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Isolamento de células-tronco de dentes deciduos exfoliados humanos e sua
capacidade para diferenciagao osteogénica
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Resumo

As células-tronco de dentes deciduos exfoliados, isoladas como uma subpopulagéo das células-tronco
da polpa dentaria, demonstram possuir a capacidade de se diferenciarem in vitro em neurénios,
adipdcitos, odontoblastos e osteoblastos. Devido a sua facilidade de obtengéo, que ndo envolve um
procedimento invasivo, esta linhagem celular é considerada uma grande promessa para a medicina
regenerativa. Os objetivos deste trabalho foram estabelecer e caracterizar duas linhagens de células-
tronco de dentes deciduos humanos. As linhagens foram isoladas a partir de amostras de criangas
saudaveis de 6 anos de idade. Os resultados mostraram, por citometria de fluxo, que as células foram
positivas para marcadores de células-tronco mesenquimais (CD105 (SH2), SH3 e SH4) e negativa para
a marcagcao hematopoiética (CD45) e que as linhagens estabelecidaseram constituidas de uma
populagdo homogénea de células-tronco. As células obtidas foram avaliadas quanto a sua proliferagéo e
capacidade de diferenciagdo osteogénica. As linhagens tiveram estatisticamente a mesma taxa de
proliferacéo e foram capazes de diferenciagéo osteogénica.
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Abstract

The human exfoliated deciduous teeth stem cells, isolated as a subpopulation of the dental pulp stem
cells, have shown the capacity to differentiate in vitro to neurons, adipocytes, odontoblast and
osteoblasts. Due to their easy and non-invasive procedure of obtaining, this cell lineage is regarded as a
great promise for regenerative medicine.The aims of this work were to establish and characterize two
human exfoliated deciduous teeth stem cells lineage. The lineages were isolated from samples of healthy
6-year old children. The flow cytometry results showed that the cells were positive for mesenchymal stem
cells markers (CD105 (SH2), SH3 and SH4) and negative for hematopoietic marker(CD45)and that the
lineages were constituted by homogenous population of stem cells.The cells obtained were evaluated
regarding their proliferation and osteogenic differentiation capacity. The lineages had statistically the
same proliferation rate and were capable of osteogenic differentiation.

Keywords:Stem cells. Dental pulp. Deciduous teeth. Osteogenic differentiation. Proliferation.

1 INTRODUGAO

As células-tronco da polpa de dente (CTPD), que possuem a capacidadede se
diferenciarem em osso, cartilagem e dentina, quando transplantadas, foram isoladas tanto
de humanos quanto de camundongos (YAMAMURA, 1985; CAPLAN, 1991). Estudos mais
aprofundados de uma populagdo mais restrita de CTPD humanas demonstraram uma
rapida expansao e proliferagao in vitro e a expressao de alguns marcadores de células-
tronco mesenquimais, tais como o STRO-1 e CD146 (MIURA et al., 2003). Apds a indugao
da diferenciacdo, em condigbes de cultura apropriadas e utilizando diferentes agentes
indutores de diferenciacdo, foi possivel a producédo in vitro de células neuronais,
adipocitos e odontoblastos, e a formacdo especializada de dentina e osso apds
transplante em camundongo (GRONTHOSet al., 2000; MIURAet al., 2003).

Com a possibilidade de obtencdo de CTPD, teve inicio a utilizagcdo de um novo
modelo para o estudo da diferenciacdo de células-tronco adultas in vitro e regeneragéo
tecidual in vivo (GRONTHOSet al., 2000). Da mesma forma, observou-se que o
remanescente pulpar derivado de dentes deciduos também contém uma populacédo de
células-tronco adultas, as quais foram denominadas de células-tronco de dentes deciduos
exfoliados humanos (do inglés, StemcellsfromHumanExfoliatedDeciduousteeth - SHED)
(MIURAet al., 2003). As SHED demonstram propriedades de células-tronco tipicas as
quais incluem clonogenicidade, proliferagdo celular extensiva e multipoténcia, e se
destacam por possuirem mais eficiéncia em determinadas caracteristicas quando
comparadas com ceélulas-troncos isoladas de medula éssea, como maior potencial
imunossupressor (YAMAZAet al., 2010).
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As SHED sao interessantes do ponto de vista de sua facil obtencdo, uma vez que
apresentam um procedimento invasivo minimo e € uma fonte de tecido de facil acesso em
comparagao com outros tecidos humanos, tais como a medula éssea e tecido adiposo
(YAMAZAet al., 2010). Dessa forma, possuem vantagens que se tornam atraentesdo
ponto de vista da medicina regenerativa.

No presente trabalho visamos estabelecer linhagens de células-tronco da polpa de
dente deciduo humano (SHED) e sua caracterizagdo quanto a proliferacdo e capacidade

de diferenciagao osteogénica.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Comité de Etica

As linhagens de células-tronco da polpa dentéria de dentes deciduos foram obtidas
de criangas saudaveis apds aprovacado pelo Comité de ética em pesquisa com seres
humanos (CEP/UFJF Parecer no. 003/2011) da Universidade Federal de Juiz de Fora.

