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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo é composta por quatro capitulos. O capitulo 1
apresenta uma introducdo que contextualiza temas relacionados a presente
dissertacéo e seus obijetivos.

O capitulo 2 € um artigo cientifico completo formatado nas normas da revista
Veterinary Microbiology, elaborado a partir da revisdo bibliografica sobre o tema,
descricdo da metodologia utilizada, analises dos dados e resultados obtidos, bem
como discussdo dos mesmos. O artigo cientifico intitulado “Cytotoxicity of
fluconazole on canine dental pulp-derived stem cells”, descreve se a inclusdo do
fluconazol no meio de coleta de dentes caninos afeta a viabilidade e a capacidade
de diferenciacdo das células-tronco derivadas da polpa dentaria canina.

O capitulo 3 é um artigo cientifico completo formatado nas normas da revista
Stem Cells International, elaborado a partir da revisdo bibliogréfica sobre o tema,
descricdo da metodologia utilizada, analises dos dados e resultados obtidos, bem
como discussdo dos mesmos. O artigo cientifico intitulado “Caracterizacdo das
células-tronco mesenquimais derivadas de polpa dentaria e corddo umbilical de
caes” possui uma comparacao entre duas fontes de células-tronco mesenquimais
ainda pouco exploradas no campo da medicina veterinaria.

O capitulo 4 finaliza esta dissertacdo com conclusfes gerais, consideracdes

finais e sugestdes para estudos futuros.



RESUMO

O campo de medicina regenerativa para animais de companhia vem crescendo nos
altimos anos. As células-tronco mesenquimais (MSC) podem ser definidas como
células-tronco adultas, multipotentes, com capacidade de se diferenciar em varios
tipos celulares. A Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) estabeleceu
critérios minimos para definir MSC. As MSC podem ser isoladas de diferentes fontes
como: polpa dentaria e cordao umbilical. A polpa dentaria contém uma populacao de
células-tronco com localizagdo perivascular e potencial de diferenciacdo em
multiplas linhagens semelhante a MSC obtidas a partir de outros tecidos. O
fluconazol é um composto antifingico usado isoladamente ou em combinacdo com
outras drogas, por ter um amplo espectro. Ele exerce sua atividade antifingica
inibindo a sintese de ergosterol fungico em um dos passos finais de sua biossintese.
Portanto, ele pode ser usado na coleta de dentes e na cultura de células-tronco de
polpa dentaria. Outra fonte de MSC utilizada é o corddo umbilical, onde sua coleta é
menos invasiva, Ndo gera riscos ao paciente e seu material nhormalmente seria
descartado. O objetivo deste estudo foi isolar, caracterizar e avaliar o potencial de
proliferacdo e formacdo de colbnias das células-tronco mesenquimais derivadas de
polpa de dente canina (cDPSCs) e do tecido do corddo umbilical de caes (cUCSC).
Foram coletadas trés amostras de polpa dentaria e trés de corddo umbilical. As
amostras foram dissociadas mecanicamente e isoladas por digestdo enzimatica
usando colagenase tipo Il. As células foram expandidas e foi realizada a
diferenciacdo para as linhagens adipogénica, osteogénica e condrogénica. Para
diferenciacéo osteogénica, o meio foi trocado trés vezes por semana, em seguida as
células foram coradas com Alizarina Red evidenciando os cristais de célcio. Para
diferenciacdo adipogénica, o meio foi trocado trés vezes por semana e entdo as
células foram coradas com Oil Red evidenciando os vacuolos lipidicos. Para a
diferenciacdo condrogénica o meio foi trocado trés vezes por semana e foram
coradas com azul de toluidina evidenciando os mucopolissacarideos. Para o ensaio
clonogénico foram plagueadas 300 células/poco em placas de seis pocos e
cultivadas durante nove dias, em seguida as colonias foram coradas com violeta
cristal para serem contadas. Para o ensaio de proliferacdo, foram plaqueadas 1x10*
células/poco em placa de seis pocos, entdo a cada cinco dias foi realizada a
dissociacdo enzimatica e as células foram contadas em camara de Neubauer. As
cDPSC e cUCSC apresentaram aderéncia ao plastico e morfologia fibroblastoide
apo6s cultivo de acordo com os critérios minimos da ISCT. Tanto as cDPSCs quanto
as cUCT apresentaram potencial de diferenciacdo para as trés linhagens
(osteogénica, adipogénica e condrogénica). As cUCSC apresentaram maior taxa de
proliferacdo (p=0.0414) e namero de unidades formadora de col6nia (p=0.0002)
qgquando comparada as cDPSC na passagem trés. Conclui-se que as cDPSC e
cUCSC apresentaram as caracteristicas de células-tronco mesenquimais e que as
cUCSC até a passagem trés possuem uma maior taxa de proliferacdo e maior
guantidade de unidades formadoras de colénias que as cDPSC, podendo ser
utilizadas na terapia celular.

Palavras-chave: Isolamento, diferenciacdo, unidade formadora de colbnias,
proliferacéo, polpa detéria, corddo umbilical.



ABSTRACT

The field of regenerative medicine for pets has been growing in recent years.
Mesenchymal stem cells (MSCs) can be defined as adult, multipotent stem cells with
the ability to differentiate into several cell types. The International Society of Cell
Therapy (ISCT) has set minimum criteria for defining MSCs. These MSCs can be
isolated from different sources such as: dental pulp and umbilical cord. The dental
pulp contains a population of stem cells (DPSC) with perivascular location and
differentiation potential in multiple lineages similar to MSCs obtained from other
tissues. Fluconazole is an antifungal compound used alone or in combination with
other drugs because it has a large spectrum. It exerts its antifungal activity by
inhibiting ergosterol fungal synthesis in one of the final steps of its biosynthesis.
Therefore, it can be used in teeth collection and stem cell culture of dental pulp.
Another source of MSCs used is umbilical cord. The collection is less invasive,
painful and with lower mortality when compared to collection of the bone marrow.
The aim were isolate, characterize and evaluate the potential of proliferation and
colonies formation of mesenchymal stem cells derived from dental pulp (cDPSC) and
umbilical cord tissue of dogs (cUCSC). Three samples of dental pulp and umbilical
cord were collected. The samples were mechanically dissociated and isolated by
enzymatic digestion using type Il collagenase and cultivate with IMDM and fetal
bovine serum. The differentiation was made for adipogenic, osteogenic and
chondrogenic lineages. For osteogenic differentiation, the medium was changed
three times per week for seven days, then the cells were stained with Alizarin Red
evidencing calcium crystals. For adipogenic differentiation, the medium was changed
three times per week for 21 days, then the cells were stained with Oil Red evidencing
lipid vacuoles. For chondrogenic differentiation the medium was changed three times
at week for 21 days, then stained with toluidine blue evidencing
mucopolysaccharides. For clonogenic assay, 300 cells/well were plated in 6-well
plates and cultured for nine days, then colonies were stained with crystal violet and
counted. For proliferation assay, 10,000 cells/well were plated in six-well plate,
enzymatic dissociation was performed every five days and cells were counted in a
hemocytometer. The cDPSC and cUCSC showed adherence to the plastic and
fibroblastroid morphology after culture according to guidelines of the ISCT. In
addition, they also shown differentiation potential for the three lineages: osteogenic,
adipogenic and chondrogenic. The cUCSC presented higher number of colony
forming units when compared to cDPSC at third passage. Regarding proliferation,
cUCT presented a higher rate when compared to cDPSCs at third passage. In
conclusion, cDPSC and cUCSC showed characteristics of mesenchymal stem cells
and cUCSC at third passage had a higher rate of proliferation and more of colony-
forming units in comparison to cDPSC, can be used in cell therapy.

Keywords: Isolation, diferentiation, colony forming units, proliferation, dental pulp,
umbilical cord.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

Medicina regenerativa na veterinaria

O campo de medicina regenerativa para animais de companhia vem
crescendo nos ultimos anos. Os estudos baseados em terapia celular vém
cada vez mais sendo vistos como estudos clinicos, ao contrario de pré-clinicos
como s&o usualmente vistos em estudos de medicina regenerativa humana.

Devido ao impacto da terapia celular na medicina veterinaria ser menor
em comparacdo com seu impacto na medicina humana, a caracterizacdo de
células-tronco (CT) de diversos tecidos de varias espécies seguida por um
namero crescente de estudos pré-clinicos, levou ao uso relativamente
disseminado das CT em terapias celulares na medicina veterinaria clinica
(VOLK e THEORET, 2013).

