marcador realizaram a inducdo a diferenciacdo neuronal e
constataram que o perfil de expressdo diminui conforme aumento da idade do doador
(102,111).(108)

A nestina € uma proteina do citoesqueleto que tem sido muito utilizada como um
marcador de células-tronco do sistema nervoso central e em cultivo de células in vitro
(94,147). Bressan e colaboradores (2012) (148) realizaram a inducdo a diferenciacéo
neuronal para avaliar se a expressao da nestina entre diferentes grupos de faixa etaria se
mantinha durante as passagens e foi constatado que em doadores acima de 45 anos a
porcentagem de células expressando o marcador era reduzida. Outros autores também
notaram a reducdo na expressdo da nestina evidenciando diferencas na intensidade da
fluorescéncia (102,108). O mesmo comportamento foi observado na quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia, onde o grupo D apresentou uma reducdo na expressdao do
marcador Nestina comparado aos outros grupos.

Com os resultados obtidos em todos 0s ensaios para melhor compreensdao em como
a idade pode interferir nas propriedades das DPSC, foi observado que existe uma tendéncia
em células derivadas de pacientes acima de 50 anos em possuir propriedades de células com
morfologia caracteristica de células senescentes, com uma baixa proliferagdo, bem como um
potencial reduzido para formagdo de colbnias in vitro. No entanto, quando avaliado os
marcadores neuronais por citometria de fluxo (CD56, CD146 e CD271) e
imunofluorescéncia (BTubulina IIT) ndo foi observado diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos. Portanto, ao avaliar a influéncia da idade no potencial das DPSC em
expressar 0s marcadores neuronais em questéo, pode-se dizer que a idade parece ter pouca
influéncia na expressdo de marcadores neuronais mencionados acima. Porém, foi observado
também que as DPSC podem apresentar um potencial reduzido para expressdao de

marcadores neuronais como o0 marcador Nestina, considerado um marcador da crista neural.
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Dessa forma, futuros estudos que fazem uso dessas células deveriam levar em consideracao

a idade do paciente como um critério para inclusdo em projetos.
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8. CONCLUSAO

Este estudo demonstra que a faixa etaria exerce uma influéncia significativa nas
caracteristicas das células estromais derivadas da polpa dentéria. Amostras provenientes de
individuos com idade superior a 50 anos apresentam alteracbes em caracteristicas
fundamentais, como potencial proliferativo e capacidade de diferenciacdo, além de uma
maior presenca de células senescentes. Essas mudancas sugerem que amostras de faixas
etarias mais avancadas podem ser menos adequadas para uso em ensaios basicos, pré-
clinicos e clinicos, uma vez que seu comportamento e estabilidade podem ndo atender aos

requisitos necessarios para resultados consistentes e replicaveis.
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9. CONSIDERACOES FINAIS E LIMITACOES DO ESTUDO

Os resultados deste estudo evidenciam que a idade do doador afeta significativamente as
propriedades das células estromais derivadas da polpa dentaria. As comparacdes entre faixas
etarias mostraram que células de doadores com mais de 50 anos apresentam caracteristicas
distintas, incluindo menor capacidade de proliferacdo e diferenciacdo, além de uma
proporcdo mais alta de células senescentes. Essa influéncia da idade pode limitar o uso de
células de doadores mais velhos em algumas pesquisas e aplicacdes clinicas.

No entanto, este estudo apresenta algumas limitacdes que devem ser consideradas. O
numero de amostras pode ter limitado a representatividade dos dados para determinadas
faixas etarias, o que pode influenciar a generalizacdo dos resultados. Além disso, as analises
de marcadores neuronais foram realizadas em um contexto in vitro, o que pode nao refletir
completamente o comportamento das células em um ambiente in vivo mais complexo.
Fatores como a heterogeneidade das condi¢des de saide dos doadores e a metodologia de
isolamento e cultivo também podem impactar os resultados obtidos.

Mesmo com essas limitacdes, os resultados ressaltam a importancia de considerar a idade
do doador ao selecionar células para estudos em medicina regenerativa e terapias celulares,
especialmente quando se busca aplicaces que envolvem diferenciacédo e alta capacidade
proliferativa. Este trabalho contribui para um entendimento mais profundo sobre as
limitagdes e potencialidades das células estromais dentarias de diferentes idades, fornecendo
informacdes para futuras pesquisas que busquem otimizar o uso dessas células.