2.2 Obtencao das Células-tronco de dentes deciduos exfoliados humanos

Os dentes deciduos exfoliados foram coletados como amostras de descarte
biolégico de duas criangas de 6 anos de idade.As amostras foram processadas como
descrito por Gronthoset al. (2000) e cultivadas em placa de petri de 35x10 mm (Corning)
usando meio Dulbecco'sModifiedEagleMedium: NutrientMixture F-12 (DMEM-F12)
(Invitrogen, CA), suplementado com 15% (v/v) soro fetal bovino (Hyclone), 100 U/mL de
penicilina, 100 uyg/mL de streptomicina, 2 mM L-glutamina e 0,01 mM de aminoacidos nao
essenciais (Invitrogen, CA).

2.3 Ensaio de proliferagao celular

Para comparar o padrdo de proliferagdo das SHED (passagem P3), foram
semeadas (dia 0) 1x10° células em diferentes placas de petri de 60 mm, de forma
independente. Apds 4, 8 e 12dias, o meio de cultivo foi removido e as células aderidas
foram lavadas em PBS para remogao do soro. A seguir, as células foram tratadas com
0,25% de tripsina-EDTA (Gibco) e incubadas a 37°C por 5 minutos. A tripsina foi
neutralizada com meio DMEM-F12 contendo 10% soro FBS (Hyclone) e o sobrenadante
foi centrifugado a 1.500 rpm por 5 minutos. O precipitado celular formado foi
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ressuspendido em 1 ml de meio de cultivo e o numero de células foi estimado com auxilio

da Cémara de Neubauer. Os experimentos foram realizados em duplicata.

2.4 Analise por citometria de fluxo

A analise para os marcadores de células mesenquimais foram realizadas usando
os anticorpos CD105 (SH2), SH3 e SH4, e também o marcador hematopoiético, o
anticorpo CD45. Para o procedimento, as células foram coletadas por meio de
desagregagao enzimatica (tripsina), a suspensao de células foi centrifugadas a 1.000 rpm
por 5 minutos e o precipitado celular lavado 2 vezes em PBS contendo 0.1% BSA. A
imunocitoquimica foi realizada de acordo com a sugestdo dos fabricantes quanto a
concentragdo dos anticorpos, deixando-os por 30 minutos a 4°C. A seguir, as amostras
foram tratadas com uma solugado de PBS contendo paraformaldeido 1% como tratamento
de fixacdo das células. As amostras foram analisadas em citbmetro de fluxo FACS
CaliburCytometer (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA). Os procedimentos foram
realizados de acordo com o protocolo padrdo para citometria de fluxo do fabricante
(Becton Dickinson, USA), os resultados foram analisados usando o software
CellQuestProgram (Becton Dickinson, USA) e os dados gerados foram analisados usando

o software CellQuestProgram (BD Biosciences).

2.5 Ensaio de indugao osteogénica in vitro

Para induzir as SHED para diferenciagdo osteogénica, uma densidade inicial de
3x10° células/cm? (Passagem P7) foram semeadas em placas de 6-well (Corning) em
meio de cultura DMEM (Sigma) suplementado com 10% FBS (Hyclone), 10 mMp-glicerol-
fosfato (Sigma), 0,2 mM &cido ascérbico (Sigma) e 10® M dexametasona (Sigma).A
cultura foi mantida por trés semanas, substituindo o meio de cultivo a cada trés dias,
como descrito por Zuket al. (2002). Para demonstrar adiferenciacdo osteogénica, as
culturas foram fixadas com paraformaldeido 4% por 24horas e foram coradas com a

técnica de von Kossa, especifica para diferenciagao osteogénica.

2.6 Estatistica
Analise foi feita com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (Prism 5;

GraphPadsoftware), sendo considerado um nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

3.1 SHED
As células isoladas das duas linhagensapresentaram morfologia semelhante a
fibroblastos, como mostrado na Figura 1. Proliferavam-se aderidas as placas e eram

constituidas de uma populagdo homogénea de células.

Figura 1 — SHED. A) Células em cultura primaria; B) Semiconfluéncia celular apés o

3.2 Proliferagao celular

As SHED foram avaliadas quando a capacidade de dobrar a populacao apés 4, 8 e
12 dias e os resultados mostraram nao haver diferenga estatistica (P<0,005) entre as

duas linhagens estabelecidas (Figura 2).

Figura 2 — Proliferacdo das células isoladas da polpa de dentes deciduos exfoliados
(SHED).
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3.3 Avaliagao de marcadores de células tronco mesenquimais e hematopoiéticos
As SHED apresentam marcacgao para os marcadores mesenquimais CD105, SH3 e
SH4, e ndo apresentam expressdo de marcador hematopoiético (CD45). Isso sugere uma

populagado homogénea em contaminagao com outros tipos celulares (Figura 3).

Figura 3 — Citometria de Fluxo. Em vermelho o controle negativo;em branco as células

marcadas.