Exitem diversos estudos demonstrando o potencial das células-tronco
como terapia. As células foram estudadas em grande numero de doencas do
sistema musculoesquelético e ndo musculoesquelético (Gugjoo et al., 2019).
Cuervo et al. (2014) comparou um tratamento com células-tronco derivadas de
tecido adiposo (ADSC) com um tramento com fatores de crecimento rico em
plaguetas em caes com osteoartrite e demostraram que as células-tronco
apresentaram melhor desempenho. Em um outro estudo de ruptura parcial do
ligamento cruzado cranial, o tratamento com ADSC e celulas-tronco de medula
O0ssea (BMSC) juntamente com plasma rico em plaquetas apresentaram
resultados promissores. Dos 13 pacientes, nove caes tinham cicatrizado
totalmente CCL consistente com marcada neovascularizagdo e um padrdo de
fibra normal nas areas anteriores de ruptura (Canapp et al., 2016). Pogue et al
(2013), utilizou ADSC por via venosa corondria retrograda em casos de
cardiomiopatia dilatada oculta. A terapia pareceu ser segura, mas 0 tempo
meédio de sobrevida ndo mudou apods a terapia celular. Como esse era um
estudo piloto, eles demonstraram que precisariam de estudos adicionais para
melhorar a eficacia clinica dessas células. Besalti et al. (2015) demonstrou
resultados promissores em cdes com lesdo medular com o tratamento de

BMSC. Além disso, as celulas-tronco ja foram estudadas em cdes com outros
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problemas como diabetes (Gautam et al., 2016), meningoencefalomielite (Zeira
et al., 2015), lesdo renal aguda (Lee, et al., 2017), sempre com uma melhora
na condicdo ou um aumento na expectativa de vida.

Mesmo que diversos estudos estejam sendo desenvolvidos utilizando as
CT na medicina veterinaria (ARNHOLD e WENISCH, 2015; OLSEN et al.,
2018), é necessaria a padronizacdo de métodos de isolamento, cultivo e

caracterizacéo a fim de gerar uma melhor qualidade no produto final.

Células-tronco

As CT sédo definidas como células indiferenciadas com capacidade de
autorrenovacao e diferenciacdo em linhagens celulares especificas (KRAUSE
et al., 2001; FORTIER, 2005; MELTON; COWEN, 2009; NAGAYA et al., 2014).

Séo classificadas pela sua origem e pelo seu potencial de diferenciacéo.
Quanto a sua origem, as CT podem ser classificadas como embrionarias,
adultas e pluripotentes induzidas (iPS). As CT embrionarias sao células
derivadas da massa interna do blastocisto, que podem se proliferar
indefinidamente e preservar sua pluripoténcia. Estas células sao muito
promissoras pela sua capacidade, porém, problemas como o desenvolvimento
de tumores e rejeicdo imunoldgica dificultam a utilizacdo dessas células
(CARVALHO e GOLDENBERG, 2012; GONCALVES et al., 2014). As CT
adultas tém sido tradicionalmente consideradas necessarias para manter
renovacdo celular dos tecidos e Orgaos, sendo que cada tecido tem uma
populacdo residente de células-tronco especificas (WOBUS e BOHELER,
2005; FORTIER, 2005; GONCALVES et al.,, 2014). As iPS sdo células
somaticas que foram reprogramadas para um estado semelhante ao de células
embrionarias (pluripotentes), isso € feito por meio da insercdo de genes como
OCT-4, SOX2 e RFL-4 utilizando vetores virais (TAKAHASHI e YAMANAKA,
2006).

Quanto ao seu potencial, as CT séo classificadas em totipotentes,
pluripotentes e multipotentes. As totipotentes sdo capazes de dar origem a
todos os folhetos embrionarios e também aos anexos embrionarios, uma
propriedade apresentada pelo zigoto até o estagio de oito células da morula
(WOBUS e BOHELER, 2005; GONCALVES et al., 2014). As células

pluripotentes sdo capazes de formar tecidos de todas as camadas
-2-



embriondrias (endoderme, mesoderme e ectoderme), exceto 0S anexos
embrionérios, e as células multipotentes podem dar origem a um subconjunto
mais restrito de linhagens celulares (FORTIER, 2005; GONCALVES et al.,
2014).

Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (MSC) foram inicialmente descritas por
Friedenstein, Chailakhjan e Lalykina, (1970) e podem ser definidas como CT
adultas, multipotentes, com potencial imunomodulador e capazes de dar
origem a diversos tipos celulares (CAPLAN, 2009). As MSC tém o potencial de
diferenciacdo em varios tipos celulares como adipdécitos, condrdcitos,
osteoblastos, mioblastos, entre outras (PITTENGER et al., 1999; KANG et al.,
2006; WANG et al., 2006; ANTONITSIS et al., 2007; CAPLAN, 2009).

Essas células apresentam localizacdo perivascular (MEIRELLES;
CAPLAN; NARDI, 2008), podem ser isoladas, expandidas em cultura e
caracterizadas in vitro (PITTENGER; MARTIN, 2004; REBELATTO et al., 2008;
MUSHAHARY et al., 2017). As MSC podem ser isoladas de diversas fontes
como: sangue periférico (CAO; DONG, 2005), medula éssea (LEE et al, 2004),
pulmdo (GRIFFITHS; BONNET; JANES, 2005), coracdo (BELTRAMI et al,
2003), placenta, amnio, corddo umbilical, sangue do corddo umbilical (HASS et
al 2011), tecido 6sseo (NOTH et al., 2002), polpa de dente (SHI et al., 2005),
pele (CRIGLER et al., 2007), tecido adiposo (ZUK et al., 2002; FRASER et al,
2006), entre outros. Dentre essas fontes, a medula Ossea, geralmente é
utilizada no tratamento de doencas hematoldgicas, € a fonte mais estudada de
células-tronco adultas. Sua coleta € um procedimento doloroso e de baixo
rendimento celular (0,01% a 0,001%) (STOCCHERO e STOCCHERO, 2011;
BAER e GEIGER, 2012, LECHANTEUR et al., 2016).

Para a padronizacdo da definicAdo das MSC humanas, a Sociedade
Internacional para Terapia Celular (ISCT), prop0s trés critérios minimos: as
MSC devem ser células aderentes ao plastico quando cultivadas, apresentar a
expressdo de alguns marcadores de superficie (CD105, CD73 e CD90) e a
expressao reduzida de outros marcadores (CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e HLA de classe Il), e devem ser capazes de se diferenciar in

-3-



vitro em pelo menos trés linhagens celulares (osteoblastos, adipdcitos e
condroblastos) (DOMINICI et al., 2006).

Células-tronco da polpa dentaria

A polpa dentdria conttm uma populagcdo de células-tronco com
localizacdo perivascular e potencial de diferenciagdo em multiplas linhagens
semelhante a MSC obtidas a partir de outros tecidos. As células-tronco
derivadas de polpa dentaria humana (DPSC) normalmente sdo isoladas de
terceiros molares e dentes deciduos que usualmente sdo descartados, ndo
sendo necessaria uma cirurgia extra para sua obtencéo (ISOBE et al., 2015).

As DPSC humanas apresentaram alto numero de unidades formadoras
de colbnias, alta taxa de proliferacdo, quando comparadas com MSCs
derivadas de medula 6ssea, e maior tempo de sobrevivéncia sem apresentar
sinais de senescéncia (ISOBE et al., 2015). Estas células tém a capacidade de
se diferenciar em células semelhantes a neurbnios e secretar fatores
neurotréficos como a neurotrofina (SAKAI et al., 2012; LUO et al., 2018). Além
disso, elas expressam marcadores neuronais mesmo antes de induzidas a
diferenciagcao neuronal (FOUDAH et al., 2014). Isso faz das DPSC excelentes
candidatas para estudos com doencas e traumas neuronais. Um estudo
realizado por Sakai et al. (2012) demonstrou que as DPSC humanas
conseguiram promover a recuperagado locomotora em ratos com transecgéo
completa da medula espinhal. Além disso, este trabalho demonstrou que os
ratos que foram submetidos ao transplante de DPSC, tiveram melhor
recuperacdo motora do que aqueles que receberam células-tronco derivadas
de medula 6ssea (BMSC).

Para cdes ndo € comum a retirada do terceiro molar como em humanos.
As células-tronco de polpa dentaria de cdo (cDPSC) podem ser isoladas mais
facilmente de dentes caninos de cédes (Figura 1) devido a apresentarem uma
raiz Unica facilitando a extracdo desses dentes se comparados aos molares e
pré-molares que possuem trés raizes em caes, que sdo inseridas Nno 0SSO

maxilar ou mandibula (Wiggs e Lobprise, 1997).
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Figura 1. Representacdo da estrutura de um dente canino de cdo demonstrando a
localizag¢&@o da polpa dentaria. Adaptado do livro Canine Surgery, pag. 314.

Como os caes raramente sao submetidos a higiene bucal rigorosa e
rotineira, as placas bacterianas se formam mais facilmente. A exposicdo dos
dentes a varios contaminantes pode dificultar o isolamento e a expansdo dos
DPSCs caninos in vitro. Frias et al. (2018) identificaram fungos de levedura dos
géneros Candida e Malassezia ha mucosa bucal de caes. Santin et al. (2013)
mostraram que M. pachydermatis e Candida spp. fazem parte da microbiota
normal de diferentes regides da cavidade bucal canina, sendo isoladas em
maior proporcdo de animais afetados pela halitose, sugerindo que esses

fungos tém papel importante no comprometimento da saude bucal de cées.

Fluconazol

Para evitar que contaminagBes bacterianas no cultivo celular, é
comumente utilizados antibioticos como penicilina e estreptomicina. Para
prevencao de contaminacdes fungicas sdo utilizados alguns fungicidas, como a
amphotericina B (Palossari et al, 2000), porém nao € tdo comum.

