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RESUMO

Introdugao: As células-tronco mesenquimais (MSC) atuam na reparagéo e manutengao
dos tecidos adultos. Essas células secretam varios fatores soluveis que podem diminuir a
inflamacao e aumentar a reparagao do tecido danificado, caracteristicas que incentivam
seu uso na medicina regenerativa. As MSC de tecido dentario sao de facil coleta, tém a
mesma origem embrionaria dos neurdnios e expressam constitutivamente os marcadores
de proteinas neuroprogenitoras que estimulam estudos para o tratamento de doencas
neurodegenerativas. Células-tronco de dentes deciduos esfoliados (SHED) e
permanentes (DPSC) expressam marcadores neuronais e ja sdo conhecidas pelo
potencial de diferenciagédo em células do tecido nervoso, como neurdnios e células gliais.
Porém, ainda ndo esta claro qual dessas fontes, SHED ou DPSC, tem maior potencial de
diferenciacdo neuronal. Objetivo: Comparar as MSC de polpa de dente deciduo e polpa
de dente permanente em relagao ao potencial de diferenciagdo neuronal. Metodologia:
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (CAAE:
09537119.0.0000.0020). Foram coletados trés dentes deciduos de criangas e trés dentes
permanentes (3° molar) de adultos. As MSC foram isoladas por digestdo enzimatica e
cultivadas com meio IMDM e 15% de SBF. Foram caracterizadas conforme sua morfologia
fibroblastéide, diferenciagdo nas linhagens adipogénica, condrogénica e osteogénica e
caracterizadas imunofenotipicamente com os marcadores sugeridos pela Sociedade
Internacional de Terapia Celular (ISCT). Foi avaliado a potencial clonogénico, proliferativo
e senescente das células em diferentes passagens celulares. Para avaliar qual fonte de
origem dentaria, SHED ou DPSC, tem maior potencial para diferenciagdo na linhagem
neuronal, as células foram induzidas a diferenciacao neuronal por 21 dias. Para confirmar
a diferenciagdo, ambas as fontes foram caracterizadas por imunofluorescéncia e perfil
imunofenotipico com marcadores neuronais especificos. Resultados: As SHED e DPSC
apresentaram morfologia fibroblastdide, aderéncia ao plastico, positividade para os
marcadores CD29, CD73, CD90 e CD105 e negatividade para CD14, CD19, CD34, CD45
e HLA-DR. Foi observado nas SHED e DPSC a diferenciagdo osteogénica e
condrogénica, porém nao a adipogénica. As SHED apresentaram maior potencial em
formar colbnias fibroblastéides (p=0,0042). Nao houve diferenga estatistica significante
nos ensaios de proliferacéo e senescéncia celular entre as fontes durante as passagens.
Antes da inducéo a diferenciagcdo neuronal (estagio indiferenciado) as SHED e DPSC
expressaram marcadores neuronais como Btubulina Ill, SOX1, SOX2, GFAP,
doublecortina, nestina, CD271, CD56 e CD146. O perfil imunofenotipico das SHED e
DPSC ap6s a indugao a diferenciagéo neuronal foi semelhante ao estagio indiferenciado,
nao houve diferenga significativa entre as fontes. Conclusao: Foi possivel observar a
expressao precoce de marcadores neuronais nas SHED e DPSC possivelmente porque
essas células compartilham a mesma origem embrionaria dos neurénios, a ectoderme. O
conjunto de dados obtido neste estudo confirma que n&o ha diferenga em induzir as SHED
e DPSC na linhagem neuronal in vitro em relacédo a expressao de marcadores neuronais.
Isto estimula o uso dessas células em estagio indiferenciado para estudos futuros no
tratamento de doengas neurodegenerativas.

Palavras chaves: células-tronco mesenquimais, ectoderme, diferenciacdo neuronal,
marcadores neuronais.



ABSTRACT

Introduction: Mesenchymal stem 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, characteristics that
encourage its use in regenerative medicine. Dental tissue MSC is easy to collect. They
have the same embryonic origin as neurons and constitutively express the
neuroprogenitor protein markers that stimulate their use in treating neurodegenerative
diseases. Stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) and permanent
teeth (DPSC) express neuronal markers. They are already known for the potential for
differentiation in nerve tissue cells such as neurons and glial cells. However, it is not
yet clear which of these sources, SHED or DPSC has the most significant neuronal
differentiation potential. Objective: To compare the MSC of deciduous tooth pulp and
permanent tooth pulp concerning neuronal differentiation potential. Methodology: The
Research Ethics Committee of PUCPR approved this study (CAAE:
09537119.0.0000.0020). Three primary teeth were collected from children and three
permanent teeth (3" molar) from adults. MSC were isolated by enzymatic digestion
and cultured with IMDM medium and 15% FBS. They were characterized according to
their fibroblastoid morphology, differentiation in adipogenic, chondrogenic, and
osteogenic lineage and characterized immunophenotypically with the markers
suggested by the International Society for Cellular Therapy (ISCT). The clonogenic
potential and the proliferative and senescent capacity of these sources in different cell
passages were evaluated. To assess which source of dental origin, SHED or DPSC,
has a higher potential for differentiation in the neuronal lineage, the cells were induced
to neuronal differentiation for 21 days. Immunofluorescence and immunophenotypic
profile with specific neuronal markers were performed to confirm the differentiation.
Results: SHED and DPSC showed fibroblast morphology, adhesion to plastic, positive
immunophenotypic profile for the CD29, CD73, CD90, CD105 markers, and reduced
expression CD14, CD19, CD34, CD45, and HLA-DR. Osteogenic and chondrogenic
differentiation was observed in SHED and DPSC but not adipogenic. SHED showed
more significant potential to form fibroblast colonies (p=0,0042). There was no
statistically significant difference in the cell proliferation and senescence assay
between the passages. Before inducing neuronal differentiation (native stage), SHED
and DPSC immunoexpressed neuronal markers such as BllI-tubulin, SOX1, SOX2,
GFAP, doublecortin, nestin, CD271, CD56, and CD146. The immunophenotypic profile
of SHED and DPSC after induction to neuronal differentiation was similar to the native
stage; there was no significant difference between the sources. Conclusion: It was
possible to observe the early expression of neuronal markers in SHED and DPSC,
possibly because they share the same embryonic origin of neurons, the ectoderm. The
data set obtained in this study confirms that there is no difference in inducing SHED
and DPSC in the neuronal lineage concerning the expression of neuronal markers in
vitro, stimulating the use of these cells in an undifferentiated stage for future treatment
of neurodegenerative diseases.

Keywords: mesenchymal stem cells, ectoderm, neuronal differentiation, neuronal
markers.
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1. INTRODUGCAO

1.1 CELULAS-TRONCO

As células-tronco (SC - do inglés stem cell) sao células ndo especializadas que
possuem alto potencial de autorrenovacéo e sdo capazes de dar origem a diferentes
tipos de células !, Foi observado que em determinadas condigbes ambientais, ou na
presenga de sinais especificos, uma SC pode dar origem a diferentes tipos celulares,
assumindo morfologia e funcionalidade especializadas 2.

Essas células podem ser classificadas de acordo com seu potencial de
diferenciagao (totipotente, pluripotente e multipotente) e sua origem (embrionaria e
adulta) B4 . As células-tronco totipotentes sdo encontradas nas primeiras etapas de
desenvolvimento do embrido, desde o zigoto e as células provenientes do seu
desenvolvimento até a fase de morula. Estas células podem se diferenciar em
qualquer tipo de célula do organismo e anexos embrionarios . As SC consideradas
pluripotentes podem dar origem a células dos trés folhetos embrionarios (endoderme,
mesoderme e ectoderme), um exemplo de SC pluripotentes sdo as células-tronco
embrionarias (ESC — do inglés embryonic stem cells), que sdo obtidas da massa
celular interna do blastocisto em desenvolvimento, porém sua utilizagdo em pesquisa
possui limitagcdes devido a implicagdes éticas 34871, Uma alternativa a utilizagdo das
ESC séo as ceélulas-tronco pluripotentes induzidas (iPSC — do inglés induced
pluripotent stem cells). Essas células (geralmente células somaticas) séao
geneticamente reprogramadas para expressar genes responsaveis por caracteristicas
pluripotentes, assim se assemelhando as ESC a nivel transcricional e epigenético 8-
"1, Apesar de possuir algumas limitagdes, como envelhecimento prematuro, alta taxa
de apoptose e alto custo para obtengéo e expanséo, as iPSC apresentam vantagens
como: auséncia de questdes éticas, menor taxa de imunorejeicdo e capacidade de
diferenciacdo em diversos tipos celulares [012],

As células-tronco adultas, por sua vez, sao consideradas multipotentes e podem
ser encontradas em varios tecidos que compdem todo o organismo e exibem
comportamentos diferentes dependendo do microambiente em que se encontram ['3],
Sua principal funcdo € manter a homeostase celular e atuar na renovacdo e na

manutengao de tecidos mesenquimais adultos. Em muitos tecidos, existe um numero
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reduzido de células-tronco, que estao localizadas em um microambiente especializado

e vascularizado denominado nicho [3-5.14-16]

1.2 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais (MSC — do inglés mesenchymal stem cell) foram
identificadas pela primeira vez por Friedenstein e colaboradores (1966) 'l que
avaliaram as células progenitoras da medula déssea de ratos, residentes no
compartimento estromal da medula 6ssea '8,

As MSC sao células adultas multipotentes e funcionalmente definidas como tendo
capacidade de autorrenovacgéo, diferenciagado em varias linhagens celulares e extensa
atividade paracrina e imunomoduladora ['419-21]_|nicialmente, pensava-se que as MSC
eram capazes de se diferenciar exclusivamente em linhagens de células da mesma
origem embrionaria do tecido de onde foram isoladas, mas varios estudos
demostraram que essas células possuem uma alta taxa de plasticidade in vitro [>1822],
e sdo capazes de se diferenciar em células de outras origens embrionarias além da
mesoderme, como células neuronais derivadas da ectoderme [?3 e células B de ilhotas
pancreaticas derivadas da endoderme 241,

A funcéao primaria das MCS in vivo € atuar na reparacédo e manutengao dos tecidos
adultos. Essas células secretam varios fatores soluveis que podem diminuir a
inflamacg&o e aumentar a reparagéo do tecido danificado 2%, Além disso, apresentam
efeitos antiapoptaticos, anti-fibroticos que funcionam como inibidores da formacéo de
cicatrizes e estimuladores da angiogénese. As MSC apresentam baixa ou nenhuma
expressao de moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe Il e moléculas
coestimuladoras, demonstrando sua reduzida imunogenicidade e evitando o uso de
imunossupressores apos um transplante alogénico [19-26-29],

Devido a necessidade de padronizagdo das MSC, a Sociedade Internacional de
Terapia Celular (ISCT - do inglés International Society for Cellular Therapy)
estabeleceu padrdes para a caracterizagcdo de MSC, que sdo adesao ao plastico,
morfologia fibroblastéide, diferenciagdo em linhagens osteogénica, adipogénica e
condrogénica e caracterizagdo imunofenotipica, na qual as MSC devem expressar os

marcadores de superficie (mais que 95% da populagdo) CD73, CD90 e CD105 e
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expressdo negativa (menos que 2% da populagédo) para CD45, CD34, CD14 ou
CD11b, CD79 ou CD19 e HLA-DR 21:30.31],

A célula-tronco mesenquimal derivada da medula 6ssea (BMMSC — do inglés bone
marrow mesenchymal stem cell) é a fonte de MSC mais estudada, porém, apresenta
algumas limitagbes como coleta invasiva e baixa porcentagem de MSC (cerca de
0,01% a 0,001% de MSC), as tornando uma fonte pouca atrativa para o isolamento
de MSC 32331, Por esses motivos, outras fontes de MSC tém sido estudadas como o
cord&o umbilical, tecido adiposo e tecidos dentarios 3-3%1, O tecido dentario tem maior
capacidade de proliferagdo celular e uma vantagem significativa de diferenciagéo
osteogénica quando comparado a BMMSC [26:37],

1.3 CELULAS-TRONCO DE ORIGEM DENTARIA

Durante a embriogénese, as células que derivam da ectoderme, mais
especificamente da crista neural, ddo origem a tecidos neurais e n&o neurais. Diversos
genes participam neste processo de desenvolvimento, sendo expressos ou
silenciados de acordo com o comissionamento das células 8. Genes como da
proteina acida fibrilar glial (GFAP — do inglés glial fibrillary acidic protein) e o marcador
de células-tronco neuroectodérmicas (Nestina - do inglés acronym for
neuroectodermal stem cell marker) sao expressos durante a fase de proliferacao e
diferenciagao celular, enquanto a beta tubulina de classe Ill (Btubulinalll) é expressa
durante a migragao celular 39411,

