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RESUMO

A perda tecidual e o restabelecimento de sua funcdo representam desafios na medicina
regenerativa. Uma subpopulacéo celular, as células-tronco adulta, sdo fundamentais no reparo
dos tecidos. Estas células possuem capacidade de autorrenovacdo e diferenciagéo,
desempenhando fungdo importante no processo regenerativo dos diversos tecidos do
organismo. Estruturas dentarias tem se mostrado fontes promissoras dessas celulas pela
facilidade de acesso. A distribuigdo de células-tronco adulta nas estruturas dentérias ainda é
pouco conhecida. A remoc¢do da polpa dentaria para estudos laboratoriais ainda enfrenta
impasses metodologicos pela falta de padronizagdo de protocolos. O objetivo deste estudo foi
localizar topograficamente células-tronco adulta pulpar e de estruturas associadas ao dente nas
diversas fases de desenvolvimento e avaliar a eficacia de dois métodos de coleta tecidual.
Células-tronco adulta pulpar e de estruturas associadas foram identificadas por imunomarcacao
e expressdo génica em dentes deciduos e permanentes humano nas diversas fases do
desenvolvimento. Para o estudo topografico, foram obtidos 34 dentes, sendo 8 dentes deciduos,
11 dentes permanentes de &pice aberto, 5 dentes permanentes de &pice fechado e 10 foliculos
pericoronarios. Apos exodontia, os dentes foram descalcificados em solucédo de EDTA, pH 7.0
e recortados para andlise imunoistoquimica com anticorpos monoclonais CD10, CD44, CD90,
Nanog e Oct-3/4. Para estudo da expressdo génica, foram obtidos tecidos a fresco seguido de
sua remogdo por digestdo enzimatica com 3 mg/ml de colagenase tipo IV. A andlise da
preservacdo tecidual foi realizada a partir de 3 dentes permanentes de apice aberto seccionados
na regido amelocementéria para remogdo da polpa dentéria por dois métodos: mecanico com
lima endoddntica e digestdo enzimatica sem manipulacdo pulpar. Os resultados mostraram a
presenca diferencial de marcadores de células-tronco nos constituintes tecidual e topogréafico.
O CD44 foi expresso exclusivamente na camada odontoblastica da regido radicular de dentes
permanentes de apice aberto. Vasos capilares e nervos periféricos pulpares e de tecidos
associados expressaram CD90 como também em cementoblastos e fibra do ligamento
periodontal. Apenas fibroblastos localizados da papila dentaria mostraram-se positivos para
CD10, confirmados pela RT-PCR. Nenhuma expressao foi observada por fatores
transcricionais de pluripoténcia Nanog e Oct-3/4. A digestdo enzimética do tecido sem
manipulacdo mostrou-se mais eficaz na remoc¢éo dos constituintes celulares do tecido pulpar.
A manutencdo da camada odontoblastica mostrou-se comprometida pelo método mecanico.
Este estudo evidenciou distribuicdo topografica distinta de subpopulacdes de células-tronco
adulta nas diversas fases de desenvolvimento dentario. O dente permanente com rizogénese
incompleta parece ser uma fonte potencial de células-tronco adulta em estudos in vitro. A
escolha de métodos adequados na remocdo do tecido pulpar é essencial na preservacdo de
subpopulacdes de células-tronco pulpares, sendo a digestao enzimatica sem manipulacdo pulpar
mais eficaz do que o0 método mecanico.

Palavras-chave: Células-tronco adulta. Polpa dentéria. Ligamento periodontal. Foliculo
dentario. Imunoistoquimica. Métodos.