O fluconazol é um composto antifungico usado isoladamente ou em

combinacdo com outras drogas, por ter um amplo espectro (Santos et al,
-5-



2005). Ele exerce sua atividade antifungica inibindo a sintese de ergosterol
fungico em um dos passos finais de sua biossintese, que consequentemente
ira causar a perda da integridade da membrana fungica (Walsh et al, 1997).
Portanto, ele pode ser usado na coleta de dentes e na cultura de cDPSCs. Em
comparacao com outros fungicidas comumente utilizados em cultura celulares,
como a anfotericina B, o fluconazol demonstra eficdcia semelhante contra
fungos do género Candida, mas com menos efeitos adversos (Rex et al, 2003;
Pappas et al, 2016). No entanto, poucos estudos utilizaram ou definiram doses

para uso em cultura de células-tronco.

Células-tronco de corddo umbilical

A coleta das MSC do tecido de corddo umbilical (UCTSC), € menos
invasiva quando comparada a coleta da medula 6ssea, que além de dolorosa
pode trazer riscos a saude do paciente (MAHMOOD, SHAUKAT E
CHOUDHERY, 2018). As UCTSC apresentam grande plasticidade e podem ser
expandidas em grandes quantidades. Estudos mostram que células-tronco
derivadas do corddo umbilical expressam marcadores similares aqueles
expressos em células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea
(WANG, 2004). Porém, as UCTSC entram em senescéncia mais tardiamente
qgquando comparada com a de medula 6ssea, demonstrando assim ser mais
resistente ao tempo (VIDAL et al, 2012; MAHMOOD, SHAUKAT e
CHOUDHERY, 2018).

Um estudo realizado por Wu et al. (2016) com células derivadas do
sangue do corddo umbilical cultivadas sobre uma matriz extracelular,
apresentaram caracteristicas de células pluripotentes. Além disso, essas
células parecem apresentar uma populacdo de células que expressam
marcadores de progenitores neurais (DIVYA et al., 2012).

Fontes de MSC, como a polpa de dente e o tecido de corddo umbilical,
estdo sendo exploradas na medicina regenerativa humana e jA demostraram
resultados promissores em estudos pré-clinicos e clinicos (SAKAI et al., 2012;
DIVYA et al, 2012). Na medicina veterinaria existem poucos estudos
envolvendo células-tronco de polpa dentaria e corddo umbilical de cdes. Além
disso, quando tratamentos convencionais, para determinado tipo de doenca,

ndo apresentam eficacia had a necessidade de procurar alternativas
-6 -



terapéuticas para essas doengas. Entdo houve o crescimento do campo de
medicina regenerativa em animais de companhia com isso ha a necessidade
de estudar novas fontes, menos invasivas e que usualmente sdo descartadas,

assim como meétodos para sua coleta e cultivo.
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RESUMO

As células-tronco mesenquimais (MSC) podem ser definidas como
células-tronco adultas, multipotentes, com capacidade de se diferenciar em
varios tipos celulares. A Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT)
estabeleceu critérios minimos para definir MSC. As MSC podem ser isoladas
de diferentes fontes como: polpa dentaria e corddo umbilical. A polpa dentaria
contém uma populacdo de células-tronco com localizacdo perivascular e
potencial de diferenciacdo em mudltiplas linhagens semelhante a MSC obtidas a
partir de outros tecidos. Outra fonte de MSC utilizada é o corddo umbilical,
onde sua coleta é menos invasiva, ndo gera riscos ao paciente e seu material
normalmente seria descartado. O objetivo deste trabalho foi isolar, caracterizar
e avaliar o potencial de proliferacdo e formacao de coldnias das células-tronco
mesenquimais derivadas de polpa dentaria canina (cDPSCs) e do tecido do
corddo umbilical de caes (cUCSC). Foram coletadas trés amostras de polpa
dentaria e trés de corddo umbilical. As amostras foram dissociadas
mecanicamente e isoladas por digestdo enzimética usando colagenase tipo Il.
As células foram expandidas e foi realizada a diferenciacdo para as linhagens
adipogénica, osteogénica e condrogénica. Para diferenciagdo osteogénica, o
meio foi trocado trés vezes por semana, em seguida as células foram coradas
com Alizarina Red evidenciando os cristais de calcio. Para diferenciacdo
adipogénica, o meio foi trocado trés vezes por semana e entdo as células
foram coradas com Oil Red evidenciando os vacuolos lipidicos. Para a
diferenciacdo condrogénica o meio foi trocado trés vezes por semana e foram
coradas com azul de toluidina evidenciando os mucopolissacarideos. Para o
ensaio clonogénico foram plagueadas 300 células/poco em placas de seis
pocos e cultivadas durante nove dias, em seguida as coldnias foram coradas
com violeta cristal para serem contadas. Para o ensaio de proliferacédo, foram
plagueadas 1x10* células/poco em placa de seis pocos, entdo a cada cinco
dias foi realizada a dissociacdo enzimatica e as células foram contadas em
camara de Neubauer. As cDPSC e cUCSC apresentaram aderéncia ao plastico
e morfologia fibroblastoide ap6s cultivo de acordo com os critérios minimos da
ISCT. Tanto as cDPSCs quanto as cUCT apresentaram potencial de
diferenciacdo para as trés linhagens (osteogénica, adipogénica e
condrogénica). As cUCSC apresentaram maior taxa de proliferacao (p=0.0414)
namero de unidades formadora de colénia (p=0.0002) quando comparada as
cDPSC na passagem trés. Conclui-se que as cDPSC e cUCSC apresentaram
as caracteriisticas de células-tronco mesenquimais e que as cUCSC até a
passagem trés possuem uma maior taxa de proliferacdo e maior quantidade de
unidades formadoras de colénias que as cDPSC, podendo ser utilizadas na
terapia celular.

Palavras-chave: Isolamento, diferenciacdo, unidade formadora de colonias,
proliferacdo, polpa dentéria, corddo umbilical.
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Introducéo

O campo de medicina regenerativa para animais de companhia vem
crescendo nos ultimos anos. Embora o impacto clinico da terapia celular em
medicina veterinaria seja menor em compara¢cao com seu impacto na medicina
humana, a caracterizacao de células-tronco (CT) de diversos tecidos de varias
espécies seguida por um numero crescente de estudos pré-clinicos, levou ao
uso relativamente disseminado das CT em terapias celulares na medicina
veterinaria clinica (1).

As células-tronco (CT) séo definidas como células indiferenciadas com
capacidade de autorrenovacdo e diferenciacdo em diversos tipos celulares
(2,3,4). Sao classificadas pela sua origem em embrionarias, adultas (3,5) e
pluripotentes induzidas (iPS) (6), e pelo seu potencial de diferenciacao celular
em totipotentes, pluripotentes e multipotentes (7).

As células-tronco mesenquimais (MSC) podem ser definidas como
células-tronco adultas, multipotentes, capazes de dar origem a uma série de
tipos celulares diferenciados. Inicialmente foram descritas por Friedenstein,
Chailakhjan e Lalykina (8) como precursores de fibroblastos da medula 6ssea.

Para padronizar as MSC, a Sociedade Internacional para Terapia Celular
(ISCT), prop6s trés critérios minimos para sua definicdo: as células devem ser
aderentes ao plastico quando mantidas em cultura, apresentar a expressao de
alguns marcadores de superficie (CD105, CD73 e CD90) e a expressao
reduzida de outros marcadores (CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou
CD19 e HLA de classe Il), e as células devem ser capazes de se diferenciar in
vitro em pelo menos trés linhagens celulares (osteoblastos, adipdcitos e
condroblastos) (9).

A polpa dentaria contém uma populacdo de células-tronco com
localizacdo perivascular e potencial de diferenciacdo em multiplas linhagens
semelhante a MSC obtidas a partir de outros tecidos. Em humanos, as células-
tronco derivadas da polpa dentaria (DPSC) podem ser isoladas de terceiros
molares e dentes deciduos que normalmente sdo descartados, ndo sendo
necessaria uma cirurgia extra para sua obtencdo. Em caes, ndo existe a pratica
de retirada do terceiro molar, sendo utilizado para isolamento das DPSC,

geralmente, dentes de cdes submetidos a eutanasia ou que vieram a oObito.
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DPSC apresentam alto numero de unidades formadoras de coldnias, alta taxa
de proliferacdo, quando comparadas com MSC derivadas de medula 0ssea, e
maior tempo de sobrevivéncia (10). Além disso, elas expressam marcadores
neuronais mesmo antes de induzidas a diferenciacdo neuronal (11). Isso faz
das DPSC uma excelente candidata para estudos com doencas e traumas
neuronais.

Outra fonte de MSC muito utilizada sdo as derivadas do corddo
umbilical, onde sua coleta é menos invasiva quando comparada a coleta da
medula 6ssea, que além de dolorosa pode trazer riscos a saude do paciente
(12). Além disso, as células-tronco derivadas do corddo umbilical tém uma
vantagem, uma vez que elas entram em senescéncia mais tardiamente quando
comparadas com as células derivadas de medula 6ssea, demonstrando assim
serem mais resistentes (12,13).