Os tecidos derivados da crista neural incluem a polpa, o ligamento periodontal e
os tecidos que sustentam a raiz e seu apice, incluindo os seguintes tipos de células:
odontoblastos, células do ligamento periodontal, células gliais e célula-tronco da polpa
dentaria 2471 Estudos sugerem que algumas células dos tecidos dentarios e
periodontais podem ter um potencial superior de diferenciagdo em multiplas linhagens
e podem ser comparadas as ceélulas embrionarias e células pluripotentes induzidas,
pois possuem alguns marcadores que desempenham papel essencial na manutengao
e conservagao de células embrionarias e na manutencao de seu status indiferenciado,
como o fator de transcricdo de ligacdo de octamero 4 (Oct-4 — do inglés octamer-
binding transcription factor 4) e Nanog #8501,
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O tecido dentario e peridentario (periodonto) apresentam diferentes fontes de
MSC: células-tronco da polpa de dente permanente (DPSC — do inglés dental pulp
stem cells), células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado (SHED — do inglés
stem cells from human exfoliated deciduous teeth), células-tronco da papila apical
(SCAP - do inglés stem cells from apical papilla), células-tronco do ligamento
periodontal (PDLSC — do inglés periodontal ligament stem cells) e células precursoras
do foliculo dentario (DFPC — do inglés dental follicle precursor cells) (Figura 1). As
MSC derivadas da polpa dentaria podem ser isoladas de dentes de leite de criangas

entre seis e doze anos e de dentes permanentes em adultos [16:51.52],

/a//\<<;/ﬁ\\DPsc//"“/’
SHED / \ /

PDLSC

SCAP

Figura 1. Diferentes fontes de MSC do tecido dentario e periodontal. DFPC: células precursoras do
foliculo dentario; SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado; SCAP: células-tronco da
papila apical; DPSC: células-tronco da polpa de dente permanente; PDLSC: células-tronco do
ligamento periodontal. Fonte: Hochuli et al., 2021 3

As MSC dos tecidos dentarios apresentam uma vantagem na indugdo a
diferenciagado neuronal por compartilharem a mesma origem embrionaria do sistema
nervoso, a ectoderme. [424347.54-58] A polpa de dente é encontrada na cdmara pulpar
e canais radiculares e é formada pelo tecido conjuntivo frouxo localizado no centro do
dente. Seus principais componentes celulares sdo MSC derivadas da crista neural,
fibroblastos e odontoblastos altamente diferenciados que formam a dentina. Ja foi

demonstrado que as MSC presentes na polpa de dente sdo uma pequena populacao,
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menos de cinco por cento de células 5659, O numero de MSC isoladas pode variar,
pois cada dente possui um tamanho de raiz, que pode ser reabsorvido em diferentes
niveis, podendo interferir na quantidade de polpa extraida 69,

As SHED e DPSC possivelmente possuem diferengas por estarem em diferentes
estagios de desenvolvimento. Estas diferengas provavelmente estdo ligadas ao
microambiente, que € controlado por eventos genéticos e epigenéticos que regulam a
atividades das MSC, acarretando os diferentes padrbes de expressdo dos marcadores
de células-tronco e variagédo do potencial de diferenciagéo [3%:57:61],

1.4 CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DERIVADAS DA POLPA DE DENTE
DECIDUO ESFOLIADO

As SHED sé&o consideradas células imaturas 1576162 Quando comparadas as
BMMSC, possuem maior capacidade de proliferacdo e de expressado do fator de
crescimento de fibroblasto (bFGF - do inglés basic fibroblast growth factor), fator de
crescimento envolvido na indugédo da angiogénese e na indugéo da formagao de 0sso
e cartilagem e a proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP2 - do inglés bone morphogenic
protein 2) envolvida no inicio da diferenciagdo dos osteoblastos 763, As SHED tém
vantagens porque sao derivadas de uma fonte acessivel e ndo invasiva que é
naturalmente esfoliada [,

Na ultima década, a coleta das MSC para armazenamento por longo prazo para
uso terapéutico tornou-se cada vez mais popular. Devido a alta taxa de proliferacéo e
sobrevivéncia, as SHED tém sido armazenadas em bancos de células mesenquimais
dentarias para o beneficio futuro de seu préprio paciente ou em bancos alogénicos
[16,64.65] Quando comparadas com banco de células do corddo umbilical, as SHED
possuem vantagem pois podem ser coletadas posteriormente e apresentam excelente
relagéo custo-beneficio [16:64.6]

As SHED possuem vantagem na indugao a diferenciagdo neuronal, na medida em
que apresentam um fendtipo de crista neural e expressam constitutivamente os
marcadores de proteinas neuroprogenitoras. Foi relatado por alguns estudos que
SHED expressam positivamente marcadores de superficie neuronal, como CD146
(MUC18; molécula de adesao celular de melanoma), CD271 (receptor de crescimento

neuronal) e marcadores intracelulares, como a Btubulinalll e a nestina [4348.57,62.66-71]
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Isso ocorre porque eles compartiiham a mesma origem embrionaria do sistema
nervoso, a ectoderme [36:57.72-741 A expressé&o positiva precoce desses marcadores
neuronais em SHED pode favorecer a capacidade dessas células de se agrupar em

neuroesferas e se diferenciar em astrécitos, neurénios e oligodendrécitos 31,

1.5 CELULAS-TRONCO DA POLPA DE DENTE PERMANENTE

As DPSC tém localizagao perivascular e potencial de diferenciagdo em multiplas
linhagens semelhantes a MSC obtidas a partir de outros tecidos. Essas células podem
ser isoladas de terceiros molares e dentes permanentes que normalmente sao
descartados, ndo sendo necessaria uma cirurgia para sua obtengdo. Os terceiros
molares tém uma vantagem significativa sobre os outros dentes adultos, pois nao
estdo completamente desenvolvidos e, portanto, apresentam um fenétipo mais
imaturo no momento da extragéo %

As DPSC apresentam alto potencial clonogénico, alta taxa de proliferagéo,
capacidade de autorrenovacgao e diferenciagdo em diversas linhagens celulares 751,
As DPSC também demonstram uma menor senescéncia celular e maior capacidade
osteogénica quando comparadas as MSC de corddo umbilical . In vitro as DPSC
possuem potencial de diferenciacdo em neurbnios funcionais, apresentando
morfologia e expressando os genes desse tipo celular 43.76.77],

Arthur e colaboradores (2008) [?l foram os pioneiros na diferenciagdo de DPSC
em neurdnios funcionais, usando fatores de crescimento e sinalizacdo especificos.
Kirdly e colaboradores (2009) "8 demonstraram que ativando vias especificas de
proteinas € possivel diferenciar DPSC em neurdnios funcionais, com morfologia

neuronal e canais de sédio e potassio responsivos.

1.6 MARCADORES NEURONAIS

Induzir as SHED e DPSC a diferenciagado neuronal pode ser uma estratégia para
obtencédo de células com propriedades e funcionalidades semelhantes as células-
tronco neuronais (NSC — do inglés neural stem cells). O processo de diferenciagéo
requer a sincronizagdo de dois eventos opostos, como a represséo e a regulagao
positiva de genes que determinam, respectivamente, a manutengdo do estado

indiferenciado ou diferenciado para uma linhagem celular especifica [l. Este processo
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pode ser feito pelo uso de meios de diferenciagcdo especificos que estimulam as
células a nivel molecular, ocorrendo interagdo entre um conjunto de diversos fatores
de crescimento, receptores, moléculas de sinalizagdo molecular e de transcrigao 75801,

Alguns marcadores podem ser utilizados para identificar células precursoras
neuronais, neurdnios e células gliais envolvidas na neurogénese. Os marcadores mais
usados para a caracterizagao da indugao a diferenciacao neuronal por SHED e DPSC
sdo os marcadores relacionados ao citoesqueleto 3. O citoesqueleto neuronal é
composto por microtubulos, actina e rede de filamentos intermediarios que atuam na
migrag&o extracelular para estabelecer conexdes com outras células [81-84,

A Btubulina Il € uma proteina que constitui os microtubulos intracelulares
presentes no citoesqueleto e esta associada a migragao de células da crista neural
[8586] g tem alta expressdo em neurdnios imaturos 7717287 A nestina € uma das
proteinas que atuam como filamento intermediario do citoesqueleto e sdo amplamente
expressa durante a neurogénese, em tecidos do sistema neural, células
neuroepiteliais, células-tronco do sistema nervoso central e é critica para o
desenvolvimento neural embrionario. As células que expressam nestina tém
caracteristicas de células progenitoras, como alta proliferagédo, diferenciacdo em
diversas linhagens celulares e capacidade de regeneragéo 8.8,

Outros marcadores podem ser usados para avaliar o perfil das células apds a
inducdo a diferenciacdo neuronal, a expressao desses marcadores pode trazer
respostas a respeito do comportamento, comissionamento e nivel de diferenciagcéo
das células induzidas a linhagem neuronal 53, exemplos desses marcadores sdo: as
proteinas da familia SOX, SRY (regido sexual determinante Y) 1 (SOX1 do inglés
SRY-Box Transcription Factor 1) e SRY (regido sexual determinante Y) 2 (SOX2 do
inglés SRY-Box Transcription Factor 2) expressos em células precursoras neurais [°0],
GFAP que ¢ expressa em astrocitos e atua nas interagbes astrocito-neurdnio Pl e a
doublecortina expressa em células progenitoras neuronais e neurdnios imaturos [°21.

A expressao precoce de marcadores neuronais em SHED e DPSC estimula a
utilizacdo destas células em estudos in vivo para tratamento de doencgas
neurodegenerativas 3. Porém, ainda nao esta claro se SHED ou DPSC, possui um
maior potencial de diferenciagcdo neuronal. Este conhecimento é de suma importancia,

uma vez que a escolha da fonte para obtencdo das MSC pode resultar em uma
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populagdo com maior potencial de diferenciagcdo neuronal, que podem ser utilizadas

nos ensaios pré-clinicos e clinicos para tratar doengas neurodegenerativas.
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2. JUSTIFICATIVA

Doengas neurodegenerativas e eventos traumaticos podem levar a degeneragéo
axonal, inflamag&o ou morte de neurdnios. As terapias convencionais tém eficacia
limitada na recuperagao funcional de danos neuronais, uma vez que a regeneragao
desses tecidos € particularmente desafiadora por varias razées. O tecido nervoso
possui menos ceélulas precursoras capazes de se regenerarem, bem como, o potencial
neurogénico dessas populag¢des diminui com a idade. Estudos mostram que terapias
baseadas em células-tronco podem ter um potencial estratégico na regeneracao de
células e no reparo de tecidos neuronais [46:93,

A utilizacdo da metodologia proposta neste estudo permitira comparar o potencial
de diferenciagcdo neuronal das SHED e DPSC. A hipotese deste estudo € que as
SHED, por serem células mais jovens e imaturas, possuam maior potencial de

diferenciagao neuronal quando comparadas as DPSC.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar o potencial de diferenciagao neuronal da populacdo SHED e

DPSC.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a capacidade de diferenciacéo e expressao de marcadores de
membrana de SHED e DPSC conforme sugerido pela ISCT;

Avaliar e comparar o potencial clonogénico das SHED e DPSC;
Comparar a capacidade de proliferagdo e senescéncia das SHED e
DPSC em diferentes passagens celulares;

Comparar a expressao de proteinas neuronais antes e ap6és a inducéo a

diferencia¢ao neuronal das SHED e DPSC,;
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4. METODOS
Este estudo foi desenvolvido no Laboratorio Experimental de Cultivo Celular
(LECC) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana conforme a Figura 2.

Isolamento da Isolamento da
SHED DPSC
T 1
CFU-F Caracterizagdao das MSC Expresséo de Marcadores Neuronais

1
I 1

Imunofenotipagem por
Citometria de Fluxo

Proliferagao Diferenciagdo

Imunofluorescéncia
l Indugéo a
[ I I | ool diferenciagé@o neuronal
. S . munofenotipagem por
Osteogénica Adipogénica Condrogénica Citometria de Fluxo
[ ] |

|

Coloragédo/Quantificagao

Senescéncia

Figura 2. Desenho do estudo. SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado; DPSC:
células-tronco derivadas de polpa de dente permanente; MSC: células-tronco mesenquimal; CFU-F:
unidade formadora de colbnia fibroblastéide.

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catolica do Parana (parecer n° 3.355.573). Foram coletados trés dentes deciduos de
criangas entre sete e doze anos e trés dentes permanentes erupcionados (3° molar)
de adultos entre vinte e vinte e seis anos na clinica de odontologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, de acordo com os critérios de ndo incluséo, inclusao
e exclusao estabelecidos (Quadro 1). Os pacientes/responsaveis assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e os pacientes menores de 18 anos
assinaram o termo de assentimento concordando em participar da realizagdo do

estudo, autorizando a coleta do material.

SHED DPSC
Pacientes com doengas infeciosas ou Pacientes com doencas infeciosas e

Critérios de ndo neoplasicas; neoplasicas;
Inclusao Idade inferior a 5 anos ou superior a 12 Idade inferior a 18 anos ou superior a 27

anos. anos.
Critérios de Criangas saudaveis sem problemas Pacientes saudaveis sem problemas
Inclusao médicos. médicos.
Critérios de

Dentes cariados ou danificados; Dentes cariados ou danificados;

Exclusao

Quadro 1. Critérios de ndo inclusdo, inclusdo e exclusido para selecdo das amostras de SHED e
DPSC. SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado; DPSC: células-tronco derivadas
de polpa de dente permanente.
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4.1 ISOLAMENTO E CULTIVO

Apos a extracdo do dente, as amostras foram encaminhadas para o LECC,
imersos em solugdo de meio Iscoves Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (Gibco™
Invitrogen, NY, USA), heparina (5000 unidades/mL; Hemofol, Cristalia, S&do Paulo,
Brasil) e fluconazol (Isofarma, Eusébio, Brasil). O isolamento foi realizado conforme
descrito por Fracaro e colaboradores (2020) °4. Os dentes foram lavados duas vezes
com solugdo tampdo salina fosfato (PBS) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA),
suplementado com penicilina (100 unidades/mL) e estreptomicina (100 pg/mL)
(Gibco™ Invitrogen, NY, USA), em seguida foi realizada a extragédo da polpa com lima
endodoéntica e a transferéncia da amostra para uma placa de Petri, onde foi realizada
a maceragao mecanica com o auxilio de bisturi.