ABSTRACT

Tissue loss and the reestablishment of its function is challenging in regenerative medicine. A
cellular subpopulation, called adult stem cells, is fundamental in tissue repair. These cells are
capable of self-renewal and differenciation, playing an important role in tissues regenerative
process in the whole organism. Dental structures are promising sources of these cells for easy
access. The distribution of adult stem cells in dental structures is still poorly understood. Dental
pulp removal for laboratory studies still faces methodological impasse due to the lack of
protocol standardization. The aim of this study was to topographically locate adult pulp stem
cells and from dental associated structures at various stages of dental development and to
evaluate the effectiveness of tissue collection methods. Adult pulp and dental associated tissues
stem cells were identified by immunostaining and gene expression in human deciduous and
permanent teeth at various stages of development. For the topographic study, 35 teeth were
obtained: 8 deciduous teeth, 12 open-apex permanent teeth, 5 closed-apex permanent teeth and
10 pericoronal follicles. After extraction, teeth were decalcified in pH 7.0 EDTA solution and
cut out for immunohistochemical analysis with CD10, CD44, CD90, Nanog and Oct-3/4
monoclonal antibodies. For gene expression study, fresh tissues were obtained by enzymatic
digestion with 3 mg/ml type IV collagenase. Tissue preservation analysis was performed in 3
open-apex permanent teeth sectioned in the cementoenamel junction. To remove dental pulp,
two methods were followed: mechanical removal with endodontic file or unhandled dental pulp
enzymatic digestion. The results showed differential presence of stem cell markers in dental
structures and topographic constituents. CD44 was expressed exclusively in odontoblastic layer
of open-apex permanent teeth at root region. Pulp and dental associated tissue capillary vessels
and peripheral nerves expressed CD90 as well as in cementoblasts and periodontal ligament
fibers. Only fibroblasts from dental papilla were positive for CD10, confirmed by RT-PCR. No
expression was observed by transcriptional pluripotency factors Nanog and Oct-3,4. unhandled
dental pulp enzymatic digestion was more effective in removing cellular constituents from
dental pulp. The maintenance of odontoblastic layer was compromised by mechanical method.
This study showed distinct topographic distribution of adult stem cell subpopulations in various
stages of dental development. Permanent teeth with incomplete rhizogenesis appear to be a
potential source of adult stem cells in in vitro studies. Choosing appropriate methods for dental
pulp removal is essential for preserving its stem cell subpopulations, and unhandled dental pulp
enzymatic digestion is more effective than mechanical method.

Keywords: Adult stem cell. Dental pulp. Periodontal ligament. Dental follicle.
Immunohistochemistry. Methods.
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1 INTRODUCAO GERAL

A reconstituicdo de tecidos e 6rgdos representa um desafio nas ciéncias da saude.
Fisiologicamente, a remodelacdo tecidual envolve a comunicacdo celular com seu
microambiente composto por matriz extracelular, biomoléculas e células. Estes componentes
sdo nutridos por vasos sanguineos que permitem a troca de fluidos transcapilar e o transito de
células no local (VAN HASSEL, 1971). Na perda tecidual, o reparo acontece com a
proliferacdo celular, visando o restabelecimento da funcéo do 6rgéo e o retorno de seu estado
de homeostase. A eficacia deste processo depende da capacidade regenerativa dos seus
constituintes celulares e da preservacao da matriz extracelular. A substituicdo por tecido fibroso
muitas vezes compromete a funcdo de 6rgdos (GUTNER et al., 2008).

A utilizacdo de células-tronco na regeneracdo de érgdos e tecidos surge como uma area
promissora na biologia. Essas células apresentam capacidade de autorrenovacao e
diferenciacdo celular e sdo classificadas conforme sua pluripoténcia e seu tecido de origem
(ALT etal., 2019). As células-tronco embrionarias sdo totipotentes com capacidade para formar
um organismo inteiro (THOMSON et al., 1998). Uma outra fonte na regeneragdo de 6rgaos sdo
as células-tronco de pluripoténcia adquirida (iPS) obtidas a partir da reprogramacao de
fibroblastos. Estas células apresentam capacidade de diferenciagdo nos trés folhetos
embrionarios (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006). As células-tronco adulta séo
multipotentes diferenciando-se em células de seu microambiente tecidual (FRIEDENSTEIN et
al., 1976).