Fontes de MSC, como a polpa de dente e o tecido de corddo umbilical,
estdo sendo exploradas na medicina regenerativa humana e jA demostraram
resultados promissores em estudos pré-clinicos e clinicos.

Com isso, esse trabalho visou realizar a caracterizagdo imunofenotipica
das células-tronco derivadas de polpa dentéria canina (cDPSC) e das MSC do
tecido do corddo umbilical canino (cUCSC) utilizando um painel padrdo para
MSC e realizar a diferenciacdo destas em trés linhagens celulares: condrécitos,
adipdcitos e osteoblastos. O campo de medicina regenerativa em animais de
companhia tem crescido nos Udltimos anos, e com isso a necessidade de

estudar novas fontes, menos invasivas e que usualmente sao descartadas.

Material e métodos
Coleta e isolamento das MSC

Este estudo teve inicio ap0s a aprovacdo da Comisséo de Etica no uso
de Animais (CEUA) da PUCPR (Registro n°® 01211/2018 — ANEXO 1). Foram
coletadas trés amostras de polpa dentéaria e trés amostras de corddo umbilical
de cées. Todas as amostras foram coletadas ap6s o preenchimento do termo
de consentimento.

As amostras de corddo umbilical foram coletadas em clinicas

particulares sob aprovacdo do proprietario do cdo. As amostras vieram de
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recém-nascidos, de maes e pais saudaveis, e foram excluidos corddes
umbilicais de natimortos.

As amostras de dentes foram coletadas de pacientes que vieram a 0bito
na Clinica Veterinaria Escola da PUCPR. As amostras vieram de cdes sem
raca definida (SRD), adultos jovens, e foram coletados logo ap6s o 6bito.
Foram utilizados apenas dentes que nao estavam com a polpa dentéria
comprometida, e os cdes ndo possuiam no seu histérico doenca infecciosa,
enddcrina, neoplasica ou afeccéo da cavidade oral, exceto periodontite leve.

Para o isolamento das células do cordao umbilical (cUCSC) foi realizada
a dissociacdo mecénica seguida de dissociacdo enzimatica. O corddo umbilical
foi lavado com salina fosfatada (PBS) e 1% de uma solucdo de penicilina
(100U/ml) e estreptomicina (100ug/ml) (Gibco, USA), seguido por dissociacdo
mecanica e enzimatica com colagenase tipo Il (Gibco, USA). O material foi
mantido em estufa a 37°C por 16 horas sob homogeneizacdo constante. Apés
este periodo o material foi lavado com PBS e foi realizada a segunda etapa da
digestdo enzimatica com uma solucdo de tripsina-EDTA 0,25% (Gibco, USA)
durante 15 minutos em estufa a 37°C. Logo apos foi realizada a interrupcao da
acdo enzimatica e o botdo de células foi plagueado em frascos de cultivo
celular, em meio Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM) (Gibco, USA),
soro bovino fetal 20% (SBF) (Gibco, USA).

Para o isolamento das cDPSC, o conteudo da polpa dentaria foi
removido e transferido para um frasco contendo meio de cultura IMDM,
penicilina (100 unidades/ml) e estreptomicina (100ug/ml), além de heparina
(5000 U/ml). O dente foi retirado do frasco de coleta e lavado em PBS e 1% de
uma solucéo de penicilina (100U/ml) e estreptomicina (100ug/ml) (Gibco, USA).
Em placa de petri, os fragmentos de polpa dentéria foram removidos com
auxilio de uma lima endodéntica. A suspensao celular foi dissociada pela acéo
da enzima colagenase tipo Il, sob agitacdo constante, a 37°C, por uma hora e
centrifugada em PBS. As células foram entdo ressuspendidas e plaqueadas em
frascos com meio de cultura suplementado com penicilina (100unidades/ml) e
estreptomicina (100ug/ml) e SBF 20%.

As células foram mantidas em estufa com 5% de tensdo de CO,, 37°C e
95% de umidade. A troca de meio de cultura foi realizada de acordo com a

proliferacéo e confluéncia celular. Quando as culturas atingiram cerca de 80%-
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90% de confluéncia, as células foram entdo dissociadas utilizando
tripsina/EDTA 0,25% por 5 minutos, centrifugadas, contadas em camara de

Neubauer e replaqueadas (passagem 1).

Diferenciacao celular

Apébs o isolamento e a expansdo das cDPSC e cUCSC, as duas fontes
foram diferenciadas em adipdcitos, osteoblastos e condroblastos.

Para as diferenciacdes osteogénica e adipogénica, as MSC das duas
fontes foram plaqueadas em triplicata, em placas de 24 poc¢os sobre laminulas.
As células foram incubadas em estufa a 37°C, com 5% de CO, até atingirem
uma confluéncia de 80%. Para a placa controle as células foram cultivadas com
IMDM e 15% de SBF e para a placa de diferenciacao foram adicionados 500 pL
de meio de diferenciacdo adipogénica e osteogénica (Lonza, USA). As trocas
de meio foram realizadas trés vezes por semana, durante trés semanas para a
diferenciacdo adipogénica e durante uma semana para osteogénica. Apos a
diferenciacdo adipogénica foi feita a coloracdo com Oil Red O (Sigma Aldrich,
USA), para a visualizagdo dos vacuolos lipidicos. Para a diferenciacdo
osteogénica, apoés a fixacao, foi adicionado as células vermelho de alizarina S
(Sigma Aldrich, USA) para avaliar a presenca de cristais de calcio.

Para a diferenciacdo condrogénica foi realizada a cultura em
micromassa para as cDPSC e cUCSC. Cerca de 1x10° células em meio de
cultura foram centrifugadas a 300 g por 10 minutos, em um tubo cbnico para
formar uma massa celular. Para o tubo controle as células foram cultivadas
com IMDM e 15% de SBF e para o tubo de diferenciacao foi adicionado 1 ml de
meio de diferenciacdo condrogénica (Lonza, USA) e as células foram
cultivadas durante 21 dias. O meio foi trocado trés vezes por semana. ApGs
este periodo, o agregado celular foi fixado com formaldeido a 10%, desidratado
e emblocado em parafina. Cortes de 4 um de espessura foram corados com
solugéo de azul de toluidina (Sigma Aldrich, USA) para demonstrar a presenca
de proteoglicanas na matriz extracelular e vacuolos ao redor de condrocitos

jovens.
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Caracterizacao imunofenotipica

Para a caracterizacdo imunofenotipica das MSC, anticorpos comerciais
foram utilizados para analisar a expressdo dos marcadores de superficie
celular (Quadro 1). Para a marcacao, as células foram lavadas com PBS e na
sequéncia incubadas no escuro durante 30 minutos com o0s anticorpos
especificos conjugados a fluorocromos. As células foram lavadas com PBS e
ressuspendidas em 500 pL de uma solugdo contendo 1% de formaldeido.
Anticorpos isotipicos IgG1 foram utilizados como controle. Aproximadamente
1x10° células foram adquiridas no Citdmetro de Fluxo BD FACSCalibur (BD
Bioscience, San Jose, USA) e analisadas pelo software FlowJo v8.0.2 (Tree
Star, Ashland, USA). O painel de anticorpos foi utilizado de acordo com o
apresentado no Quadro 1 e anticorpos isotipicos IgG1 de camundongo foram

utilizados como controle.

Quadro 1. Lista de anticorpos utilizados para caracterizacdo imunofenotipica por citometria de
fluxo das amostras de células-tronco derivadas de polpa dentéria canina (cDPSC) e células-
tronco derivadas de tecido do corddo umbilical canino (cUCSC) com o0s seus respectivos
fluorocromos, marcas, clones e a espécie alvo.

Anticorpo Fluorocromo Marca Clone Espécie alvo

Humano, Rhesus,
CD14 APC BD Pharmingen MSE2 Cynomolgus,
Babuino, Céo

CD29 PE Abcam MEM-101A Cao
CD34 PE eBioscience 1H6 Céo
CD44 Alexa ABD Serotec YKIX337.8.7 Céo
CD45 FITC eBioscience YKIX716.13 Céo

Humano, Rhesus,

HLA-DR PerCP BD Pharmingen TU36 Cynomolgus,
Babuino, Céo,
Coelho
7-AAD - BD Pharmingen - -
Anexina PE BD Pharmingen - -

Ensaio de unidades formadoras de colbnias
Para o ensaio de unidades formadoras de colbnias foram utilizadas

celulas na passagem 3, onde 300 células foram plaqueadas em triplicata em
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placa de seis pocos. Essas células foram cultivadas com meio IMDM + 20% de
SBF durante sete dias e entdo fixadas e coradas com o metanol e violeta cristal
(Sigma Aldrich, USA). As colbnias foram contadas utilizando um microscopio
estereoscopico. Foram consideradas colonias agrupamentos com 50 ou mais
células. Para obter a porcentagem de unidades formadoras de coldnias foi
realizado o seguinte calculo: média da contagem da triplicata dividido pelo

namero de células plaqueadas (300) multiplicado por 100.