O macerado foi colocado em solugado de colagenase tipo Il (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA), incubado por 30 minutos a 37°C, e centrifugado. O sobrenadante foi
descartado e o botdo de células ressuspendido em IMDM (Gibco™ Invitrogen, NY,
USA). As células foram cultivadas em IMDM (Gibco™ Invitrogen, NY, USA)
suplementado com 15% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA),
penicilina (100 unidades/mL) e estreptomicina (100 pug/mL) (Gibco™ Invitrogen, NY,
USA). As células foram colocadas em incubadoras a 37°C com 5% de CO2. O meio
de cultura foi substituido duas vezes por semana.

Quando as culturas atingiram 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. Cada realizagdo da dissociagéo
enzimatica foi chamada de passagem.

4.2 CARACTERIZACAO

Para a caracterizacdo das MSC, as amostras foram acompanhadas
diariamente em microscoépio invertido analisadas quanto a sua morfologia, e foram
caracterizadas imunofenotipicamente e diferenciadas em adipdcitos, osteoblastos e

condroblastos conforme a orientagéo da ISCT.
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4.2.1 Diferenciagao Adipogénica

As MSC foram induzidas a diferenciacdo adipogénica conforme descrito por
Fracaro e colaboradores (2020) °4. Para a diferenciagéo adipogénica as células foram
plaqueadas em triplicatas e cultivadas em placas de vinte e quatro pogos sobre
laminulas de vidro (20.000 células/cm?). As células foram mantidas em incubadoras a
37°C, com 5 % de CO: até atingirem uma confluéncia de 80%. Foi adicionado 500 pl
do meio especifico de diferenciagdo adipogénica hMSC Adipogenic Differentiation
Bullet Kit (Lonza, Walkersville, MD, EUA). As trocas de meio foram realizadas trés
vezes por semana durante 21 dias. Para avaliar a presenca de vacuolos lipidicos no
interior das células, as células foram fixadas com Bouin (Sigma-Aldrich, MO, USA),
lavadas com etanol a 70% e agua, e coradas com uma solug¢do de 0,5% de Oil Red O
(Sigma-Aldrich, MO, USA), este corante tem afinidade por lipidios e triglicerideos.
Para coloragcéo do nucleo foi utilizado Hematoxilina de Harris (Laborclin, PR, BR).
Como controle foram utilizadas as células que nao foram induzidas a diferenciagao
adipogénica (cultivadas em meio IMDM com 15% de SBF). Como controle positivo foi
utilizada a BMMSC (cultivadas em meio IMDM com 15% de SBF) e induzida a
diferenciagao adipogénica.

4.2.1.1 Quantificagdo da diferenciacéo adipogénica

Apo6s a inducdo a diferenciacdo adipogénica as SHED e DPSC foram
submetidas ao ensaio de quantificagdo da absorbéancia (densidade o6tica) do corante
Oil Red O (Sigma-Aldrich, MO, USA) por espectrofotometria conforme descrito por
Anker e colaboradores (2003) %, As células foram lavadas com PBS (Gibco™
Invitrogen, NY, USA) e fixadas com 4% de paraformaldeido (PFA) (Sigma-Aldrich,
MO, USA) por 15 minutos. Em seguida, a membrana celular foi permeabilizada com
etanol 70% e adicionado o corante Oil Red O (Sigma-Aldrich, MO, USA) por 10
minutos em temperatura ambiente. As células foram lavadas com alcool isopropilico
60% e agua destilada e foi adicionado etanol 100% (Merck, Darmstadt, Alemanha) por
cinco minutos. A absorbancia foi quantificada pelo espectrofotdmetro (VersaMax
Microplate Reader™, Molecular DeviceTM, CA, EUA) no comprimento de onda de 550
nm. O ensaio foi realizado em triplicata. Como controle foram utilizadas as células que

nao foram induzidas a diferenciacdo adipogénica e como controle da reagao foi
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utilizado a solugéo de etanol 100% (Merck, Darmstadt, Alemanha). Como controle
positivo foi utiizada a BMMSC (cultivadas em meio IMDM com 15% de SBF) e
induzida a diferenciagc&do adipogénica.

4.2.2 Diferenciagdo Condrogénica

A indugdo a diferenciagcdo condrogénica foi realizada conforme Fracaro e
colaboradores (2020) 4 por cultura em micromassa. Aproximadamente 2x10° células
foram cultivadas em um tubo conico para formar um botao celular. Foi adicionado o
meio de diferenciagdo condrogénico (Differentiation Basal Medium-Chondrogenic,
Lonza, Walkersville, MD, USA) e as células foram cultivadas durante 21 dias. O meio
foi trocado trés vezes por semana. Apés este periodo, o agregado celular foi fixado e
emblocado em parafina. Cortes de 4 um de espessura foram corados com solugao de
Azul de Toluidina (Sigma-Aldrich, MO, USA). Como controle foram utilizadas as
células que ndo foram induzidas a diferenciagdo condrogénica (cultivadas em meio
IMDM com 15% de SBF). Como controle positivo foi utilizada a BMMSC (cultivadas
em meio IMDM com 15% de SBF) e induzida a diferenciagdo condrogénica.

4.2.3 Diferenciagao Osteogénica

A diferenciagao osteogénica nas SHED e DPSC foi realizada conforme descrito
por Fracaro e colaboradores (2020) 1®4. As células foram plaqueadas em triplicatas e
cultivadas em placas de vinte e quatro pogos sobre laminulas de vidro (20.000
células/cm?). As células foram mantidas em incubadoras a 37°C, com 5% de CO: até
atingirem uma confluéncia de 80%. Foi adicionado 500 uyl do meio especifico de
diferenciagdo osteogénica Differentiation Basal Medium-Osteogenic (Lonza,
Walkersville, MD, EUA). As trocas de meio foram realizadas trés vezes por semana
durante 21 dias. Para avaliar a presenca de cristais de calcio, as células foram fixadas
e coradas com o corante Alizarina Red S (Sigma-Aldrich, MO, USA). Como controle
foram utilizadas as células que n&o foram induzidas a diferenciagdo osteogénica
(cultivadas em meio IMDM com 15% de SBF). Como controle positivo foi utilizada a
BMMSC (cultivadas em meio IMDM com 15% de SBF) e induzida a diferenciagéo

osteogénica.
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4.2.3.1 Quantificagdo da diferenciacéo osteogénica

Apoés a inducdo a diferenciagdo osteogénica em ambas as fontes, SHED e
DPSC, as células foram submetidas ao ensaio de quantificacdo da absorbancia do
corante Alizarina Red S (Sigma-Aldrich, MO, USA) por espectrofotometria conforme
descrito por Gupta, Panetta e Longaker (2011) 6. Brevemente as células foram
lavadas com PBS (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e agua destilada e fixadas com
etanol 100% (Merck, 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 solugao de lixiviagdo a 10% de acido acético (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 20%
de metanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) por 15 minutos em agitador orbital a
temperatura ambiente. A absorbancia foi quantificada por espectrofotdmetro
(VersaMax Microplate Reader™, Molecular DeviceTM, CA, EUA) no comprimento de
onda de 450 nm. O ensaio foi realizado em triplicata. Como controle foram utilizadas
as células que nao foram induzidas a diferenciagado osteogénica e como controle da
reacao foi utilizada a solugdo de lixiviagdo. Como controle positivo foi utilizada a
BMMSC (cultivadas em meio IMDM com 15% de SBF) e induzida a diferenciagéo
osteogénica.

4.2.4 Caracterizagao imunofenotipica

As células foram caracterizadas pela técnica de citometria de fluxo quanto ao
seu perfil imunofenotipico conforme descrito por Rebelatto e colaboradores (2008) [°71.
Para a marcagao, aproximadamente 1x10° células foram lavadas com PBS (Gibco™
Invitrogen, NY, USA) e incubadas no escuro durante 30 minutos com anticorpos
descritos no Quadro 2. Apdés a marcacéao, as células foram lavadas com tampao de
lavagem e ressuspendidas em 300 uL de uma solugao contendo 1% de formaldeido.
Anticorpos isotipicos de camundongo IgG1 foram utilizados como controle.
Aproximadamente 100.000 células marcadas foram adquiridas pelo citdmetro de fluxo
FACS Calibur (BD Bioscience, USA) e analisadas por meio do software FlowJo®.
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Marcadores Alvo Fluorocromo Marca Catalogo Diluigdo
Células-tronco
CD29 mesenquimais e musculo APC BD Pharmigen 559883 1:20
cardiaco e esquelético
Células-tronco . )
CD73 mesenquimais APC BD Pharmigen 560847 1:33
Células-tronco e
CD90 processos axonais de PE BD Pharmigen 555596 1:100
neurdnios maduros
Células-tronco
CD105 hematopoiéticas/progenit APC BD Pharmigen 562408 1:20
oras
cp14 | Marcador de mondcitos FITC BD Pharmigen | 555397 1:20
macrofagos '
CD19 Linfocitos B FITC BD Pharmigen 555412 1:20
Células-tronco
hematopoiéticas, : .
CD34 endoteliais & fibroblastos APC BD Pharmigen 555824 1:20
embriondrios
Antigeno comum de C .
CD45 leucoaitos FITC BD Biosciences 347463 1:20
Encontrado em grandes
) vasos sanguineos em , : .
STRO-1 secdes da medula 6ssea APC Invitrogen MA5-28635 1:20
humana
Células apresentadoras . )
HLA-DR de antigenos PerCP BD Pharmigen 551375 1:33
. Identificacdo de células . )
Anexina V apoptoticas PE BD Pharmigen | 51-65875X 1:20
7-AAD Corante Vital - BD Pharmigen | 51-68981E 1:20

Quadro 2. Marcadores utilizados na caracterizagdo das SHED e DPSC. APC: aloficocianina; CD:
grupos de diferenciagao celular; FITC: isotiocianato de fluresceina; PE: ficoeritrina; PerCP: complexo
proteina clorofila peridinina; APC: aloficocianina.

4.2.5 Ensaio de unidade formadora de colénia — fibroblastéides (CFU-F)

No ensaio de formagdo de colonias 600 células foram plaqueadas na

passagem quatro, em triplicata, em placa de seis pogos. Essas células foram

cultivadas durante dez dias, fixadas e coradas com cristal violeta (Sigma-Aldrich, MO,

USA). A contagem das colbnias foi realizada com o auxilio de um microscopio

estereoscopico (Leica, DE). Foram consideradas colénias aquelas que apresentarem

cinquenta ou mais células. Para obter a porcentagem de colbnias foi utilizado o

seguinte calculo: média da contagem da triplicata dividido pelo numero de células

plaqueadas inicialmente (600) multiplicado por 100.
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4.3 ENSAIO DE PROLIFERACAO

Para a realizagcdo do ensaio de proliferacdo cerca 300.000 células foram
cultivadas em garrafas de cultivo 75 cm? com meio de cultura IMDM (Gibco™
Invitrogen, NY, USA), suplementado com 15% de SBF (Gibco™ Invitrogen, NY, USA),
penicilina (100 unidades/mL) e estreptomicina (100 pug/mL) (Gibco™ Invitrogen, NY,
USA) e foram mantidas em incubadoras a 37°C, com 5% de CO>. Apds trés dias em
cultivo, o meio foi trocado e adicionado o nucleosideo 5-etinil-2"-desoxiuridina (EdU)
(Invitrogen, NY, USA), o qual € incorporado durante a sintese do acido
desoxirribonucleico (DNA — do inglés deoxyribonucleic acid). Apds 24 horas, as
células foram dissociadas com o auxilio da tripsina/EDTA 0,25% (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA), contadas e coradas com o 7-AAD (BD Bioscience, USA) 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 orientagbes do fabricante. As células
foram fixadas, permeabilizadas, marcadas com o fluorocromo Alexa Fluor 488 e
incubadas por 30 minutos na auséncia de luz. Apds as lavagens, as células foram
ressuspendidas e adquiridas pelo citdmetro de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience,
USA) e foram analisadas por meio do software FlowJo®. As células foram submetidas
ao ensaio de proliferagdo na passagem trés, cinco e sete.

4.4 ENSAIO DE SENESCENCIA

O ensaio de senescéncia foi realizado com o auxilio do Kit CellEvent™
Senescence Green Flow Cytometry Assay (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) que avalia
a expressdo da [(-galactosidase, comumente usada como um biomarcador para
células senescentes. Para realizar este ensaio cerca 300.000 células foram cultivadas
em garrafas de cultivo 75 cm? com meio de cultura IMDM (Gibco™ Invitrogen, NY,
USA), suplementado com 15% de SBF (Gibco™ Invitrogen, NY, USA), penicilina (100
unidades/mL) e estreptomicina (100 ug/mL) (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e foram
mantidas em incubadoras a 37°C, com 5% de CO2. Apds quatro dias em cultivo, as
células foram dissociadas com o auxilio da tripsina/EDTA 0,25% (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA), contadas e fixadas com 2% de PFA (Sigma-Aldrich, MO, USA) por 15

minutos na auséncia de luz. As células foram lavadas e marcadas com reagente
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CellEvent™ Senescence Green Probee (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e incubadas
por 90 minutos em estufa a 37°C, com auséncia de luz e CO», conforme as orientagdes
do fabricante. As células foram lavadas, ressuspendidas e adquiridas pelo citdmetro
de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience, USA) e foram analisadas por meio do software
FlowJo®. As células foram submetidas ao ensaio de senescéncia na passagem trés,

seis, nove e 12.