Durante a realizacao deste projeto, foi possivel coletar e isolar dentes de diferentes faixas
etarias e avaliar o potencial dessas células.

Ao observar as coloracdes da diferenciagdo osteogénica, foi observado uma ligeira
moderacgéo na coloracdo conforme aumento da idade do doador. A partir dessa constatacao,

foi realizado o ensaio de quantificacdo da coloragdo da Alizarina Red S por
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espectrofotometria. Porém, foi observado que doadores da faixa etaria de 30 e 50 anos
apresentaram um maior potencial para diferenciagdo osteogénica quando comparado as de
faixa etaria de 20 e 40 anos. Portanto, para melhor entendimento desses dados seria
interessante realizar RT-qPCR observando os niveis de expressdo de marcadores
relacionados a diferenciacdo osteogénica.

Ao avaliar os marcadores neuronais por citometria de fluxo, néo foi observado diferenca
estatistica entre os grupos. Dessa forma, seria interessante aumentar o n das amostras para

melhor entender o papel que a idade exerce sobre os marcadores.
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11. APENDICE

Apéndice 1. Tabela referente aos dados dos doadores

Gupo  Amostra Sexo dade  ooioa ' cigaro derenes e prolferando
Al F 22 N N %
A2 M 25 s N %
A A3 F 21 N N %
A4 F 22 N N %
A5 M 25 S N v
B1 F 33 s N %
B2 M a1 N N v
5 B3 F 35 s N %
B4 M 30 S N X
B5 M 31 s s %
B6 F 32 s N %
c1 M 42 N N v
C2 M 45 s N %
C3 M 45 S N v
¢ C4 M 40 N N X
cs M 43 N N X
Cé F 40 N N %
D1 F 52 S N v
D2 F 52 N N %
D3 M 50 N N v
D4 M 55 s N X
P D5 M 55 N N v
D6 M 55 s N %
D7 M 54 N N X
D8 F 55 N N X

F: feminino; M: masculino; N: ndo; S: sim; V: células aderidas e proliferando; X: células
néo aderidas
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Anexo 2. Apresentacdo dos resultados parciais no X1l Congresso ABTCel-Gen (2022).
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We certify that
Ana Helena Selenko, M.O. Lisboa'; A.C. Senegaglia‘; P.R.S. Brofman'; L. Fracaro’

presented the study entitled
DOES AGE INTERFERE WITH THE EXPRESSION OF NEURONAL MARKERS IN
MESENCHYMAL STROMAL CELLS DERIVED FROM PERMANENT TOOTH PULP?
during the XII Brazilian Association of Cell and Gene Therapy — ABTCel-Gen
held at the National Cancer Institute (INCA) - Rio de Janeiro, between October

25th and 27th, 2022. @ ABTCel-Gen

International Society
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DOES AGE INTERFERE WITH THE EXPRESSION OF NEURONAL
MARKERS IN MESENCHYMAL STROMAL CELLS DERIVED FROM
PERMANENT TOOTH PULP?

A, H. Selenko’, M. 0. Lisboa', A. C. Senegaglia’, P. R. 5. Brofman’,

L. Fracara’

'Core for Cell Technology, School of Medicine, Pontificia Universidade
Catdlica do Parand, Curitiba, Brazil

Background: Mesenchymal stromal cells (MSC) are undiffer-
entiated cells that can differentiate and self-renew. MSC from dental
pulp (DPSC) are easy to collect and have an advantage in inducing
neuronal differentiation compared to MSCs from other tissues, as
they share the same embryonic origin of the nervous system, the
ectoderm. Characterizing DPSC from different age groups can
identify the best sample for storage in biobanks, favoring the use of
these cells. Evaluating and characterizing the presence of neuronal
markers in this population may facilitate a new therapeutic strategy
for regenerating and repairing neuronal cells and tissues. This study
characterized and evaluated the expression of neuronal markers and
the genetic stability of DPSC in two age groups.

Publicado na revista Cytotherapy — Fator de impacto: 6.196 (2024).
Volume 24, Issue 10, Supplement S10-S11 - Abstracts of the XI1 Congress of ABTCel-Gen.
DOI: https://doi.org/10.1016/S1465-3249(22)00903-3.

93


https://doi.org/10.1016/S1465-3249(22)00903-3

54
MESENCHYMAL STROMAL CELLS FROM HUMAN EXFOLIATED
DECIDUOUS TEETH SHOW LIMITED DIFFERENTIATION POTENTIAL

INTO ADIPOGENIC LINEAGE
A.H. D. Hochuli', A. C Senegaglia’, A. H. Selenko’, P. K. 5. Brofiman',
L Fracaro!