Ensaio de proliferacao

Para o ensaio de proliferacdo, 1x10* células foram plaqueadas em
placas de seis pocos em triplicata e cultivadas durante cinco dias. No terceiro
dia foi realizada a troca de meio de cultura (IMDM suplementado com 15% de
soro bovino fetal. Ao final do quinto dia, foi realizada a dissociacdo enzimatica
das células e a contagem utilizando cémara de Neubauer. A taxa de
proliferacéo foi feita dividindo a média de contagem das triplicatas pelo nimero

de células plaqueadas (1x10%).

Resultados
Cultivo, isolamento e diferenciacao
Sob as condi¢des de cultivo as cDPSC e as cUCSC apresentaram

morfologia fibroblastoide e aderéncia ao plastico, caracteristicas das MSC

Figura 2. Imagem representativa das células-tronco derivadas de tecido do corddo umbilical de cédo

(cUCSC) e células-tronco derivadas de polpa dentaria de cao (cDPSC). (A) cUCSC em cultivo na
passagem 3 apresentando morfologia fibroblastoide e aderéncia ao plastico. (B) cDPSC em cultivo na

passagem 3 apresentando morfologia fibroblastoide e aderéncia ao plastico. Aumento: 50x.
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Na diferenciacdo adipogénica foi possivel visualizar os vacuolos lipidicos
no interior das células induzidas a diferenciacdo. Nas células tratadas com
meio de diferenciacdo osteogénica foi possivel observar a presenca de cristais
de calcio. Nos ensaios de diferenciacdo condrogénica, foi possivel observar a
presenca de proteoglicanas na matriz cartilaginosa e lacunas ao redor dos
condrocitos jovens (Figura 3).
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Figura 3. Imagem representativa da diferenciacéo in vitro de células-tronco derivadas de
tecido do corddo umbilical de cao (cUCSC) e células-tronco derivadas de polpa dentéria
de céo (cDPSC). Diferenciacao adipogénica, osteogénica e condrogénica das cDPSCs e
cUCSC com seus respectivos controles. As setas pretas representam vacuolos lipidicos
da diferenciacdo adipogénica. As setas azuis representam a formacdo de cristais de
célcio da diferenciacdo osteogénica. As setas vermelhas representam a deposicao de
proteoglicanos e as lacunas ao redor dos condrocitos jovens na diferenciacao
condrogénica. No controle das cDPSC e cUCSC néao foi possivel identificar nenhuma
caracteristica de diferenciacdo. Aumento: 400x.
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Caracterizacao imunofenotipica

Ambas as amostras de cDPSC e cUCSC apresentaram positividade
para CD29 e CD44 e negatividade para CD14, CD45, CD34 e HLA-DR (Quadro
2 e Figura 4). Quanto ao 7-AAD e anexina, tanto a cDPSC quanto as cUCSC
apresentaram baixas taxas de mortalidade (1,61% e 0,5% respectivamente) e
de apoptose (1,67% e 1,38% respectivamente) (Figura 4).

Quadro 2. Quadro representativo dos resultados da caracterizacdo imunofenotipica das
células-tronco derivadas de tecido do corddo umbilical de cao (cUCSC) e células-tronco
derivadas de polpa dentaria de cao (cDPSC). Nota-se padrdao de positividade para CD29 e
CD44 e negatividade para CD14, CD45, CD34 e HLA-DR.

cDPSC cUCsC
CD29 99,4% 99,6%
CD44 41,3% 58,1%
CD14 0,72% 0,26%
CD45 0,42% 0,4%
CD34 1,36% 3,76%
HLA-DR 0,23% 0,18%
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Figura 4. Amostra representativa da analise imunofenotipica por citometria de fluxo de células-tronco derivadas de tecido do corddo umbilical de
cdo (cUCSC) e células-tronco derivadas de polpa dentaria de cdo (cDPSC). Os histogramas em vermelho representam o controle isotipico
(negativo) dos anticorpos e 0s histogramas em azul representam a porcentagem da populacéo positiva para cada anticorpo.
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Ensaio de proliferacéo e de unidades formadoras de col6nias

Foi possivel observar que na passagem 3, as cDPSC apresentaram menor
porcentagem de unidades formadoras de col6nias (4,55%) quando comparados com
a cUCSC (5,64%) (Figura 5) com diferenca estatistica (p=0,0002) (Figura 6) e as
cDPSC apresentaram uma menor taxa de proliferacdo (1,39x) que as cUCSC

(2.14x) com diferenca estatistica (p=0,0414) (Figura 6).

Figura 5. Imagens representativas de unidades formadoras de col6nias das células-tronco derivadas de polpa
dentaria de cdo (cDPSC) e células-tronco derivadas de tecido do corddo umbilical de cdo (cUTCSC). A. Colbnias
formadas por cDPSC B. Col6nia de ¢cDPSC em microscopia 6tica aumento de 50x C. Col6nias formadas por
cUCSC. D. Coldnias de cUCSC em microscopia ética aumento de 50x.
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Figura 6. Unidades formadoras de col6nias e proliferagdo celular. A. Comparagdo da porcentagem de unidades
formadoras de colonias de células-tronco derivadas de tecido do corddo umbilical canino (cUCSC) e células-
tronco derivadas de polpa dentaria canina (cDPSC) na passagem 3. B. Comparag¢do de taxa de proliferagdo de
cUCSC e cDPSC.

DISCUSSAO

O presente estudo descreveu o isolamento e a caracterizacdo de células-
tronco caninas de duas fontes diferentes, a polpa dentaria e o tecido do cordao
umbilical. Para o isolamento dessas células foram utilizados os mesmos protocolos
de isolamento de polpa dentaria (14) e corddo umbilical humano (15). Foram
utilizadas células entre as passagens 3 e 4, pois nessas passagens o cultivo ja é
mais homogéneo, livre de outros tipos celulares.

Os trés critérios minimos padronizados pela ISCT (9) para definir uma MSC
sdo aderéncia ao plastico, diferenciacdo em pelo menos trés linhagens celulares
(osteoblastos, condroblastos e adip4citos) e a expressao e nao expressao de alguns
marcadores de superficie celular especificos. Pode-se observar no presente estudo
gue tanto as cDPSC quanto as cUCSC apresentaram adérencia ao plastico e se
diferenciaram nas trés linhagens propostas, apresentando assim as mesmas
caracteristicas das células-tronco humanas (16,17).

Na diferenciacdo osteogénica foi possivel observar a formacéo de cristais de
célcio apos sete dias utilizando a coloragdo vermelho de alizarina S. Dissanayaka et
al. (18) também demonstraram essa diferenciacdo osteogénica em cDPSC em

guatro semanas de diferenciacdo, porém os testes realizados demonstravam que
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ap6s uma semana as cDPSC ja expressavam marcadores especificos de
diferenciacdo osteogénica. As cUCSC também conseguiram se diferenciar na
linhagem osteogénica, corroborando com os resultados encontrados por Pham et al.
(20), porém em seu estudo a diferenciacao foi realizada em 21 dias, diferente dos
sete dias demonstrados no presente estudo. Uranio et al. (21) demonstraram que
células-tronco da matriz do corddo umbilical de cédes expressaram os marcadores
osteogénicos, mesmo antes da inducao da diferenciagéo.

Na diferenciagdo adipogénica, foi possivel observar os vacuolos lipidicos no
interior das cDPSC e cUCSC, embora a quantidade e tamanho desses vacuolos seja
pequena. De acordo com os resultados obtidos por Dissanayaka et al. (18), o
potencial adipogénico das cDPSC é inferior se comparado com as DPSC humanas.
Para as cUCSC Uranio et al. (21) observaram a presenca de lipidios no interior das
células apenas apos 25 dias.

Na diferenciacdo condrogénica, foi possivel observar a deposicdo de
proteoglicanos e as lacunas ao redor dos condrécitos jovens. Este trabalho
corroborou com Dissanayaka et al. (18) que também observaram a diferenciacéo
condrogénica em cDPSCs. Ja nas cUCSC, Uranio et al. (21) também observaram
com sucesso a condrogénese de células da mesma fonte em cées.

Quanto a expressao dos marcadores de superficie, foi possivel observar que
tanto as cDPSC quanto as cUCSC apresentaram o mesmo padrao de expressao,
positividade para CD29 e CD44 e negatividade para CD14, CD45, CD34 e HLA-DR.
O CD14 é um marcador caracteristico de mondcitos/macrofagos, o CD34 de
progenitores hematopoéticos/células endoteliais e o CD45 (antigenos comuns de
leucécitos) € um marcador de células hematopoéticas (22), com isso os resultados
mostraram que as células presentes na cultura ndo sdo células derivadas do
sangue, o que poderia determinar uma populacdo de células mais heterogénea em
cultivo. O CD44 é um marcador de matriz celular e o CD29 & um marcador de
adesdao (integrina) ambos apresentaram perfil imunofenotipico positivo corroborando
com outros estudos utilizando DPSC e UCTSC de origem humana (23, 24). Quanto
a expressédo do antigeno HLA-DR (Classe Il do Sistema HLA), as MSC expressam
uma pequena porcentagem desses antigenos (25), o mesmo padrdo observado
neste trabalho. Zhan et al. 2019 (26), demonstrou esse mesmo padrdo de
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marcadores com positividade para CD44 e negatividade para CD14, CD45, CD34 e
para MHC 1l (HLA-DR) em seu estudo de com células-tronco mesenquimais de
diferentes tecidos de cées.