4.5 INDUCAO A DIFERENCIACAO NEURONAL

Apos a expansao das SHED e DPSC, as células foram cultivadas em placas e
frascos de cultivo previamente recobertos com rhLaminina-521 (Gibco™ Invitrogen,
NY, USA) conforme descrito por Su, Shi e Ko (2013) [¥8l. As células foram mantidas
em incubadora a 37°C, com 5% de CO: até atingirem uma confluéncia de 80%. Foi
adicionado entdo o meio Neurobasal-A (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) suplementado
com B-27 (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e os seguintes fatores: fator de crescimento
epidérmico (EGF — do inglés epidermal growth factor) (PeproTech, USA), glutamina
(Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e fator de crescimento de fibroblasto (FGF — do inglés
fibroblast growth factor) (PeproTech, USA). A troca de meio foi realizada duas vezes

por semana durante trés semanas.

4.6 CARACTERIZACAO DAS CELULAS INDUZIDAS A DIFERENCIACAO
NEURONAL

Para avaliar a diferenciacdo neuronal foi realizada a avaliagao da expressao de
marcadores neuronais por imunofluorescéncia e o perfil imunofenotipico por citometria

de fluxo.

4.6.1 Imunofluorescéncia

Para a avaliacédo da indugao a diferenciagao neuronal foi realizada a analise da
expressado do marcador neuronal Btubulina Ill (tubulina especifica de neurbnios) por
imunofluorescéncia. Para esta avaliagao, as células foram lavadas com PBS (Gibco™
Invitrogen, NY, USA) e fixadas com 4% de paraformaldeido (PFA) (Sigma-Aldrich,
MO, USA) por 10 minutos. As células foram novamente lavadas com PBS (Gibco™

Invitrogen, NY, USA) e realizada a permeabilizagdo com uma solug¢do contendo 0,5%
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triton X-100 (Sigma-Aldrich, MO, USA) por trés minutos e lavadas com solucdo de
lavagem (PBS (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) com 0,2% de albumina bovina (InLab,
SP, BR). Foi realizada o bloqueio com a solugédo de 10% de soro de cabra por 1 hora
em temperatura ambiente e adicionado o anticorpo primario anti-Btubulinalll (Santa
Cruz, 1:800), as amostras foram incubadas overnight, a 4°C.

Apoés a incubagdo foi adicionado o anticorpo secundario anti-camundongo
(FITC — Sigma-Aldrich, MO, USA, 1:300). O material foi lavado novamente com
solucdo de lavagem e o nucleo corado com 4’,6’-diamino-2-fenil-indol (DAPI). As
ldaminas foram analisadas em Microscopio NIKON Eclipse Ni e as imagens digitais

foram obtidas por meio do programa NIS-Elements.

4.6.1.1. Quantificagdo da intensidade do sinal fluorescente

A intensidade de fluorescéncia foi quantificada para comparar e avaliar uma
possivel diferenga na expressao da Btubulina Il entre as fontes antes e ap6s a indugao
a diferenciacéo neuronal. A quantificagcao da intensidade da fluorescéncia foi realizada
conforme descrito por Jensen (2013) %1 ysando o software ImageJ desenvolvido por
Wayne Rasband verséo 2.0 para MacOS (Cambridge — Reino Unido). Sete imagens
de cada amostra foram selecionadas e configuradas em oito 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 normalizagdo dos resultados, dividindo a intensidade da
fluorescéncia pelo o numero de nucleos (corados com DAPI) em cada imagem

analisada. Os dados foram expressos em porcentagem.

4.6.2 Perfil Imunofenotipico

Antes e ap0s a indugao a diferenciacdo neuronal foi realizada por citometria
de fluxo, a caracterizacdo imunofenotipica utilizando marcadores neuronais de
superficie e intracelulares (Quadro 3).

As amostras foram processadas conforme descrito no kit comercial BD
Stemflow Human Neural Lineage Analysis (BD Bioscience, USA). As células foram
dissociadas com StemPro® Accutase® (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) por quatro
minutos, lavadas com PBS (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e fixadas com BD Cytofix™
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(BD Bioscience, USA) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida as
amostras foram lavadas com PBS (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) e permeabilizadas
BD Phosflow™ Perm Buffer 11l (BD Bioscience, USA) durante 30 minutos sob gelo. As
células foram lavadas com tampé&o de lavagem (PBS (Gibco™ Invitrogen, NY, USA)
contendo 1% de albumina humana (CSL Behring AG, Berna, CH) e incubadas no
escuro durante 30 minutos com os anticorpos. As células foram lavadas com tampao
de lavagem e ressuspendidas em 350 pL. Anticorpos isotipicos de camundongo I1gG1
foram utilizados como controle. Aproximadamente 100.000 (cem mil) células
marcadas foram adquiridas pelo citdmetro de fluxo FACS Calibur (BD Bioscience,
USA) e analisadas por meio do software FlowJo®. Como controle positivo foi utilizado
NSC derivadas de cérebro fetal humano (Gibco™ Invitrogen, NY, USA) que foram

cultivadas conforme as orientagdes do fabricante.

Marcadores Alvo Fluorocromo Marca Catalago | Diluigéo
SOX1 Determmaggao e dlferenc_lagao das PerCP _ B_D 561549 1:20
células neuronais Biosciences
SOX2 Células-tronco no sistema nervoso PerCP _ B_D 561506 1:20

central Biosciences
Astrécitos do sistema nervoso BD
GFAP central ehem_celulag §a_1tel|tes dos APC Biosciences 561470 1:20
ganglios periféricos
Migracéo neuronal, regulagao, BD
Doublecortina organizacéo e estabilidade dos PE Biosci 561505 1:20
) . AR iosciences
microtubulos e neurdnios imaturos
. . . BD .
Nestina Células do sistema nervoso APC Biosciences 560393 1:20
Células-tronco mesenquimais de
baixa afinidade para receptor do
CD271 fator de crescimento do nervo PE BD Pharmigen 557196 1:10
(NGFR) ou p75NTR (receptor da
neurotrofina)
Células natural killer, células T
CD56 ativadas, cérebro e cerebelo e PE BD Pharmigen | 555516 1:10
tecidos neuroenddcrinos
CD146 Células da crista neural & PE BD Pharmigen | 550315 | 1:20
melanoma

Quadro 3. Marcadores neuronais utilizados na caracterizagdo das SHED e DPSC antes e apods a
inducao a diferenciagao neuronal. GFAP: proteina glial acida fibrilar; PerCP: complexo proteina clorofila
peridinina; PE: ficoeritrina. APC: aloficocianina.

36



4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram processados e a significancia estatistica foi determinada
usando o software GraphPad Prism vers&o 9.0.0 para MacOS (San Diego — California
USA). Os dados s&o expressos como média (x), erro padrdo medio (EPM) ou desvio
padrao (DP). Para todos os experimentos, foi realizado o teste de normalidade
D'Agostino & Pearson, a significancia estatistica foi determinada usando o Teste t de
Student de variéncia igual ou o teste Mann Whitney U; Valores de p: n.s = p>0,05; * =
p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,005; **** = p <0,0001.
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5. RESULTADOS
5.1 ISOLAMENTO E CULTIVO DAS SHED E DPSC

Foram isoladas trés amostras de SHED e trés amostras de DPSC. A eficiéncia de
obtencao das SHED e DPSC foi de 100%. As SHED e DPSC isoladas e cultivadas
apresentaram morfologia fibroblastéide e aderéncia ao plastico, caracteristicas das
MSC (Figura 3).

Figura 3. Imagens representativas do cultivo celular das (A) SHED e (B) DPSC. As células das duas
fontes apresentaram morfologia fibroblastéide e aderéncia ao plastico. Aumento:100x. Barra: 200um.
SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado; DPSC: células-tronco derivadas da polpa
de dente permanente.

5.2 CARACTERIZACAO DAS SHED E DPSC

5.2.1 Diferenciagao adipogénica, osteogénica e condrogénica

Para a caracterizacao, trés amostras de cada fonte foram diferenciadas em trés
linhagens, critério da ISCT para definir MSC. Apés 21 dias de indugao a diferenciagao
adipogénica em ambas as fontes, SHED e DPSC, nao foi possivel observar a
formacao de vacuolos lipidicos corados com Oil Red O (Figura 4A, 4B, 4C, 4D), em
contrapartida, foi possivel observar a formacéo de vacuolos lipidios corados com Qil
Red O nas amostras de BMMSC apés a indugéo a diferenciagao adipogénica (Figura

4F), utilizadas como controle positivo (Figura 4E).

Nas SHED e DPSC foi possivel observar a diferenciagdo condrogénica pois foi

possivel visualizar a morfologia cuboidal, presenga de proteoglicanas e lacunas ao
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redor dos condrécitos jovens (Figura 4H, 4J), o mesmo foi observado na BMMSC
(Figura 4L). Nao foi possivel observar essas caracteristicas nas amostras controle
(Figura 4G, 4l, 4K). Em ambas as fontes, SHED e DPSC foi possivel observar a
diferenciagao osteogénica, pois apresentaram cristais de calcio corados em vermelho
apos os 21 dias (Figura 4N, 4P), as mesmas caracteristicas foram observadas nas
BMMSC (Figura 4R). Nas amostras controle n&o foi possivel observar a formagéo
destes cristais (Figura 4M, 40, 4Q).

SHED SHED DPSC DPSC BMMSC BMMSC
Controle Diferenciacéo Controle Diferenciacao Controle Diferenciagéo

>
W
(9]

=

Adipogénica

Osteogénica Condrogénica

Figura 4. Diferenciagdo in vitro das SHED e DPSC. (A) SHED linhagem adipogénica: controle. (B)
SHED linhagem adipogénica: diferenciagdo. (C) DPSC linhagem adipogénica: controle. (D) DPSC
linhagem adipogénica: diferenciagéo. (E) BMMSC linhagem adipogénica: controle positivo. (F) BMMSC
linhagem adipogénica: controle positivo da diferenciagéo, presenga de vacuolos lipidios. Coloragéo: Oil
Red O. (G) SHED linhagem condrogénica: controle. (H) SHED linhagem condrogénica: diferenciagao.
() DPSC linhagem condrogénica: controle. (J) DPSC linhagem condrogénica: diferenciagéo. (K)
BMMSC linhagem condrogénica: controle. (L) BMMSC linhagem condrogénica: controle positivo da
diferenciagéo. Lacunas presente aos redores dos condrocitos jovens. Coloragédo: Azul de Toluidina. (M)
SHED linhagem osteogénica: controle. (N) SHED linhagem osteogénica: diferenciagdo. (O) DPSC
linhagem osteogénica: controle. (P) DPSC linhagem osteogénica: diferenciagéo. (Q) BMMSC linhagem
osteogénica: controle. (R) BMMSC linhagem osteogénica: controle positivo da diferenciagdo. Presencga
de cristais de calcio em vermelho. Coloragédo: Alizarina Red S. Imagens representativas. Aumento:
400x. Barra: 50um. SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado; DPSC: células-tronco
da polpa de dente permanente; BMMSC: células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea
(controle positivo).

Foi avaliado em ambas as fontes, SHED e DPSC, o potencial de diferenciacéo
adipogénico e osteogénico através da quantificacdo da densidade Optica
(absorbancia) do corante Oil Red O e Alizarina Red S, respectivamente. Houve
diferenga estatistica significativa (p<0,0001) na quantificagcdo da densidade O&ptica
(absorbancia) do corante Oil Red O das SHED e DPSC quando comparadas as
BMMSC induzidas a diferenciagdo adipogénica, utilizadas como controle positivo
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(Figura 5A, 5B). Como ja observado por coloracdo, ndo houve diferenciacédo na
linhagem adipogénica para as amostras SHED e DPSC (Figura 5C), o que demonstra
que estas células n&o apresentam potencial de diferenciacdo adipogénico durante 21

dias na presenga de meio de diferenciagao adipogénico.