"Core for Cell Technology, School of Medicine, Pontificia Universidade
Catélica do Parand, Curitiba, Brazil

Introduction: Mesenchymal stromal cells (MSC) act in the repair
and maintenance of adult tissues. These cells secrete several soluble
factors that can decrease inflammation and increase the repair of
damaged tissue. An easy source to collect MSC is dental pulp. MSC
from human exfoliated deciduous teeth [(SHED), which have an
ectoderm origin, are considered immature and express pluripotency
markers, encouraging their use in regenerative medicine. To be
considered MSC, cells must follow the guidelines established by
the International Society for Cell and Gene Therapy (ISCT), which
include the capacity to differentiate into osteogenic, adipogenic,
and chondrogenic lineages. However, the differentiation in the

Publicado na revista Cytotherapy — Fator de impacto: 6.196 (2024).
Volume 24, Issue 10, Supplement S10-S11 - Abstracts of the XI1 Congress of ABTCel-Gen.
DOI: https://doi.org/10.1016/S1465-3249(22)00897-0.
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Anexo 4. Apresentacdo dos resultados parciais no 1° Encontro de Rotas Biotecnoldgicas

(2022).
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dos autores:
Ana Helena Selenko, Mateus Lisboa de Oliveira, Alexandra Cristina
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Anexo 5. Participagdo em artigo como co-autora (2023)

AL

[ LM

nal Articio
hitp:dbedol. ong' 0. 1580/ 167B-TTET-2022-0483

Mesenchymal stromal cells derived
from exfoliated deciduous teeth
express neuronal markers before
differentiation induction

ADSIract

Leticia FRACARD™ {[5)

Agner Henrigue Doriga HOCHULI ([5)
Ana Helena SELENKD ([5)

Luiz Guiherme Achcar CAPRIGLIONE {5)
Pauls Roberto Slud BROFMAN ([5)
Rlexardra Cristina SENEGAGLIA" [5)

Objective: This study aimed to evaluate neuronal markers in stromal
cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) and standardize the
isolation and characterization of those cells. Methodology: Healthy primary
teeth were collected from children. The cells were isolated by enzymatic
digestion with collagenase. By following the International Society for Cell and
Gene Therapy (ISCT) guidelines, SHED were characterized by flow cytometry
and differentiated into ostecgenic, adipogenic, and chondrogenic lineages.
Colony-forming unit-fibroblasts (CFU-F) were performed to assess these
cells” potential and effidency. To darify the neuronal potential of SHED, the
expression of nestin and BIHI-tubulin were examined by immunofluorescence
and S0X1, S0OX2, GFAP, and doublecortin (DMCX), nestin, COEG6, and CD146
by flow cytometry. Results: SHED showed mesenchymal stromal cells
characteristics, such as adhesion to plastic, positive immunophenotypic
profile for CD29, CD44, CD73, CD%0, CD105, and COD166 markers, reduced
expression for D14, CD19, CD34, CD45, HLA-DR, and differentiation in
three lineages confimmed by staining and gene expression for adipogenic
differentiation. The average efficency of colony formation was 16.69%. SHED
expressed the neuwronal markers nmestin and BII-tubuling the fluorescent
signal intensity was significantly higher in BIII-tubulin {p<0.0001) compared
to nestin. Moreover, SHED expressed DCX, GFAF, nestin, S0OX1, S0X2, CD56,
(D146, and CD271. Therefore, SHED had a potential for neuronal lineage
even without induction with culture medium and spedfic factors. Condusion:
SHEDs may be a mew therapeutic strategy for regenerating and repairing
neuronal cells and tissues.