Quanto a taxa de proliferacdo foi possivel verificar diferenca significativa, na
passagem trés as cDPSC obtiveram uma menor taxa de proliferacdo se comparada
as cUCSC. O mesmo padrao foi observado nas unidades formadoras de colonias,
onde as cDPSC também obtiveram menor porcentagem estatisticamente
significativa de unidades formadoras de colonias, o que poderia justificar a taxa de
proliferacdo ser menor. Dissanayaka et al. (18) observaram que a taxa de
proliferacdo e a porcentagem de colbnias das cDPSC sdo bem menores se
comparadas as hDPSC. Dissanayaka et al. (18) compararam a taxa de proliferacédo
e de unidades formadoras de colbnias de cDPSC, DPSC humanas e MSC de
medula 6ssea humana e observou que as DPSC humanas obtiveram uma maior
taxa de proliferacdo e uma maior quantidade de unidades formadoras de colbénias
guando comparada as outras. Isso também pode ter sido ocasinado pela fase de
desenvolvimento dos tecidos, uma vez que o corddo umbilical & proveniente de um

tecido mais precoce de desenvolvimento quando comparado com a polpa dentaria.

Concluséo
Com os resultados obtidos foi possivel concluir que as cDPSC e cUCSC

apresentaram caracteristicas de células-tronco mesenquimais, sendo capazes de se
diferenciar nas trés linhagens sugeridas pela ISCT. As cUCSC até a passagem trés
possuem uma maior taxa de proliferacdo e maior quantidade de unidades
formadoras de colonias que as cDPSC. Os resultados demonstraram que estas
células sao fortes candidatas a terapia celular, pois apresentaram todas as
caracteristicas das MSC, além das fontes serem de facil obtencéo.
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Highlights

- Fluconazole in collection medium prevented fungal contamination in cDPSC cultures

- Fluconazole at 120 or 240 ug/ml did not change cDPSC proliferation

-Fluconazole at 240 pg/ml decreased cDPSC viability when compared to control.
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Abstract
Canine dental pulp-derived mesenchymal stem cells (cDPSCs) are adult, multipotent cells,

able to self-renew and differentiate into multiple lineages. Fungal control in stem cell culture
is not widely used. Fluconazole is a fungicide that inhibits synthesis of ergosterol and
compared to amphotericin B shows the same efficacy against fungi of the Candida genus,
with fewer adverse effects. The aim in this study was to determine if fluconazole in collection
medium is cytotoxic or alters the proliferation and viability of cDPSCs. Samples from
permanent teeth were collected in a sterile tube with IMDM, penicillin, streptomycin, sodium
heparin and multiple concentrations of fluconazole. Dental pulp was digested with
collagenase type Il and expanded in vitro. After 12 days of cultivation, enzymatic dissociation
was performed to quantify, differentiate, and characterize the cDPSCs. Cytotoxicity was
evaluated using 7-AAD dye. Characterization of cDPSCs showed that fluconazole had no
influence on immunophenotypic characteristics and differentiation. Cell proliferation assay
showed that fluconazole did not significantly alter the replication capacity of cDPSCs.
Cytotoxicity analysis showed the highest concentration of fluconazole used (240 pug/ml) had a
higher proportion of non-viable cells. Thus, to prevent contamination and sample loss during
expansion while maintaining minimal cell toxicity, we suggest the addition of fluconazole at a

concentration of 120 pg/ml to cDPSCs collection medium.

Keywords: Mesenchymal Stem cells, Cell Expansion, Viability, Proliferation
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Introduction

Stem cells (SCs) are undifferentiated and functionally defined as cells capable of
self-renewal and to differentiate into multiple cell lineages (Melton et al., 2009).
Mesenchymal stem cells (MSCs) are adult, multipotent cells that are able to
differentiate into several differentiated cell types such as adipocytes, chondrocytes,
osteoblasts, myoblasts, and astrocytes (Antonitsis et al, 2007). They were first described
by Friedenstein, Chailakhjan and Lalykina (1970) as fibroblast precursors from bone
marrow. MSCs have both perivascular locations (Meirelles et al., 2008); they can be
isolated from multiple sources including bone marrow (Lee et al, 2004), placenta,
amnion, umbilical cord, umbilical cord blood (Hass et al, 2011), dental pulp (Shi et al,
2005), and adipose tissue (Fraser et al, 2006). MSCs from dental pulp (DPSC) are
interesting candidates for regenerative medicine protocols (Fracaro et al, 2019). Their
collection is minimally invasive, the biological material would be normally discarded
(Cordeiro et al, 2008), and these cells can be isolated, expanded in vitro, and
characterized (Rebelatto et al, 2008). Dental pulp has stem cells with perivascular
location and similar potential compared to MSCs from other sources. They also have
higher proliferation rates, when compared to MSCs from bone marrow (Isobe et al,
2015).

The oral environment is naturally septic, with bacteria, fungi, and protozoa
typically present (Estrela, 2004). Periodontal diseases are caused by multiple factors;
however, bacterial plaque is the primary etiologic agent responsible for most oral
infections (Domingues et al, 1999). Dental plaque are formed in the surface of enamel.
Typically, it is associated with poor oral hygiene, as food debris is an excellent substrate
for bacterial growth (Ferro et al, 2008).

Since dogs are rarely subjected to stringent and routine oral hygiene, bacterial
plaques form readily. The exposure of teeth to several contaminants can hinder canine
DPSCs isolation and expansion in vitro. Frias et al. (2018) identified yeast fungi of the
genera Candida and Malassezia on the oral mucosa of dogs. Santin et al. (2013) showed
that M. pachydermatis and Candida spp. are part of the normal microbiota of different
regions of the canine oral cavity, being isolated in a greater proportion of animals
affected by halitosis, suggesting that these fungi play an important role in compromising
the oral health of dogs. Carreira et. al. (2015) found that in older animals, there was an
accumulation of bacterial plague and a higher incidence of periodontitis, due to age-

related reductions in the immune response.
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Cell culture contamination is a real problem often found in stem cell biology and
therapeutics. Many strategies are used to decrease contamination in cell culture (Luisi et
al, 2008), including amphotericin B, penicillin/streptomycin (Shirakawa et al, 1994;
Tjaderhane et al, 1998), or penicillin/streptomycin added to nystatin and amphotericin B
(Palossari et al, 2000).

Fluconazole is an antifungal drug used alone or in combination with other drugs,
because it has a wide spectrum (Santos et al, 2005). Fluconazole exerts its antifungal
activity by inhibiting fungal ergosterol synthesis at one of the final steps of its
biosynthesis, which will consequently cause loss of integrity of the fungal membrane
(Walsh et al, 1997). Therefore, it can be used in tooth collection and cDPSCs culture.
Compared to other fungicides commonly used in cell culture such as amphotericin B,
fluconazole shows similar efficacy against fungi of the Candida genus, but with fewer
adverse effects (Rex et al, 2003; Pappas et al, 2016). Nevertheless, few studies have
used it or defined doses for it use in stem cell culture. It is therefore important to
evaluate the efficacy of fluconazole use in standardized methods of collection and
isolation of cDPSCs.

This study aimed to evaluate if different concentrations of fluconazole in
collection medium of canine teeth are toxic or affect cell proliferation and viability of
cDPSC.

Methods
Sample collection

This study was approved by the Pontifical Catholic University of Parana Ethics
Committee for Animal Use (registry number 01211/2018). Teeth were extracted from
dogs after their owners signed consent forms. Three permanent canine teeth were
obtained from three dogs, totalizing nine samples. Samples were collected from young
adult, without breed defined dogs immediately after death. Only teeth with undamaged
dental pulp were used. Dogs which did not have infectious disease, endocrine,
neoplastic or infection of oral cavity, except from mild periodontitis, in their medical
history.

Canine teeth were extracted with dental surgical instruments, then washed with
0.12% chlorhexidine gluconate (Periogard® Colgate, Sdo Paulo, Brazil) and cut in half
with a dental burr to expose the pulp. The pulp was removed and transferred to a sterile
conical tube with Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (Gibco Invitrogen,

Carlsbad, USA), supplemented with 1% penicillin (100U/ml) and streptomycin
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(100pug/ml) (Gibco Invitrogen, Carlsbad, USA) and 5000U/ml sodium heparin
(Hemofol, Cristélia, S&o Paulo, Brazil).

Two different fluconazole (Isofarma, Eusébio, Brazil) concentrations of
120ug/ml (F120), 240ug/ml (F240) and a without fluconazole control (WFC) were used
in sample collection medium to assess its influence on cell viability (Figure 1). After
collection, the teeth were immediately taken to the laboratory for isolation of stem cells.