A Diferenciagao Adipogénica B Diferenciagao Adipogénica
2.2— 2.2—
2.0 e 2.0—
g 184 s g 18- ns 1
s el S 16l ns I
B 2 — = w02+
o) o]
e e T
0.1 T
1 1 0.0 1 1 1 |
SHED SHEDa BMMSC BMMSCa DPSC DPSCa BMMSC BMMSCa

Diferenciagao Adipogénica

o

0.4

0.3 ns

0.2+

DO 550nm

1 T

0.1+

0.0 T T
SHED SHEDa DPSC  DPSCa

Figura 5. Quantificagdo da intensidade de Oil Red O por densidade optica (absorbancia) nas amostras
SHED e DPSC controle e nas SHED e DPSC induzidas a diferenciagdo adipogénica. (A) SHED e
SHEDa induzida a diferenciagdo adipogénica e BMMSC e BMMSCa induzidas a diferenciagdo
adipogénica, utilizadas como controle positivo. (B) DPSC e DPSCa induzida a diferenciagdo
adipogénica e nas BMMSC e BMMSCa induzidas a diferenciagdo adipogénica, utilizadas como controle
positivo. (C) SHED e DPSC controle e DPSCa e SHEDa induzidas a diferenciagédo adipogénica. SHED:
células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado; SHEDa: células-tronco de polpa de dente deciduo
esfoliado induzidas a diferenciagao adipogénica; DPSC: células-tronco da polpa de dente permanente;
DPSCa: células-tronco da polpa de dente permanente induzidas a diferenciagao adipogénica; BMMSC:
células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea (controle positivo). BMMSCa: células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea induzidas a diferenciagdo adipogénica (controle positivo).
DO: Densidade 6ptica. 550 nm: comprimento de onda de 550 nm. Dados expressos em média e desvio
padrao. O valor de p foi obtido a partir de teste Mann Whitney U. n.s: p>0,05; **** p<0,0001.

Foi observado diferenga estatistica significante na quantificagdo da densidade
optica (absorbancia) do corante Alizarina Red S em relagdo as SHED (p<0,0001)
(Figura 6A) e DPSC (p<0,0001) (Figura 6B) antes e apds a indugéo a diferenciagao
osteogénica e quando comparado ao controle positivo (BMMSC). Foi possivel
observar que em estagio indiferenciado as SHED apresentaram maior absorbancia do
corante Alizarina Red S quando comparadas as DPSC em estagio indiferenciado, esta
diferenca é estatistica significante (p<0,0001) (Figura 6C). Houve diferenga estatistica
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significante (p<0,0001) entre as fontes apos a induc&o a diferenciagéo osteogénica,

as DPSC apresentaram maior absorbancia (Figura 6C).
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Figura 6. Quantificagdo da intensidade de Alizarina Red S por densidade 6ptica (absorbancia) nas
amostras SHED e DPSC controle e nas SHEDo e DPSCo induzidas a diferenciagéo osteogénica. (A)
SHED e SHEDo induzida a diferenciagéo osteogénica e BMMSC e BMMSCo induzidas a diferenciagdo
osteogénica, utilizadas como controle positivo (B) DPSC e DPSCo induzida a diferenciagdo osteogénica
BMMSC e BMMSCo induzidas a diferenciagdo adipogénica, utilizadas como controle positivo (C) SHED
e DPSC controle e DPSCo e SHEDo induzidas a diferenciagéo osteogénica. SHED: células-tronco de
polpa de dente deciduo esfoliado; SHEDo: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado
induzidas a diferenciagao osteogénica; DPSC: células-tronco da polpa de dente permanente; DPSCo:
células-tronco da polpa de dente permanente induzidas a diferenciagéo osteogénica. BMMSC: células-
tronco mesenquimais derivadas da medula éssea (controle positivo). BMMSCo: células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea induzidas a diferenciagdo osteogénica (controle positivo).
Dados expressos em média e desvio padrao. O valor de p foi obtido a partir de teste Mann Whitney U.
DO: Densidade 6ptica. 450 nm: comprimento de onda de 450 nm. Dados expressos em média e desvio
padrao **** p<0,0001.

Ambos as fontes apresentaram maior potencial de diferenciagado osteogénica

comparativamente a BMMSC. Este potencial de diferenciacdo € maior nas DPSC.

5.2.2 Analise do perfil imunofenotipico

Por meio da citometria de fluxo foram avaliados os antigenos de superficie das

amostras de SHED e DPSC. As amostras das duas fontes apresentaram um perfil
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imunofenotipico positivo para os marcadores: CD29, CD73, CD90 e CD105 e
expressao reduzida para CD14, CD19, CD34, CD45 e HLA-DR. Ambas as fontes,
SHED e DPSC apresentaram perfil imunofenotipico conforme as diretrizes da ISCT
(Tabela 1). Para verificar a viabilidade das células foi utilizado o corante 7-AAD, e a
Anexina-V foi utilizada para identificar as células que estdo em processo de apoptose.
A média da viabilidade das amostras foi de 92,81 + 2,92 nas SHED e 96,14 + 2,68 nas
DPSC. Ambas as fontes apresentaram valores reduzidos para apoptose com média
de 2,7+3,35 nas SHED e 1,7441,35 nas DPSC.

Tabela 1. Resultados referentes a caracterizagao imunofenotipica das amostras de SHED e DPSC.

SHED DPSC

Marcadores  Média (%) DP Média (%) DP
CD29 100 0 98,83 1,53
CD73 99,8 0,1 99,60 0,53
CD90 99,86 0,15 99,03 1,00
CD105 99,8 0,17 97,33 1,93
CD14 1,17 0,23 0,39 0,03
CD19 0,74 0,36 0,43 0,36
CD34 0,57 0,41 1,05 0,70
CD45 0,25 0,06 0,79 0,85
HLA-DR 0,90 0,65 1,13 0,64

A porcentagem positiva (%) para cada marcador é representada como média e desvio padréo; DP:
desvio padrdo; SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado; DPSC: células-tronco

derivadas de polpa de dente permanente.

Neste estudo foi verificado a expressdo do marcador de superficie celular
STRO-1 (stromal precursor antigen 1) em apenas 6,33%0,24 da populagdo de SHED
e 2,08% + 2,17 em DPSC, com diferenga estatistica significativa (p=0,0308) entre as
fontes (Figura 7).
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Figura 7. Anadlise da expressao do marcador STRO-1 por citometria de fluxo, representando as médias
amostras de SHED e DPSC. (A) Histograma representativo da expressdo de STRO-1 nas SHED. (B)
Histograma representativo da expressdo de STRO-1 nas DPSC. Os histogramas verdes indicam a
porcentagem da populagéo positiva para cada anticorpo enquanto os histogramas vermelhos indicam
o controle isotipico dos anticorpos. (C) Comparagéo da média de expressao do marcador STRO-1 em
SHED e DPSC. Os dados foram expressos em média e desvio padréo. O valor de p foi obtido a partir
de Teste t de Student pareado: * p<0.05; SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado;
DPSC: células-tronco da polpa de dente permanente.

5.2.3 Quantificacao das unidades formadoras de coldnia fibroblastéides
(CFU-F)

Apds 10 dias de cultivo as SHED e DPSC formaram colonias (Figura 8A, 8B,
8C, 8D). Apds a contagem das CFU-F, a média de colbnias observadas nas amostras
foi de 50 £ 7,78 nas SHED e 38,58 + 9,29 nas DPSC. A média da eficiéncia de
formagao de col6nias entre as amostras de SHED foi de 8,34% e entre as amostras
de DPSC foi de 6,43%. Quando comparadas as DPSC, as SHED apresentaram uma
diferenca estatistica significativa na formac&o de colonias (p=0,0042) e na eficiéncia
de formacao de coldnias (p=0,0042). Em ambas as fontes foi possivel observar uma
grande diferenga entre o desvio padrdao do numero de colbnias e a eficiéncia de
formagdo de colbnias, possivelmente relacionada com a variabilidade entre as

amostras.
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Figura 8. Ensaio de formagao de colénia das SHED e DPSC. Colbnias formadas pelas amostras de (A)
SHED e (B) DPSC coradas com Violeta Cristal. (C) Morfologia das col6nias SHED. (D) Morfologia das
colénias DPSC. Aumento: 50x. (E) Média do numero de colbnias e porcentagem de eficiéncia de
formacao de colénias das SHED e DPSC. SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado;
DPSC: células-tronco da polpa de dente permanente. Os dados foram expressos em média e desvio
padrdo. O valor de p foi obtido a partir de Teste t de Student pareado: ** = p <0,01; Barra: 500um.

5.3 INCORPORACAO DO NUCLEOSIDEO EdU

Para verificar a capacidade proliferativa das amostras de SHED e DPSC, foi
mensurado por citometria de fluxo a incorporacédo do nucleosideo EdU durante a
sintese de DNA, durante 24 horas, nas passagens trés, cinco e sete. Em todas as
amostras SHED houve um decréscimo da média proliferagdo, porém sem diferenca
estatistica significativa (Figura 9A). Nas DPSC também houve decréscimo da média
de proliferagdo, com diferenga estatistica significativa apenas entre a passagem trés
e sete (p=0,0030) (Figura 9B). N&o houve diferenca estatistica significativa entre as
SHED e DPSC (Figura 9C). Para avaliar a viabilidade das células durante o
experimento as amostras foram marcadas com 7-AAD entre as passagens analisadas,
e nao houve diferenga significativa na viabilidade destas células durante os
experimentos (Figura 10).
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Figura 9. Ensaio de proliferagao celular avaliando a incorporagéo do nucleosideo EdU durante 24 (vinte
e quatro) horas em SHED e DPSC nas passagens trés, cinco e sete. (A) SHED. (B) DPSC. (C)
Comparacao entre as fontes SHED e DPSC. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. O
valor de p foi obtido a partir de Teste t de Student pareado: ** p<0,01, n.s: p>0,05. SHED: células-tronco
de polpa de dente deciduo esfoliado; DPSC: células-tronco da polpa de dente permanente; P3:
passagem trés; P5: passagem cinco; P7: passagem sete.
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Figura 10. Determinagéo de células viaveis obtidas no ensaio de proliferagéo celular das amostras de
SHED e DPSC, nas passagens trés, cinco e sete. (A) SHED; (B) DPSC e (C) Comparagao entre as
fontes SHED e DPSC. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. O valor de p foi obtido a
partir de Teste t de Student pareado: n.s: p>0,05. SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo
esfoliado; DPSC: células-tronco da polpa de dente permanente; P3: passagem trés; P5: passagem
cinco; P7: passagem sete.

5.4 EXPRESSAO DA B-GALACTOSIDASE

Para verificar a porcentagem de células senescentes, foi mensurado a expresséo
da enzima [3-galactosidase nas amostras de SHED e DPSC, nas passagens trés, seis,
nove e 12 por citometria de fluxo (Figura 11). Houve diferenga estatistica significante
nas amostras da SHED na passagem trés vs. passagem nove (p=0,0047) e na
passagem trés vs. passagem 12 (p=0,0005). Nas DPSC houve diferenca estatistica
significante entre a passagem trés vs. passagem 12 (p=0,0174) e entre a passagem
seis vs. passagem 12 (p=0,0167). Entre as fontes, ndo houve diferenga estatistica
significante na expressao da enzima [3-galactosidase entre as passagens.
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Figura 11. Ensaio de senescéncia celular avaliando expressdo da enzima [-galactosidase, por
citometria de fluxo, em SHED e DPSC nas passagens trés, seis, nove e 12. (A) SHED. (B) DPSC. (C)
Comparacao entre as fontes SHED e DPSC. Os dados foram expressos em média e desvio padrao. O
valor de p foi obtido a partir de Teste t de Student pareado: * p<0.05; ** p<0.01, *** = p <0,005; n.s:
p>0.05. SHED: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado; DPSC: células-tronco da polpa de
dente permanente; P3: passagem trés; P6: passagem seis; P9: passagem nove; P12: passagem 12.

5.5 EXPRESSAO DE BTUBULINA III

Foi verificada a expressdo da proteina Btubulina Ill (tubulina especifica de
neurénios) antes e apos a indugao a diferenciagdo neuronal. Ambas as fontes SHED
e DPSC foram marcadas com o anticorpo anti-Btubulina Ill. Foi possivel observar a
expressédo nas SHED (Figura 12) e DPSC (Figura 13), antes e apos a indugéo a
diferenciagao neuronal. Apds a indugao a diferenciacdao neuronal, houve aumento da
expressao de Btubulina Il em ambas as fontes SHED e DPSC, com diferenca
estatistica significativa na intensidade de fluorescéncia quando comparadas as SHED
(p=0,0016) e DPSC (p=0,0025) nao diferenciadas (Figura 14A e 14B).

Houve diferenca estatistica significativa (p=0.0137) em relagdo a intensidade do
sinal fluorescéncia, entre as fontes, em estagio indiferenciado; as DPSC apresentaram
maior expressao de Btubulina Il quando comparadas as SHED (Figura 14C). Apds a
inducao a diferenciagado neuronal ndo houve diferenga estatistica significativa entre as
fontes (p=0.2844). Embora estas células ja expressem constitutivamente o marcador
Btubulina Ill, o meio de induc&o a diferenciagdo neuronal, foi capaz de aumentar a
expressdo deste marcador nas células, ou seja, houve indugcdo a diferenciagéo

neuronal.
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Figura 12. Diferenciagédo in vitro das SHED marcadas com o anticorpo anti-Btubulinalll. Imagens
representativas de imunofluorescéncia nas SHED controle e nas SHED induzidas a diferenciagdo
neuronal. Anti-Btubulinalll marcadas em verde. Nucleo celular marcado em azul (DAPI). SHED: células-
tronco de polpa de dente deciduo esfoliado. Aumento: 400x. Barra: 50um.
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Figura 13. Diferenciagédo in vitro das DPSC marcadas com o anticorpo anti-Btubulinalll. Imagens
representativas de imunofluorescéncia nas DPSC controle e nas DPSC induzidas a diferenciagédo
neuronal. Anti-Btubulinalll marcadas em verde. Nucleo celular marcado em azul (DAPI). DPSC: células-
tronco da polpa de dente permanente. Aumento: 400x. Barra: 50um.
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Figura 14. Intensidade de fluorescéncia da expressao da proteina Btubulinalll SHED e DPSC controle
e nas SHED e DPSC induzidas a diferenciagao neuronal. (A) Quantificagdo da intensidade de
fluorescéncia da Btubulinalll nas SHED e SHED induzida a diferenciagéo neuronal (B) Quantificagéo
da intensidade de fluorescéncia da Btubulinalll nas DPSC e DPSC induzida a diferenciacdo neuronal
(C) Quantificagéo da intensidade de fluorescéncia da Btubulinalll nas SHED e DPSC nas DPSC e SHED
induzidas a diferenciacdo neuronal. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. O valor de
p foi obtido a partir de Teste t Student pareado: * p<0.05; ** p<0.01; n.s: p>0.05. SHED: células-tronco
de polpa de dente deciduo esfoliado; SHEDd: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado
induzidas a diferenciagdo neuronal; DPSC: células-tronco da polpa de dente permanente; DPSCd:
células-tronco da polpa de dente permanente induzidas a diferenciagdo neuronal.