Publicado na revista JAOS — Fator de impacto: 3,144 (2022-2023).
DOI: https://doi.org/10.1590/1678-7757-2022-0489.
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ADIPOSE, AND CONNECTIVE TISSUE

482

DONOR AGE EFFECTS ON DENTAL
PULP MESENCHYMAL STROMAL CELL
CHARACTERISTICS

Selenko, Ana Helena - Core for Cell Technology, Pontificia
Universidade Catdlica do Parand, Brazil

Lisboa, Mateus - Core for Cell Technology, Pontificia Universidade
Catdlica do Parand, Brazil

Senegaglia, Alexandra - Core for Cell Technology, Pontificia
Universidade Catdélica do Parand, Brazil

Brofman, Paulo Roberto - Core for Cell Technology, Pontificia
Universidade Catdlica do Parand, Brazil

Fracaro, Leticia - Core for Cell Technology, Pontificia Universidade
Catdlica do Parandg, Brazil

The mesenchymal stromal cells (MSC) from dental pulp (DPSCs) have
the potential for self-renewal and differentiation capacity in several cell
lineages besides having a higher proliferation rate when compared
with other MSCs sources. Due to their shared embryonic origin with
the nervous system, DPSCs can potentially treat neurodegenerative
diseases. To determine the optimal age for utilizing these cells in future
studies, this research aimed to characterize DPSCs from different age
groups and investigate age-related variations in their genetic stabil-

ity and functional properties. The Local Research Ethics Committee
approved this project. Healthy teeth from four age groups (n =5, each
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Anexo 8. Apresentacdo dos resultados parciais no 1V Simp6ésio Araucéria (2024).

Certificado

Certificamos que o trabalho

Expressdo de marcadores neuronais em células estromais mesenquimais derivadas de polpa de
dente permanente de diferentes faixas etdrias

de autoria de

Ana Helena Selenko, Andressa Mayra dos Santos, Daniela Parada Pavoni, Paulo Roberto Slud Brofmam,
Leticia Fracaro

foi apresentado no IV Simpésio Araucaria em Biologia Celular e Molecular, realizado no periodo de

16 a 18 de setembro de 2024, na modalidade Pdster.

Curitiba, 20 de Setembro de 2024.
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Dra. Fernanda Fogagnoli Simas Dra. Tatiana de Arruda Campos Brasil de Souza
Coordenadora do Programa de Pos-Graduacdo em Coordenadora do Programa de Pds-Graduacdo em
Biologia Celular e Molecular Biociéncias e Biotecnologia
Universidade Federal do Parana (UFPR) Instituto Carlos Chagas/Fiocruz-Parana
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Anexo 9. Participagdo em artigo como co-autora (2024)

Tissue and Cell 91 (2024) 102571

Contents lists available at ScienceDirect
TesussCeall

ol Tissue and Cell o
e ~ -
ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/ocate/tice

The influence of fetal bovine serum concentration on stemness and
neuronal differentiation markers in stem cells from human exfoliated
deciduous teeth

Mateus de Oliveira Lisboa®", Ana Helena Selenko *", Agner Henrique Dorigo Hochuli *-",
Alexandra Cristina Senegaglia®", Leticia Fracaro ™" ', Paulo Roberto Slud Brofman ™'

* Core for Cell Technology, School of Medicine and Health Sclences - Pontificia Univerddade Cardlice do Parand, Cuririba, Parand 80215901, Brasil
Y Naripnal Instine of Setence and Technology for Regenerative Medicine, INCT-REGENERA, 21941-599, Brasil

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Dental Stem Cells {DSCs) from discarded teeth are a non-invasive and ethically favorable source with the po-
anch}-m.aj stromal cells tential for neurogenesis due to their ectodermal origin. Stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED)
Heterogeneity are particularly promising due to their high differentiation potential and relative immaturity compared to other

Meuronal potential . s e e .
Dental pulp stem cells Mesenchymal Stromal Cells (MSCs). Markers like CD56 and CD271 are critical in identifying MSC subpopulations

s for therapeutic applications because of their roles in neurodevelopment and maintaining stemness. This study

NCAM investigates how fetal bovine serum (FBS) concentrations affect the expression of CD56 and CD271 in SHED,
influencing their stemness and neuronal differentiation potential. SHEDs were isolated from various donaors,
cultured, and characterized for MSC traits using markers such as CD14, CD19, CD29, CD34, CD45, CD73, CD90,
CD105, CD56, and CD271. Culturing SHED in different FBS conditions (standard 15 %, reduced 1 % and 5%, and
FBS-free) showed that lower FBS concentrations increase CD271 and CD56 expression while maintaining the
standard MSC immunophenotype. Importantly, the enhanced expression of these markers can be induced even
after SHEDs have been expanded in standard FBS concentrations. These findings suggest that FBS concentration
can optimize SHED culture conditions, enhancing their suitability for regenerative medicine and tissue engi-
neering applications.

Publicado na revista Tissue and Cell — Fator de impacto: 2,7 (2023-2024).
DOI: https://doi.org/10.1016/j.tice.2024.102571
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