Cell isolation and expansion

Before pulp collection, teeth were washed twice in phosphate buffer saline
solution (PBS) (Gibco Invitrogen, Carlsbad USA) with 1% penicillin/streptomycin.
Fragments of dental pulp were collected with an endodontic file and canine dental pulp
stem cells (cDPSCs) were isolated by enzymatic digestion with 10 ml of collagenase
type Il solution in PBS (0.0048 g/ml) (Invitrogen, Carlsbad, USA), under constant
stirring at 37°C for 1 h. cDPSCs were plated in a 25cm? culture flask with IMDM
supplemented with 1% penicillin/streptomycin and 20% fetal bovine serum (FBS)
(Gibco Invitrogen, Carlsbad, USA), and maintained in an incubator supplied with a
humidified atmosphere of 5% CO, at 37°C. Medium replacement was performed every
three days. When cultures reached about 80% -90% confluency, the cells were then
dissociated using 0.25% trypsin / EDTA for 5 minutes, centrifuged, counted in

Neubauer's chamber and replated (Passage 1).

Characterization of cDPSCs

Cells were differentiated into three cell lineages (osteogenic, adipogenic and
chondrogenic) and immunophenotypically by flow cytometry. For adipogenic and
osteogenic differentiation, cDPSCs were plated in triplicate, and cultured with specific
differentiation media (Lonza, Walkersville, USA). Medium replacement was performed
three times per week. After 21 days of adipogenic differentiation induction, samples
were stained with Oil Red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) to evaluate the presence
of lipid vacuoles. After seven days of osteogenic differentiation induction, samples were
stained with Alizarin Red S (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) to evaluate the presence
of calcium crystals. The micromass culture was used for chondrogenic differentiation.
Samples were cultured for 21 days with chondrogenic differentiation medium (Lonza,

St. Louis, USA). Medium was replaced three times per week. Cellular aggregates were
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fixed and stained with toluidine blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), to observe the
presence of mucopolysaccharide in the extracellular matrix.

Immunophenotypic characterization was performed by flow cytometry.
Commercial antibodies were used for analyzing the expression of cell surface markers
(Table 1). For that, cells were washed with PBS and incubated in the dark for 30
minutes with antibody. Cells were washed with buffer and fixed with 500 pl of 1%
formaldehyde. 1gG1 isotypic antibodies were used as control. Samples were acquired
(approximately 100,000 cells) in BD FACSCalibur flow cytometer (BD Bioscience, San
Jose, USA) and data were analyzed by FlowJo software v8.0.2 (Tree Star, Ashland,
USA).

Cell proliferation assay

Cell counts are important for monitoring cell health and proliferation rate. On
the 12" day of culture, the cell proliferation assay was performed to determine if
fluconazole had an effect on the normal growth of cDPSCs. Enzymatic dissociation of
the cDPSCs was performed using 0.25% trypsin/EDTA (Gibco Invitrogen, Carlsbad,
USA), followed by counting using a hemocytometer (Neubauer’s Chamber).

Cell toxicity analysis

The 7-aminoactinomycin D (7-AAD) (BD Pharmingen, San Jose, USA) is a
fluorescent dye with high affinity for DNA and is used as a cell viability dye. Cells with
compromised membranes stain with 7-AAD, evidencing non-viable cells. Shortly after
cellular dissociation, 7-AAD was added to 1x10° cells and incubated for 30 min at room
temperature (~22°C). Fluorescence was measured in BD FACSCalibur flow cytometer
(BD Bioscience, San Jose, USA) and data were analyzed with FlowJo Version 8.0.2
(Tree Star, Ashland, USA).

Statistical analysis

Data are presented as means + standard deviations. Levine’s test, one-way
ANOVA, and Tukey’s multiple comparison test were used for statistical analysis. The
statistical significance level used was less than 0.05. All calculations were made using

Prism software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) version 5.0 for Windows.
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Results
Cell isolation and expansion

One of the three samples collected without fluconazole (WFC group)
contaminated with fungal in the first 24 hours. None of the samples collected with
fluconazole became contaminated. By day 3 after isolation, we observed small colonies
of cDPSCs, and the culture still showed many cellular debris. By day 7, with the
changes of culture medium, it was possible to observe the culture much cleaner and free
of cellular debris. By day 12 it was observed larger, and more developed colonies
(Figure 2). As expected, in culture all groups presented a fibroblast-like cell
morphology and adhesion to plastic. None of the three groups (WFC, F120, and F240)

showed qualitative differences in their morphology or early growth Kinetics.

cDPSC characterization

After adipogenic differentiation induction, was visualized lipid vacuoles within
the cells. In osteogenic differentiation we observed the presence of calcium crystals. In
chondrogenic differentiation, was observed mucopolysaccharides in the cartilaginous
matrix and gaps around the young chondrocytes. No differentiation characteristics was
observed in cells cultured in control medium (IMDM + 15% FBS) (Figure 3A).

In immunophenotypic characterization by flow cytometry cDPSCs were positive
for CD29 (99.7%) and CD44 (60.1%), and negative for CD14 (0.11%), CD45 (1.45%),
CD34 (1.31%) and HLA-DR (0.45%) (Figure 3B). None of the three groups (WFC,
F120, and F240) showed influence on these parameters.

Cell proliferation assay

In the analysis of cell proliferation, we observed that fluconazole did not affect
proliferation of these cells (Table 2), since there were no statistical differences between
the WFC group and the fluconazole groups (P = 0.5142) (Figure 4).

Cellular toxicity

An analysis of fluconazole citotoxicity using 7-AAD dye showed that all
groups had low mortality rates (Figure 5A). Statistical analysis indicated that the F240
group had a slight decrease in viability in comparison with WFC group. The F120
group, however, was not statistically different from the other two groups (Figure 5B).

The comparison of WFC to F120 (P = 0.1199) and F120 to F240 (P = 0.2104) did not
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produce statistically significant differences, but WFC to F240 (P = 0.0354) was
statistically significant.

Discussion

For cDPSC isolation the protocol for human dental pulp isolation was used
(Karamzadeh et al, 2012). For characterizations, cells were used in passages 3 and 4
before signs of senescence, besides that in these passages the cultures tend to be more
homogeneous, free of other cell types.

According to the International Society for Cell and Gene Therapy (ISCT), the
three minimum criteria to define MSCs are adhesion to plastic, differentiation into at
least three cell lineages (osteoblasts, chondroblasts and adipocytes), and the
expression/non-expression of specific cell surface markers (Dominici et al, 2006). Was
observed that all cDPSCs isolates presented adhesion to plastic and could be
differentiated into the three cell lineages, thus presenting the same characteristics as
human DPSCs (Zhang et al, 2006).

In osteogenic differentiation we observed the calcium crystal formation after 7
days. This calcium crystals accumulation in the cDPSCs after seven days of induction
osteogenic differentiation can be explained by the high rate of expression of
phosphatase alkaline (ALP) in these cells (Dissanayaka et al, 2011). ALP is an enzyme
considered an osteogenic marker and studies have shown that it is possible to observe
the activity of this enzyme even before the induction of osteogenic differentiation in
DPSC (Poltavtseva et al, 2014). This demonstrates a ease for DPSCs to differentiate into
osteogenic lineages. In adipogenic differentiation, was observed lipid vacuoles inside
the cDPSCs, although both their number and size were small. According to Dissanayaka
et al. (2011), the adipogenic potential of cDPSCs is lower than that of to human DPSCs.
In chondrogenic differentiation, we observed the deposition of proteoglycans and gaps
around the young chondrocytes. These observations are consistent with those of
Dissanayaka et al. (2011) who also observed chondrogenic differentiation in cDPSCs.

Given the lack of some of the specific markers for dogs, it was not possible to
assay for all of the markers listed by the ISCT (Dominici et al, 2006). Was did,
however, observe that cDPSCs were positive for CD29 and CD44, and negative for
CD14, CD45, CD34, and HLA-DR. CD14 is a characteristic monocyte/macrophage
marker, CD34 is a marker for hematopoietic progenitors and endothelial cells, and

CD45 is a common leukocyte antigens marker (Gronthos et al, 2000). These data
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demonstrate that cDPSC cultures did not contain blood derived cells, which could
determine a more heterogeneous cell population in culture. CD44 is a cell matrix marker
and CD29 is an adhesion marker (integrin) both showed a positive immunophenotypic
profile, consistent with a markers observed on human DPSCs (Alsulaimani et al, 2016).
Was observed a small percentage of HLA-DR antigen expression (MHC class 1l cell
surface receptor), studies demonstrate that MSCs expresses a small percentage of these
antigens, the same observed in this study (Krampera et al, 2007).

The results of cell proliferation assays showed that fluconazole did not alter the
normal cDPSC proliferation. De Logu et al. (2005) also found that high doses of
fluconazole (1 mg/ml) for 72 h did not alter the metabolic activity of a kidney cell line,
demonstrating that neither viability nor proliferation of these cells were not altered. Was
verified in the results of viability tests using 7-AAD, a slightly higher proportion of
non-viable cells at 240 pg/ml fluconazole, suggesting slight toxicity at increased
concentrations. Although the F240 group showed a decrease in viable cells, with a
statistical difference when compared to WFC, this decrease on the cell viability would
not cause damage to the cultivation once cDPSCs presented a mean of 97% viability.