G4

Controle

Events
Events

il

10°
FL1-FMC intensity

54

M1

Events
Events

10* @ s
FL1-FITC intensity

G4

CD45

M1

Ewvents

FTRT TR P o
10° 10° ot
FL1-FITC intensity

3.4 Avaliagao da plasticidade das SHED
A inducdo das SHED para diferenciagdo osteogénica, em meio contendo
dexametasona, acido ascoérbico e B-glicerol-fosfato, resultou na mineralizagdo da matriz

celular (Figura 4).
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Figura 4 — SHED apéds indugdo osteogénicamostrando em marrom o depdsito de calcio.
A) Objetiva 10X e barra 50 uM; B). Objetiva 40X e barra 25uM.

4 DISCUSSAO E CONCLUSAO

O termo plasticidade celular refere-se a capacidade de uma dada célula-tronco,
isolada de um tecido especifico (ou érgao), adquirir o fendtipo de célula especializada de
outro tecido diferente e, em alguns casos, a capacidade de mudar de linhagem entre
endoderme, mesoderme, e ectoderme.

Existem varios mecanismos que explicam a plasticidade das células-tronco, dentre
esses destacam-se: (1) desdiferenciagdo, onde uma célula madura ou de restrita
linhagem torna-se uma célula progenitora/precursora imatura e diferencia-se para outra
linhagem celular; (2) transdeterminac&o, situacdo na qual as células-tronco sao
redirecionadas a originar tipos celulares de uma célula-tronco/precursora diferente; (3)
transdiferenciagcdo, mecanismo pelo qual a diferenciacdo celular pode ganhar
caracteristicas fenotipicas de outra célula diferenciada; e por ultimo, (4) fusao celular,
onde as células-tronco implantadas se fundem com as células hospedeiras (MARTIN-
RENDON; WATT, 2003; WAGERS; WEISSMAN, 2004; CATACCHIOet al., 2013).

O conhecimento atual da plasticidade das células-tronco adultas indica que elas
sdao menos pluripotentes do que as células-tronco embrionarias. As células-tronco adultas
tecido-especifico podem ser encontradas em muitos 6rgaos, incluindo a medula 6ssea,
trato gastrointestinal, pele, pulm&o, figado e coragdo. Destes, as células-tronco da medula
ossea tém sido muito estudadas (CATACCHIOet al., 2013). Porém, outras células-tronco
de origens teciduais diferentes da medula dssea ja apresentam muitos estudos, com é o
caso das CTPD, incluindo as SHED.

Procurando avaliar a capacidade das SHED de se diferenciar, induzimos as
mesmas para a formacédo de tecido 6sseo,in vitro. Observamos que as SHED isoladas
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apresentaram potencial de diferenciacdo 6ssea com capacidade de deposicao de calcio.

Recentes exemplos mostram a capacidade das CTPD na reparacado tecidual
Ossea. Moradet al. (2013), ap0s revisao sistematica, verificaram que até meados de 2013
foram realizados 17 estudos envolvendo CTPD e reparagao 6ssea em modelo animal.
Destes,trés foram estudos com transplantes alogénicos e 12 foram xenotransplantes.
Outros 12 estudos usaram CTPD isolados de humanos. A maioria dos trabalhos utilizou
da técnica de enxerto subcuténeo, outros utilizaram de defeitos mandibulares e craniais.
Em todos os estudos houve a formacdo dssea — constituindo evidéncias da capacidade
das CTPD em reparar tecido ésseo in vivo.

Muitos trabalhos utilizam técnicas histolégicas para avaliarem o enxerto. Annibaliet
al. (2013) utilizaram das técnicas de micro tomografia computadorizada e tomografia de
emissao de positrons que permitiram avaliar o posicionamento e a densidade de formagao
O0ssea sem interferéncia mecanica para preparo histolégico. Dessa forma, mostraram que
tecido 6sseo bovino desproteinado apresentou melhor formacao 6ssea em defeito critico
cranial em camundongos que o biomaterial B-trifosfato de calcio; e que a utilizagado de
CTPD apenas melhorou (nao significativamente) a formacgao 6ssea.

Recentemente Maraldiet al. (2013) demonstraram o forte potencial das CTPD pré-
diferenciadas em tecido 6sseo na bioengenharia, implantando essas células junto com
biomaterial de colageno em defeito craniano de camundongos. Foi demonstrado que as
CTPD pre-diferenciadas corrigiram o defeito 6sseo mais eficientemente que o grupo sem
CTPD e que essas células promoveram neovascularizagdo, o que eleva o grau de
biocompatibilidade promovido pelas DPSC.

Nossos resultados comprovam que as células isoladas por nosso grupo, a partir da
polpa de dentes deciduos exfoliados, s&o células-tronco, com marcag¢des semelhantes as
células-tronco mesenquimais isoladas da medula 6ssea e apresentam plasticidade para
diferenciar em células do tecido ésseo, apds inducéo in vitro. Dessa forma, nossos
resultados estdo em consonancia com as evidéncias na literatura de que essas células se
apresentam como ferramenta para estudos relacionados a diferenciacdo 6éssea em testes

de farmacos e materiais bioativos voltados para terapia celular.
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