5.6 EXPRESSAO DE MARCADORES NEURONAIS ANTES E APOS A
INDUCAO A DIFERENCIAGCAO NEURONAL

Para verificar a expressao de marcadores neuronais nas amostras de SHED e
DPSC, antes e apos a indugcdo a diferenciagdo neuronal, foi realizado a
imunofenotipagem por citometria de fluxo. Antes da indugéo a diferenciagdo neuronal
as amostras das duas fontes, SHED e DPSC, apresentaram um perfil imunofenotipico
positivo para os marcadores analisados: SOX1, SOX2, GFAP, doublecortina, nestina
e CD146 (Tabela 2), sem diferenga significativa entre as fontes. O marcador CD271,
proteina transmembrana capaz de se ligar a neurotrofina, apresentou resultados
similares para SHED e DPSC. Para a SHED apresentou uma média de 17,2% + 7,94
enquanto para DPSC apresentou uma meédia de 25,2% + 4,71 (p=0,2095). Houve
diferenga estatistica significativa (p<0,0481) na expressdo do marcador CD56
(comumente expresso na superficie de neurbnios, células gliais e musculo
esquelético); as DPSC em estagio indiferenciado apresentaram maior expresséo de
CD56 com média de 72%+39,67 enquanto as SHED apresentaram uma média de
7,0%% * 2,62.
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Apoés a indugédo das duas fontes a diferenciacdo neuronal ndo houve diferenca
estatistica significante entre as SHED e DPSC nos marcadores neuronais analisados
(Tabela 2). Ambas as fontes induzidas a diferenciag&o neuronal presentaram um perfil
imunofenotipico positivo para os marcadores analisados: SOX1, SOX2, GFAP,
doublecortina e nestina, e expressao reduzida para os marcadores: CD271, CD56 e
CD146.

Quando comparado a expressao de marcadores neuronais entre as SHED
antes e apos a indugao a diferenciagao neuronal (Tabela 2) n&o foi possivel observar
diferenca estatistica entre os marcadores: SOX1, SOX2, GFAP, doublecortina,
nestina, CD271, CD56 e CD146. Em relagao ao perfil imunofenotipico dos marcadores
neuronais analisados entre as DPSC antes e ap6s a indugao neuronal (Tabela 2), ndo
foi possivel verificar diferenga estatistica significante nos marcadores: SOX1, SOX2,
GFAP, doublecortina, nestina, CD56 e CD146. Houve diminuigdo, com diferenca
estatistica significativa (p=0,0268), na expressdo do marcador CD271 nas DPSC

induzidas a diferenciagao neuronal.
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Tabela 2. Caracterizacdo imunofenotipica das SHED, DPSC, SHED induzida a diferenciagdo neuronal e DPSC induzidas a diferenciagdo neuronal

utilizando marcadores da linhagem neuronal.

Controle
SHED DPSC Positivo
Marcadores Valor de p (SHED Valor de p (DPSC e Valorde p (SHED  Valor de p (SHEDd e

Neuronais SHED (R SHEDA () e SHEDd) pPSe ) pPSCd (%) DPSCd) e DPSC) DPSCd) NSC (%)
SOX1 91,7+9,79 96,8 + 0,67 n.s (p=0,4518) 98,37 +1,06 97,77 +1,56 n.s (p=0,7323) n.s (p=0,3215) n.s (p=0,3123) 98,6
SOX2 94,6 + 2,09 96,9 +2,12 n.s (p=0,9730) 88,67 +13,9 96,73 +0,40 n.s (p=0,3745) n.s (p=0,3770) n.s (p=0,9200) 98,7
GFAP 96,8 + 2,41 99,3 +0,98 n.s (p=0,8492) 99,83+ 0,15 99,23 + 1,16 n.s (p=0,4243) n.s (p=0,3982) n.s (p=0,9147) 98,7

Doublecortina 99,5 + 0,58 85,9+ 4,9 n.s (p=0,1522) 99,83 £ 0,20 88+ 11,23 n.s (p=0,1422) n.s (p=0,3592) n.s (p>0,9999) 5,1

Nestina 100 0 99,4 + 1,01 n.s (p=0,3630) 1000 99,97 + 0,06 n.s (p>0,9999) n.s (p>0,9999) n.s (p=0,3630) 99,8
CD271 17,2+7,94 9,06 + 9,85 n.s (p=0,3286) 252 + 4,71 11,27 + 5,25 * (p=0,0268) n.s (p=0,2095) n.s (p=0,7486) 27,3
CD56 7,0 +2,62 23,2+ 12,58 n.s (p=0,0939) 72,0+39,67 51,29 + 39,64 n.s (p=0,5468) * (p=0,0481) n.s (p=0,3076) 97,7
CD146 52,2 + 32,98 41,7 £49,5 n.s (p=0,7750) 52,6+ 14,54 2257 +216 n.s (p=0,1164) n.s (p=0,9856) n.s (p=0,5728) 82,7

Dados referentes a média da caracterizagdo imunofenotipica, realizada por citometria de fluxo, de marcadores especificos da linhagem neuronal das
amostras: SHED, DPSC, SHED induzida a diferenciagdo neuronal e DPSC induzidas a diferenciagdo neuronal. Como controle positivo foi realizada a
caracterizagdo dos mesmos marcadores em NSC. A porcentagem positiva (%) para cada marcador é representada como média e desvio padrao (t); O
valor de p foi obtido a partir de Teste t pareado, sendo significativo valores menores ou iguais a 0,05: * p<0.05, n.s: p>0,05.; SHED: células-tronco de
polpa de dente deciduo esfoliado; SHEDd: células-tronco de polpa de dente deciduo esfoliado induzidas a diferenciagdo neuronal; DPSC: células-tronco
da polpa de dente permanente; DPSCd: células-tronco da polpa de dente permanente induzidas a diferenciacao neuronal. NSC: células-tronco neuronais
(controle positivo).
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6 DISCUSSAO

As SHED e DPSC isoladas e cultivadas in vitro apresentaram morfologia
fibroblastbides e aderéncia ao plastico; no referente aos marcadores superficie
celular, as células de ambas as fontes apresentaram expressao positiva para os
marcadores CD73, CD90 e CD105 e expressédo negativa para CD14, CD19, CD34,
CD45 e HLA-DR, seguindo os critérios estabelecidos pelo Comité de Células-tronco
Mesenquimais e Teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT) 2]
para definigdo de MSC, corroborando com os resultados de outros pesquisadores que
utilizaram as mesmas fontes em seus estudos [21:56:75.90,94,101,102]

A expressdo do marcador de membrana STRO-1 ja foi descrita em células
colocalizadas nas paredes externas dos grandes vasos sanguineos da polpa dentaria
[103], Pesquisadores descreveram que apenas algumas fontes de MSC expressaram o
marcador STRO-1, sdo elas: BMMSC ['% e ligamento periodontal ['% e nZo é
expresso em MSC derivadas de corddo umbilical ['%¢! e tecido adiposo ['%7l. As médias
da expressao do STRO-1 nas SHED e DPSC, demonstradas neste estudo, estao de
acordo com os resultados encontrado por outros pesquisadores [3557.75.87,103,108]
entretanto, em nosso estudo as SHED apresentaram maior expressao deste marcador
guando comparadas as DPSC.

Estudos demonstram que as células capazes de formar col6nias fibroblastéides
sdo uma subpopulagéo especifica de MSC, que sdo conhecidas como progenitoras
estromais ['%% e expressam o marcador de membrana STRO-1 ['%4_ A capacidade das
SHED e DPSC em formarem col6nias ja foi descrita por diversos pesquisadores
[37,56,110,111] " entretanto o numero de células iniciais cultivadas e o tempo de cultivo é
muito divergente, dificultando a comparagao entre os resultados. Estudos demonstram
que as SHED e DPSC possuem uma vantagem em formar colénias quando
comparadas as BMMSC e MSC de derivadas do corddo umbilical B¥7-5¢. Em nosso
estudo, as SHED demonstraram maior potencial em formar colbnias quando
comparadas as DPSC, sendo esta, uma vantagem importante pois as células
precursoras de CFU-F in vivo demonstraram ser quiescentes ['12],

A limitagdo de ambas as fontes, SHED e DPSC, em se diferenciarem em
adipdcitos em 21 dias ja foi observada anteriormente 4113 mas ainda inspira

controvérsias. Pesquisadores relataram 37579 que as apds a indugao a diferenciacao
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adipogénica as SHED foram capazes de formar vacuolos lipidicos (coloragdo com QOil
Red O) e a expressar genes especificos da linhagem adipogénica: receptor ativado
por proliferadores de peroxissoma gamma 2 (PPARy2 - do inglés peroxisome
proliferator activated receptor gamma 2) e a proteina 4 de ligagéo ao acido graxo (FAB
- do inglés fatty-acid-binding proteins) por reacdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa (RT-PCR - do inglés reverse transcription polymerase chain
reaction) em SHED apés 3 (trés) semanas, entretanto utilizaram tempo e meio de
indugao a diferenciagao adipogénica diferentes do nosso trabalho.

Em estudos com as DPSC, Majumdar e colaboradores (2016) ['!] utilizaram
meio de inducg&o a diferenciagado adipogénica diferente deste estudo e observaram a
presenga de vacuolos lipidicos corados com Oil Red O e a expressdo dos genes
PPARy2 e FABP4 por RT-PCR. Em contrapartida, Struys e colaboradores (2001) ['3I
relataram que nao foi possivel observar a formagao de vacuolos lipidicos corados com
Oil red O e foi possivel avaliar a expressao do FABP4, entretanto a expresséo deste
gene ja foi observada em outros tipos celulares, além de adipdcitos, e sua expresséo
pode estar relacionada a reposta das células aos indutores presentes no meio de
diferenciacdo adipogénica [''4l. Fracaro e colaboradores (2020) [°4 utilizaram técnicas
moleculares mais precisas para avaliar o potencial de diferenciagcado adipogénico das
DPSC e relataram que estas células possuem este potencial reduzido, pois essas
células possuem auséncia/presenga de genes que impedem/retardam a diferenciagéo
na linhagem adipogénica; este resultado vem de encontro com o que foi observado
neste estudo. Apos realizar a observagao microscépica, coloragado e quantificagao da
absorbancia do Oil red O, em ambas as fontes, foi possivel determinar que as SHED
e DPSC possuem uma capacidade limitada de diferenciacdo em adipécitos.

Em nosso estudo as SHED e DPSC, apés a inducdo a diferenciacéo
osteogénica apresentaram cristais de calcio corados com Alizarina Red S. Outros
pesquisadores [37:63.90.94.113.115-117] também observaram a diferenciagdo osteogénica
em SHED e DPSC apds 21 dias utilizando meio de indugéo similares e diferentes do
nosso estudo. Além da coloragao também comprovaram a diferenciagdo osteogénica
pelas técnicas de imunocitoquimica (expressao de osteocalcina) e RT-PCR. Apods a

observagao microscopica e a quantificacdo da absorbancia do corante Alizarina Red
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S foi possivel determinar que as DPSC possuem maior capacidade de se diferenciar
na linhagem osteogénica quando comparadas as SHED.

As SHED e DPSC apresentaram morfologia cuboidal, presenca de
proteoglicanas e lacunas ao redor dos condrdcitos jovens, como ja foi demonstrado
anteriormente por outros estudos [37:94.116.117] Este é mais um elemento que aproxima
essas células dos critérios minimos para definir uma MSC Y, Apesar da falta de
diferenciagao na linhagem adipogénica, essas células apresentaram um conjunto de
atributos que as caracterizam como MSC, como: perfil imunofenotipico, capacidade
de formar coldnias fibroblastdides e plasticidade, pois foram capazes de se
diferenciarem in vitro na linhagem condrogénica, osteogénica e neuronal. A
desatualizagao nos critérios minimos estabelecidos pela ISCT limita a caracterizagao
e dificulta inclusdo de novas fontes de MSC.