All procedures involving the isolation and expansion of stem cells are extremely
expensive. Procedures that avoid wastage of samples in culture are very important to
allow the wide development of this technology benefiting a larger number of patients.
The contamination of one of the samples collected without fluconazole and no
contamination in the samples with the different concentrations demonstrates the need to
use the fungicide.

Conclusion

This study presented positive results regarding the use of fluconazole for fungal
control in the collection of samples. Although there was an increase in cell mortality, it
is still a low number of dead cells. Although it does not detract from its use, the samples
with higher concentration of fluconazole (240 pg/ml) had a higher number of non-viable
cells compared to those in the samples that did not receive fluconazole. Thus, in order to
prevent contamination that causes loss of samples during expansion, maintaining
minimal cytotoxicity, we suggest the addition of fluconazole at the concentration of
120pg/ml to the collection medium of cDPSC.
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TABLES

Table 1. Antibodies used for immunophenotypic characterization by flow cytometry.

Antibodies | Fluorochrome Brand Clone Target species
) Human Rhesus,
CD14 APC BD Pharmingen MSE2 Cynomolgus,
(San Jose, USA)
Baboon, Dog
CD29 PE Abcam MEM-101A Dog
(Cambridge,
USA)
CD34 PE eBioscience (San 1H6 Dog
Diego, USA)
CD44 Alexa Fluor ABD Serotec YKIX337.8.7 Dog
488 (Kidlington, UK)
CD45 FITC eBioscience (San | YKIX716.13 Dog
Diego, USA)
Human, Rhesus,
BD Pharmingen Cynomolgus,
HLA-DR PerCP (San Jose, USA) Tu36 Baboon, Dog,
Rabbit
7-AAD - BD Pharmingen - -
(San Jose, USA)

Table 2. No effect of fluconazole on growth of cDPSC cultures 12 d post isolation.
Cells were counted in a hemocytometer. cDPSCs: Canine dental pulp stem cell; WFC:
control without fluconazole; F120: Fluconazole group 120 pg/ml; F240: Fluconazole

group 240 pg/ml

WFC F120 F240
Sample 1 9.5x10° 3.5x10° 3x10°
Sample 2 55x10° 6.5x 10° 6.5x10°
Sample 3 3.5x10° 25x10° 2x10°
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo conseguiu adaptar técnicas utilizadas para isolamento
de células-tronco de polpa dentéria e corddo umbilical de seres humanos em
caes.

Foi possivel verificar que o fluconazol foi eficiente em previnir a
contaminagcdo somente sendo utilizado na coleta das cDPSC. A melhor
concentracéo utilizada sem alterar a viabilidade das cDPSC foi de 120ug/ml.
Embora a maior concentracdo utilizada na coleta (240ug/ml) contribuiu para
diminuir um pouco a viabilidade das cDPSC, a viabilidade se manteve em cerca
de 97%, e mesmo assim néo interferiu na proliferagédo, na diferenciagcdo e nem
nas caracteristicas imunofenotipicas dessas células. Isso nos mostra que
podemos utilizar o fluconazol sem alterar as caracteristicas celulares das
cDPSC.

As carateristicas das cDPSC e as cUCSC se mantiveram de acordo com
as caracteristicas gerais das células-tronco mensenquimais, apresentando
morfologia fibroblastoide, aderéncia ao plastico quando submetidas as
condicbes de cultivo e se diferenciaram nas 3 linhagens propostas:
adipogénica, condrogénica e osteogénica.

As amostras de cDPSC e cUCSC apresentaram o mesmo padrdo de
positividade para CD 29 e CD44 e negatividade para CD 14, CD 45, CD34 e
HLA-DR. Com isso, tanto as cDPSC quanto as cUCSC demontraram as
caracteristicas imunofenotipicas de uma MSC. O CD14, CD34 e o CD45 séo
marcadores de células hematopoéticas, com isso os resultados mostram que
as células presentes na cultura ndo sdo células derivadas do sangue,
apresentando uma populacdo mais homogénea de CT. O CD44 € um marcador
de matriz envolvida nas interacdes célula-célula e na adeséo celular, e o CD29
€ um marcador de integrina envolvida com a adesao celular, e apresentaram
positividade como esperado. Houve uma certa dificuldade quanto a
caracterizagdo imunofenotipica devido a pouca disponibilidade de marcadores

especificos para células de caes.
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O 7-AAD marca apenas as células com mortas, com isso os resultados
mostraram que tanto a cDPSC quanto as cUCSC apresentaram baixas taxas
de mortalidade. J& a anexina marca células em estado de apoptose a partir da
quantificacdo da fosfatidilserina, um composto fosfolipidico localizado na parte
interna da membrana celular que € exposta quando a célula inicia a apoptose.
Com isso, as cDPSC e as cUCSC apresentaram baixa quantidade de células
marcadas com anexina e, portanto, baixas taxas de apoptose. Isso nos mostra
gue essas células estavam com taxa de viabilidade alta e com poucas células
entrando em apoptose.

Além disso, foi comparada a taxa de proliferacdo e de unidades
formadoras de coldnias entre as cDPSC e as cUCSC na passagem 3. Foi
possivel verificar que nessa passagem as cDPSC obtiveram menor taxa de
proliferacdo que as cUCSC. As cDPSC também obtiveram menor porcentagem
de unidades formadoras de col6nias, o que poderia justificar a menor taxa de
proliferacéo. A fase em que o tecido se encontra pode justificar essa maior taxa
de proliferacdo e de unidade formadora de colénias, uma vez que o corddo
umbilicarl se encontra em uma fase mais precoce se comoarada com a polpa
dentaria.

Esse estudo abre possibilidades para estudos futuros utilizando essas
células. A literatura descreve que as MSC derivadas dessas fontes possuem
um grande potencial para diferenciagdo em células da linhagem neuronal.
Principalmente as cDPSC que possuem a mesma origem embrionaria de
células da linhagem neuronal (ectoderme). Por isso, as etapas futuras seriam
avaliar o potencial de diferenciacdo neuronal tanto das cDPSC quanto das
cUCSC. ApoOs essa etapa, sabendo qual a melhor fonte, serd possivel utilizar
essas células em estudos clinicos para doencas neurodegenerativas e lesdes

neuronais.
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Pontificia Universidade Catélica do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa, Pos-Graduagio e Inovagio
Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

GRUPO MARISTA

Curitiba, 08 de margo de 2018.
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA
REGISTRO DO PROJETO: 01211/2018

TITULO DO PROJETO: CARACTERIZAGAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DE POLPA
DENTARIA E TECIDO CORDAO UMBILICAL DE CAES

INFLUENCIA DO FLUCONAZOL NA VIABILIDADE DAS CELULAS-TRONCOS DERIVADAS DA POLPA DENTARIA
CANINA

ANALISE DA INFLUENCIA DO TEMPO DE ISOLAMENTO SOBRE A VIABILIABILIDADE DE CELULAS-TRONCO
DERIVADAS DO TECIDO DO CORDAO UMBILICAL DE CAES

PESQUISADOR RESPONSAVEL
JOSE ADEMAR VILLANOVA JUNIOR

EQUIPE DE PESQUISA
Mikaela dos Anjos Adur, Paula Joly dos Santos, Paulo Henrique Utumi, Alexandra Cristina Senegaglia, Carmen Lcia

Kuniyoshi Rebelatto

INSTITUICAO
Pontificia Universidade Catélica do Parana

CURSO
Medicina Veterinaria
VIGENCIA DO | 02/04/18 a 29/06/18 QUANTIDADE DE ANIMAIS | 12 dentes
PROJETO 12 Corddes umbilicais
ESPECIE/LINHAGEM Canis lupus familiaris (dentes | N° SISBIO N&o se aplica
molares e cordées umbilicais {Somente animais de vida livre)
SEXO Variavel ATIVIDADES N&o se aplica
(Somente animais de vida livre)
IDADE / PESO Variavel ESPECII? - GRUPO | N&o se aplica
) TAXONOMICOS (ds vida tivre)
ORIGEM DO ANIMAL Clinica Escola Veterinaria da | LOCAL (IS) N&o se aplica
| PUCPR (Somente animais de vida livre)

O colegiado da CEUA certifica que este protocolo que envolve a producéo, manutengéo efou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei ﬁ° 11.794/2018 e Decreto n° 6.899/2009, e com as normas editadas pelo CONCEA e foi
APROVADO pela CEUA - PUCPR em reunido de colegiado. Se houver mudanga do protocolo o pesquisador deve
enviar um relatério & CEUA descrevendo de forma clara e sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas
justificativas. Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituigdes, cabe ao pesquisador n&o iniciar antes de
receber a autorizagéo formal para a sua realizagéo.

Rua Imaculada Conceigéo, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parana Brasil
Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br



Pontificia Universidade Catélica do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa, Pés-Graduagio e Inovacio
Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

GRUPO MARTSTA

O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responséavel da instituicéo e

deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por esta CEUA em qualgquer tempo.

Atenciosamente,

Prof, Dr. Sérgio Luiz Rocha
Coordenador ., *"

Comisséo de é:{;:ics‘z}ij'no Uso de Ani

e

Rua Imaculada Conceigéo, 1155 Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Paran4 Brasil
Telefone: (41) 3271-2292 www.pucpr.br