A capacidade de proliferacdo de ambas as fontes foi avaliada durante 24 horas
em diferentes passagens, pela incorporagédo do nucleotideo EAU no DNA das células
em proliferagdo. Neste estudo n&o houve diferenga significativa entre as fontes, pois
as amostras apresentaram uma variabilidade nos resultados gerando um desvio
padrao alto. Avaliando um periodo de proliferacdo diferente, Nakamura e
colaboradores (2009) [''®l compararam a proliferagdo de SHED, DPSC e MSC
derivadas de medula éssea apos 12 horas em cultivo através da incorporagao do
bromodesoxiuridina (BrdU), molécula analoga ao reagente utilizado neste trabalho, e
observaram maior proliferacdo das SHED em relacdo as outras fontes estudadas.
Com o aumento das passagens, tanto SHED quanto as DPSC exibiram uma perda
progressiva da capacidade proliferativa conforme observado em MSC de medula
ossea M9 porém esta perda progressiva é mais evidente nas DPSC quando
comparadas as SHED. No nosso trabalho foi possivel avaliar que ndo houve diferenca
estatistica significante na viabilidade celular entre as fontes durante a realizagdo do
experimento, demonstrando que as células estavam viaveis em todas as passagens.

Neste estudo foi avaliado a senescéncia celular de ambas as fontes, SHED e
DPSC em diferentes passagens. A senescéncia celular esta associada ao acumulo
de danos ao DNA e geralmente leva a apoptose celular ['?%. Nao foi observado
diferenca significativa na porcentagem de células senescentes entre as fontes durante
o cultivo, corroborando com os resultados de Wang e colaboradores (2018) [’3; Os
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resultados obtidos em nosso estudo, permite afirmar que as SHED podem ser
utilizadas em estudos in vitro entre as passagens trés e seis e as DPSC entre as
passagens trés e nove sem possuirem caracteristicas senescentes, como mudanga
na morfologia ['>!1, potencial reduzido de formagéo de coldnia ['??l e de duplicagéo ['231.
Levando em consideracdo os resultados obtidos nos ensaios de proliferacdo e
senescéncia, € possivel concluir que ha uma limitagédo no uso das SHED e DPSC em
passagens altas, as SHED por expressarem niveis consideraveis da enzima [3-
galactosidase a partir da passagem 9 e as DPSC por diminuirem a proliferagéo a partir
da passagem 7.

Apds a marcagao imunofluorescente das SHED e DPSC com o anticorpo anti-
Btubulina Il (classe de tubulina especifica de neurdnios), foi possivel observar a
expressao Btubulina Il nas amostras controle (mantidas apenas com o meio IMDM +
15% SBF), sem diferencga significativa entre as fontes, corroborando com os estudos
de Majumdar e colaboradores (2016) [’'. Pesquisadores ja relataram a expresséo da
Btubulina Il em SHED 7871 ¢ DPSC ["1721 em estado indiferenciado, o mesmo foi
observado neste trabalho. Esta expressao da Btubulina Ill das SHED e DPSC, antes
da inducédo a diferenciagdo neuronal, esta relacionada com a origem embrionaria
destas células, a crista neural [101.124.125],

Apos a inducdo a diferenciacdo neuronal, ambas as fontes continuaram
expressando Btubulina Ill. Este aumento significativo da Btubulina Ill apds a indugéo
a diferenciacdo neuronal também foi observado, através das técnicas de
imunohistoquimica e Western Blot por Nourbakhsh e colaboradores (2011) ['°"l em
SHED e por Arthur e colaboradores (2008) "2 em DPSC, corroborando com os
resultados obtidos em nosso estudo. Utilizando meio de diferenciagcdo neuronal
diferente deste estudo, Majumdar e colaboradores (2016) 'l avaliaram a expressé&o
de Btubulina I, por citometria de fluxo, em SHED e DPSC apds a inducédo a
diferenciagdo neuronal e ndo relataram diferencga significativa entre as fontes, este
resultado corrobora com os encontrados neste estudo.

A nestina e a Btubulina |l sdo os marcadores mais estudados para avaliar a
indugéo a diferenciagdo neuronal em SHED e DPSC %3, Neste trabalho a expresséo
da nestina foi avaliada por citometria de fluxo nas amostras antes e ap6s a indugéo a
diferenciagao neuronal. A expressao da nestina em SHED e DPSC indiferenciadas ja

54



foi descrita por diversos pesquisadores [43.57.101.108] Sgkai e colaboradores (2012) 12
avaliaram que quando em estagio indiferenciado ambas as fontes, SHED e DPSC,
tiveram diferenga significativa na expressao de nestina em relagdo as MSC derivadas
de MO, podendo esta ser uma vantagem em utilizar SHED e DPSC em terapia celular,
pois pesquisadores ja relataram que as células que expressam nestina tém
caracteristicas de células progenitoras, como alta proliferacédo, diferenciacdo em
diversas linhagens celulares e capacidade de regeneragéo 8.8,

Nourbakhsh e colaboradores (2011) 'Y relataram a intensa expressédo de
nestina nas SHED antes e apds a indugao a diferenciagao neuronal, por citometria de
fluxo, sem diferenga estatistica significante apds a diferenciagdo, o mesmo foi
observado em nosso estudo. Utilizando meio de diferenciagdo neuronal diferente
deste trabalho, Luziriaga e colaboradores (2019) comparam por imunofluorescéncia a
expressao de nestina em DPSC e NSC, antes e apds a inducdo a diferenciagao
neuronal e observaram que a expressao de nestina foi similar entre as fontes.

Neste trabalho foi realizado a caracterizacdo imunofenotipica de marcadores
relacionados a linhagem neuronal em ambas as fontes, SHED e DPSC controle e
SHED e DPSC induzidas a diferenciagdo neuronal, por citometria de fluxo. A
expressado dos marcadores da familia SOX: SOX1 e SOX2, foi observada em ambas
as fontes, em estagio indiferenciado e nas células induzidas a diferenciagao neuronal.
O fator de transcricdo SOX1 atua principalmente na neurogénese € expresso em
célula precursora neural e, como demonstrado neste trabalho, em SHED e DPSC. A
expressdao em DPSC ja foi mostrada anteriormente por Li e colaboradores (2019) [126],
porém a presenca em SHED nunca foi antes observada.

A expressdo do marcador SOX2, também conhecido como marcador de
pluripoténcia, ja foi relatado em SHED antes e apds a indugcdo a diferenciagao
neuronal por Gazarian e Ramirez-Garcia (2017) °°! e Rafiee e colaboradores (2020)
['271 em DPSC antes e ap6s a indugéo a diferenciagéo neuronal, corroborando com os
resultados obtidos neste estudo. A expressao desta familia de proteinas sustenta a
ideia de que essas células-tronco mantem os marcadores de células precursoras da
crista neural [0,

A proteina GFAP (expressa em astrécitos e responsavel pelas interagdes
astrocito-neurdénio) foi expressa nas SHED e DPSC antes e apos a indugdo a
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diferenciagao neuronal, sem diferenca estatistica. A expressdo de GFAP em SHED e
DPSC, em seu estagio indiferenciado, ja foi descrito por Sakai e colaboradores (2012)
21 e Gonmanne e colaboradores (2018) ['?®1 . Miura e colaboradores (2003) [57]
avaliaram o potencial neuronal das SHED e relataram a expressao do GFAP, antes e
apés a inducado a diferenciacdo neuronal, sem diferenca estatistica apds a
diferenciagao neuronal corroborando com os resultados obtidos neste estudo. Sakai
e colaboradores (2012) *? ja demonstraram através da caracterizagéo por citometria
de fluxo a expressao de GFAP nas DPSC em estagio indiferenciado, corroborando
com os resultados obtidos em nosso estudo. Entretanto, Kiraly e colaboradores (2009)
[78] através da reagdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa quantitativa
(RTg-PCR - do inglés reverse transcription quantitative real time), ndo conseguiram
detectar expressdo de GFAP nas DPSC em estagio indiferenciado, porém apdés dez
dias de inducéao a diferenciagao neuronal, utilizando protocolo e meio de diferenciagao
neuronal diferente do utilizado neste trabalho, foi detectado a expressao de GFAP nas
DPSC.

A doublecortina é expressa em neurdnios imaturos durante os estagios iniciais
de desenvolvimento e, como demonstrado neste trabalho, em SHED e DPSC antes e
apos a indugdo a diferenciagdo neuronal. Sakai e colaboradores (2012) [
compararam a expressdo de marcadores neuronais em SHED, DPSC e MSC
derivadas da medula 6ssea, e observaram que a expressao de doublecortina ocorreu
apenas nas SHED e DPSC, sem diferenga estatistica significante, corroborando com
os resultados apresentados neste estudo. A expressdo de doublecortina em SHED
em estagio indiferenciada ja foi mostrada anteriormente [®?, porém a presenga em
SHED apéds a indugao a diferenciacdo neuronal ndo foi observada anteriormente.
Luzuriaga e colaboradores (2019) ['?°] avaliaram a expressdo de marcadores
neuronais em DPSC induzidas a diferenciagdo neuronal com meio livre de soro e as
compararam com NSC cultivadas com o mesmo meio, e relataram que n&o houve
diferenca significativa da expressdo de doublecortina entre essas fontes; esse
resultado diverge dos obtidos em nosso estudo.

Em nosso estudo, foi observado que ambas as fontes, SHED e DPSC,
expressam marcadores de citoesqueleto de células da linhagem neuronal, como as

proteinas de microtubulos intracelulares (Btubulina Ill e doublecortina) e de filamento
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intermediario (nestina) antes e apos a indugdo a diferenciagdo neuronal,
demonstrando uma semelhanca estrutural as células dessa linhagem celular.

O marcador de superficie CD271 € uma proteina transmembrana capaz de se
ligar a neurotrofina, contribui para a diferenciacédo multipla e € expresso em células
progenitoras neuronais, € como demonstrado neste trabalho, em SHED e DPSC antes
e apés a inducdo a diferenciagdo neuronal [66.°0.130] Neste trabalho ndo houve
diferencga significativa do marcador de superficie CD271 quando comparado SHED
antes e apo6s a inducdo a diferenciagao neuronal, entretanto, houve redugdo na
expressao deste marcador nas DPSC induzidas a diferenciagéo neuronal (p=0,0268)
quando comparadas as DPSC em estagio indiferenciado. N&o foram encontrados
estudos que descrevam a expressao do marcador de superficie CD271 em SHED e
DPSC apds a indugéo a diferenciagdo neuronal. Alraires e colaboradores (2017) [131]
e Alvarez e colaboradores (2015) ['32 também j& descreveram a expressio de CD271
em DPSC. Estudos como de Barilani e colaboradores (2018) '3 avaliaram a
expressao do marcador CD271 em diferentes fontes de MSC de origem mesodérmica,
dentre elas: MSC derivadas de MO e cord&o umbilical, cerca de 3,7% e <0,4% da
populagdo total, respectivamente, foram positivas ao marcador. Os resultados
encontrados neste estudo, indicam que as SHED e DPSC (ambas de origem
ectodermal) podem ter uma vantagem na indugao a diferenciagdo neuronal quando
comparadas as MSC derivadas da mesoderme [130.133],

O CD56, também conhecido molécula de adesao de células neurais (PSA-
NCAM - do inglés polysialic acid-neural cell adhesion molecule), demonstrou uma
expressao reduzida nas SHED antes e ap6s a inducéo a diferenciagao neuronal. A
expressao reduzida deste marcador nas SHED antes a indugdo a diferenciagao
neuronal ja foi observada por Gazarian e Ramirez-Garcia (2017) *° e Nourbakhsh e
colaboradores (2011) 'Y, Estes pesquisadores também avaliaram a express&o deste
marcador em SHED apds a inducéo a diferenciagado neuronal e observaram aumento
da expressao do CD56; esses resultados ndo corroboram com nosso estudo, pois hao
encontramos diferenga estatistica significante (p=0,0939), possivelmente por
utilizarem fatores de indugéo a linhagem neuronal diferente deste estudo. Arthur e
colaboradores (2008) ["?l obtiveram resultados semelhantes da expressdo deste
marcador de superficie em DPSC em estagio indiferenciado, porém apds a indugao a
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diferenciagdo neuronal observaram uma expressao reduzida deste marcador; os
dados obtidos no nosso trabalho ndo corroboram com os obtidos nestes estudos
possivelmente devido a divergéncia de alguns reagentes presentes no meio de
diferenciagao neuronal.

Em nosso estudo as DPSC em estagio indiferenciado apresentaram maior
expressado de CD56 em relagdo as SHED em estagio indiferenciado, com diferenca
estatistica significativa (p=0,0481), esta diferengca ndo foi observada em entre as
fontes apos a indugéo a diferenciagado neuronal (p=0,3076). Ducret e colaboradores
(2016) B9 propdem que as células-tronco derivadas de polpa de dente permanente
CD56* possuem uma maior capacidade de se diferenciar em células neuronais.

O marcador de membrana CD146, além de ser uma molécula de adeséo celular
[133] sua expressao esta relacionada a ativagdo de vias de sinalizag&o intracelulares,
influenciando as respostas comportamentais dos neurénios, e no desenvolvimento e
plasticidade sinaptica no cérebro ['34. Neste estudo, em estagio indiferenciado, uma
parcela da populacdo de SHED e DPSC apresentaram este marcador, corroborando
com resultados obtidos por ouros pesquisadores [101:108.13%1 " J3 foi sugerido que uma
populacdo de MSC derivadas da polpa residem neste nicho perivascular dentro da
polpa 421031 Sjvasankar e Ranganathan (2016) ['3¢] avaliaram que a positividade do
marcador CD146 em SHED e DPSC diminui entre as passagens. Apos a indugéo a
diferenciagdo neuronal as células mantiveram o perfil para este marcador, sem
diferenca estatistica significante. Diversos trabalhos descrevem a presenga do CD146
em SHED e DPSC, porém a presenca em SHED e DPSC induzidas a diferenciagao
neuronal n&o foi observada anteriormente.

Este estudo demonstrou que as SHED e DPSC sao uma étima fonte alternativa
para obtencdo de MSC pois s&o células de facil coleta e que geralmente sdo
descartadas. A caracterizacdo imunofenotipica demonstrou que as SHED e DPSC
expressam os marcadores de superficie sugeridos pela ISCT para caracterizagao de
MSC. As fontes ndo possuem diferenga estatistica significante em relacdo a
capacidade de proliferacéo e senescéncia durante o cultivo. Quando comparadas, as
SHED possuem maior capacidade de formar colbnias in vitro e maior expressao para
o marcador STRO-1; em contrapartida, as DPSC possuem maior capacidade de
diferenciagdo osteogénica. Além disso, SHED e DPSC expressdo marcadores
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neuronais em estagio indiferenciado o que facilita sua diferenciacdo em células
neuronais por terem a mesma origem embrionaria. Os dados obtidos por
imunofluorescéncia e citometria de fluxo confirmam que ambas as fontes, SHED e
DPSC, continuam a expressar marcadores neuronais apos a indugao a diferenciacao
neuronal.

Apesar de serem consideradas mais jovens/imaturas e expressarem
marcadores de proteinas neuroprogenitoras em estagio indiferenciado, as SHED nao
apresentaram vantagens na indugéo a diferenciagdo neuronal. Ja é descrito que as
SHED e DPSC possuem diferencas durante o desenvolvimento e sofrem com
diferentes fatores genéticos e epigenéticos. Ja é descrito que as DPSC extraidas do
terceiro molares possuem um fenétipo mais imaturo quando comparadas as DPSC
extraidas de outros dentes permanentes, entretanto, ainda ndo ha estudos que
relatam a diferenga entre as células em relacio a diferenciagao neuronal.

Com o conjunto dos resultados obtidos neste estudo, é possivel concluir que
as SHED e DPSC nao apresentaram diferenca apos serem induzidas a diferenciagao
neuronal, pois o perfil entre as ceélulas, em estagio indiferenciado e induzido a
diferenciagado neuronal, € muito semelhante. Entretanto, vale ressaltar que estudos
devem ser realizados para comparar o comportamento dessas células in vivo, pois
administrar uma célula com um fendtipo e gendtipo mais comissionado a uma
linhagem especifica, pode resultar em diferentes efeitos paracrinos.

A expressao de marcadores neuronais nhas SHED e DPSC indiferenciadas in
vitro as tornam muito semelhantes as NSC encontradas no tecido neuronal,
estimulando seu armazenamento em banco de células-tronco. A possibilidade de
utilizar estas células como produto de terapia celular, sem a necessidade de induzir
essas células durante 21 (vinte e um) dias na linhagem neuronal, proporciona uma
vantagem econdmica e logistica, pois esta ndo necessita de indugao a diferenciagéo
neuronal, gerando uma diminuicdo no tempo de entrega deste produto de terapia
celular, o que estimula estudos pré-clinicos e clinicos para uso futuro no tratamento

de doencgas neurodegenerativas.
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7 CONCLUSAO

- As SHED e DPSC foram capazes de se diferenciar nas linhagens osteogénica e
condrogénica, porém néo foi possivel observar a diferenciagdo adipogénica nas SHED
e DPSC. O perfil imunofenotipico das células isoladas e expandidas confirmou que as
SHED e DPSC estavam de acordo com os critérios minimos estabelecidos pela ISCT
para MSC.

- As SHED demonstraram maior eficiéncia na formacao de colbénias fibroblastdides
gquando comparadas as DPSC.

- Nao houve diferenca estatistica significante entre as fontes nos ensaios de

proliferagdo e senescéncia nas passagens analisadas.
- Ambas as fontes expressaram os marcadores neuronais: Btubulina Ill, SOX1, SOX2,

GFAP, doublecortina, nestina, CD271, CD56 e CD146 antes a apo6s a indugao a

diferenciagao neuronal.
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linhagens (adipogénica, osteogénica e condrogénica), caracterizagao imunofenotipica e o ensaio de unidade
formadora de colonia — fibroblastéide (CFU-F). Em relagao as células que serdo induzidas a diferenciagé@o
neuronal, serdo caracterizadas por imunofluorescéncia, reagao de cadeia da
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polimerase com primers especificos de linhagens neuronais e o perfil imunofenotipico com marcadores
especificos neuronais. Resultados Esperados: Se comprovada uma maior capacidade de diferenciagao
neuronal das subpopulagées SHED e DPSC CD271+, pode-se estimular a utilizagdo destas células para
tratamento de doengas neurodegenerativas, auxiliando no processo de regeneracgéo tecidual.

Objetivo da Pesquisa:
Comparar as subpopulagdes CD271+ das CTM de polpa de dente deciduo e polpa de dente permanente em
relagao ao potencial de diferenciagao neuronal.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos que se aplicam aos participantes da pesquisa sdo inerentes aos procedimentos de coleta de
material e ndo a pesquisa. Dessa forma, os riscos nao se aplicam diretamente a pesquisa.

Beneficios:

Os beneficios nao se aplicam diretamente aos participantes da pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O estudo proposto é pertinente e de valor cientifico. Os métodos estdo adequados aos objetivos desejados
€ 0s riscos aos participantes sao reduzidos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Termos de apresentacao obrigatéria adequados

Recomendacoes:

Na péagina 2/2 do TCLE para menores de 18 anos diz "telefones", mas apresenta apenas um numero, deve
ser acrescentado o segundo nimero de celular como apresentado no Termo de Assentimento.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
As pendéncias foram atendidas. Atentar para a recomendacao.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor ISituag:éo
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Assentimento / _incompletos_e_legalmente_incapaz_21 11:58:46 |DORIGO HOCHULI
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UF: PR
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(Coordenador(a))
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Municipio: CURITIBA
(41)3271-2103
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Muscle functional recovery is driven by extracellular vesicles combined el
with muscle extracellular matrix in a volumetric muscle loss murine model
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Biological scaffolds derived from decellularized tissues are being investigated as a promising approach to repair

Volumetric muscle loss volumetric muscle losses (VML). Indeed, extracellular matrix (ECM) from decellularized tissues is highly

Functional tissue fegenemﬁm biocompatible and mimics the original tissue. However, the development of fibrosis and the muscle stiffness still

Extracellular matrix . . e . . . .

Extracellular vesicles represents a major problem. Intercellular signals mediating tissue repair are conveyed via extracellular vesicles
(EVs), biologically active nanoparticles secreted by the cells. This work aimed at using muscle ECM and human
EVs derived from Wharton Jelly mesenchymal stromal cells (MSC EVs) to boost tissue regeneration in a VML
murine model. Mice transplanted with muscle ECM and treated with PBS or MSC EVs were analyzed after 7 and
30 days. Flow cytometry, tissue analysis, qRT-PCR and physiology test were performed. We demonstrated that
angiogenesis and myogenesis were enhanced while fibrosis was reduced after EV treatment. Moreover, the
inflammation was directed toward tissue repair. M2-like, pro-regenerative macrophages were significantly
increased in the MSC EVs treated group compared to control. Strikingly, the histological improvements were
associated with enhanced functional recovery. These results suggest that human MSC EVs can be a naturally-
derived boost able to ameliorate the efficacy of tissue-specific ECM in muscle regeneration up to the restored
tissue function.
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Dental Pulp from Human Exfoliated Deciduous Teeth-Derived Stromal
Cells Demonstrated Neuronal Potential: In Vivo and In Vitro Studies
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Abstract: Background: Mesenchymal stromal cells (MSC) have the potential for self-renewal and
differentiation in different tissues, characteristics that encourage their use in regenerative medicine.
Dental tissue MSCs are easy to collect, have the same embryonic origin as neurons and have neuro-
nal markers that allow their use in treating neurodegenerative diseases. Human exfoliated decidu-
ous teeth (SHED)-derived stromal cells are considered immature and present positive expression of
pluripotency and neuronal markers. Studies have shown that after the induction of neuronal differ-
entiation in vitro, SHED increased the expression of neuronal markers, such as BIII-tubulin, nestin,
GFAP, NeuN, and NFM, demonstrating the potential use of these cells in preclinical studies. The
results of this review reflect the cor that in di such as spinal cord injury, cerebral
ischaemia, and Alzheimer’s and Parkinson’s disease, SHED could function in the suppression of
the inflammatory response, neuroprotection, and neuronal replacement.

Conclusion: For these cells to be used in large-scale clinical trials, standardization of the isolation
techniques and theneuronal induction medium are necessary. The potential of SHED to induce neu-
ronal differentiation is evident, demonstrating that this resource is promising and shows great po-

tential for use in future preclinical and clinical trials of neurodegenerative diseases.

Keywords: Mesenchymal stromal cells, dental tissue, SHED, neural differentiation, neuronal markers, neurons.

1. INTRODUCTION

1.1. Mesenchymal Stromal Cells

Mesenchymal stromal cells (MSCs) are adult cells that
are multipotent and functionally defined as having self-rene-
wal capacity, differentiation capacity in several cell lines,
and extensive paracrine and immunomodulatory activity
[1-4]. The primary function of MSCs is to act in the repair
and maintenance of adult tissues. These cells secrete several
paracrine-soluble factors that can decrease inflammation and
increase the repair of the damaged tissue. Additionally, they
have anti-apoptotic effects and function as inhibitors of scar
formation and stimulators of angiogenesis. MSCs have low
or no expression of MHC class II molecules and co-stimulat-
ing molecules, demonstrating their reduced immunogenicity,
avoiding the use of immunosuppressants after an allogeneic
transplant [1, 5-9].

Due to the need for the standardization of MSCs, The In-
ternational Society for Cellular Therapy (ISCT) established
standards for the characterization of MSCs, which are adhe-
sion to plastic, fibroblast-like morphology, differentiation

* Address correspondence to this author at the Core of Cell Technology,
School of Medicine, Pontificia Universidade Catélica do Parand, Rua Imac-
ulada Conceigdo, 1155, P.O. Box: 80215-901, Curitiba, Brazil; Tel: +55 41
32712219; E-mail: alexandra.senegaglia@pucpr.br

# These authors contributed equally for this work.

1574-888X/21 $65.00+.00

into osteogenic, adipogenic, and chondrogenic lineages, and
immunophenotypic characterization, in which MSCs should
express the markers CD105, CD73 and CD90 and show re-
duced expression of CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 or
CD19 and HLA-DR [3, 10, 11].

Several sources of MSCs have been described; the most
well-studied source is bone marrow (BM), but its collection
is a painful procedure with a low yield, which results in 0.01
- 0.001% MSCs [12-14]. Due to the low number of obtained
cells and the difficulty in collecting BM, other sources of
MSCs have been further studied, such as the umbilical cord,
adipose tissue, and dental tissues, which are easily accessi-
ble sources [13, 15-17]. Dental tissue seems to have a higher
cell proliferation ability, a significant advantage for osteo-
genic differentiation and expression of pluripotent markers
compared to BM [18-20].

1.2. Dental Tissue Mesenchymal Stromal Cells

Mammalian teeth are considered tissue of ectodermal ori-
gin. During development, the ectoderm gives rise to a neural
crest at the margins of the neural tube and contributes to vari-
ous neural and non-neural tissues. The tissue derived from
the neural crest includes the pulp, periodontal ligament, and
tissues that support the root and its apex, including the fol-
lowing cell types: odontoblasts, periodontal ligament cells,
glial cells, and dental pulp stromal cells. The real origin of

© 2021 Bentham Science Publishers
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Research Paper
SHED; Regenerative medicine; Dental tissues; Neuronal Markers; Cell Banks
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Pontificia Universidade Catolica do Parana
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Objective: This study aimed to characterize and standardize methodologies to obtain
SHED and confirm the positive expression for neuronal markers. Materials and
Method: The local Research Ethics Committee approved this study (CAAE:
09537119.0.0000.0020). Healthy primary teeth were collected from children. SHED
was isolated by enzymatic digestion with collagenase. To assess these cells’ potential
and efficiency, SHED was subjected to the testing of colony-forming unit-

fibroblasts (CFU-F). Following the guidelines of the International Society for Cellular
Therapy (ISCT), the cells were characterized by flow cytometry and differentiated into
osteogenic, adipogenic, and chondrogenic lineages. To elucidate the neuronal
potential of SHED, we examined the immune-expression of nestin and lll-tubulin by
immunofluorescence. Results: SHED showed MSC characteristics, such as
adhesion to plastic, positive immunophenotypic profile for CD105, CD73, CD56, CD90,
CD29, CD166, CD44, and reduced expression for CD45, CD34, CD14, CD19, HLA-DR
and differentiation in three lineages suggested by ISCT. The average efficiency of
colony formation was 16.69%. SHED expressed the neuronal markers nestin and BlIl-
tubulin; the fluorescent signal intensity was significantly higher in BllI-tubulin (p
<0.0001) compared to nestin. Final Considerations: SHED have easily obtained
cells, non-invasive collection, have MSC characteristics according to ISCT criteria, and
expresses the neuronal markers nestin and lll-tubulin. SHED may be used as a new
therapeutic strategy in the regeneration and repair of neuronal cells and tissues.
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