A aplicabilidade clinica de células-tronco ainda é limitada. Aspectos éticos e de rejeicdo
imunoldgica sdo os principais fatores complicadores do uso de células-tronco embrionérias. Ja
no caso das células-tronco de pluripoténcia adquirida, suas limitacdes técnicas dificultam seu
uso na medicina regenerativa (ALT et al., 2019). As células-tronco embrionarias foram
inicialmente identificadas em embrides de ratos e posteriormente, em humanos. relatadas em
estudos utilizando ratos (EVANS & KAUFMAN, 1981; MARTIN, 1981; THOMSON et al.,
1998). Outra linhagem foi estabelecida em 2006 ap0s a reprogramacéo de fibroblastos para o
estado de pluripoténcia (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006). Este processo foi estabelecido
a partir da insercédo de genes de transcri¢cdo com fragmentos virais, resultando em células-tronco
de pluripoténcia adquirida (iPS). A permanéncia de particulas virais impedem seu estudo
clinico. Com isso, as células-tronco adulta surgem como um potencial biolégico na substitui¢éo
tecidual e de oOrgdos. Desde 1960, estudos com celulas-tronco da medula 6ssea mostram
potencial de autorenovacéo celular em camudongos transplantados (MCCULLOCH & TILL,
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1960). Desde entdo, estudos em humanos possibilitam o seu uso clinico em transplante de
medula 6ssea, melhorando a sobrevida de pacientes leucémicos (THOMAS et al., 1975).
Estudos clinicos com células-tronco adulta encontram-se em andamento para tratamento de
lesbes cerebrais (NCT02767817, Clinical trials), renais (NCT02266394, Clinical trials),
espinais (NCT01325103, Clinical trials) e de pele (NCT01751282, Clinical trials).

As células-tronco adulta s&o denominadas conforme seu tecido de origem, por exemplo,
células-tronco adulta epitelial, mesenquimal ou do tecido adiposo. A capacidade de
autorenovacao e diferenciacao destas células limita-se aos constituintes do seu microambiente
(DULAK etal., 2015). As de origem mesenquimal tem sido considerada como fonte promissora
para substituicdo tecidual pela sua facil obtencéo. A definicdo de multipoténcia dessas células
baseia-se na expressdo de marcadores de superficie celular como CD105, CD73 e CD90, e a
auséncia de expressdo de CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD790 ou CD19 e HLA-DR € na
capacidade de diferenciacdo em trés linhagens: adipogénica, condrogénica e osteogénica
(DOMINICI et al., 2006).

Na odontologia, a presenca de células-tronco adulta foi demonstrada em cultura
primaria derivadas do tecido dentario e em tecidos associados, mostrando serem fontes
acessiveis dessas células (GRONTHOS et al., 2000). Culturas primérias de tecido pulpar foram
estabelecidas, destacando-se as células-tronco de dentes deciduos (SHED) (MIURA, et al.
2003), as células-tronco de polpa dental de dentes permanentes (DPSC) (GRONTHOS et al.,
2000) e as células-tronco da papila apical (SCAP) (SONOYAMA et al., 2006). A DPSC foi a
primeira linhagem celular estabelecida através do cultivo primario de polpa dentaria obtida a
partir de terceiros molares com rizogénese completa (GRONTHOS et al., 2000). Células-tronco
mesenquimal também foram identificadas em tecidos associados aos dentes como o ligamento
periodontal (PDLSC) e o foliculo pericoronario (DFPC) (SEO, et al., 2004; MORSCZECK, et
al., 2005).

A medicina regenerativa e a bioengenharia surgem como uma alternativa bioldgica para
a reestruturacao de orgéos e tecidos (BERTHIAUME et al., 2011). Arcaboucos constituidos de
material biocompativel funcionam como suporte para constituintes celulares, mimetizando
estruturalmente o microambiente de Orgdos e tecidos. Constituidos de biomaterial, 0s
arcaboucos oferecerem suporte e aderéncia para as células-tronco adulta facilitando a
incorporacdo de biomoléculas da sinalizacdo celular (MAHLA, 2016). Reproduzir condicdes
locais no microambiente dessas células é um desafio e sdo fundamentais para o sucesso clinico.

Na clinica odontologica, o tratamento da perda de estruturas dentérias é pela substitui¢éo

por material inerte ou enxertos. Na endodontia, a utilizacdo desse material leva ao ressecamento
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das estruturas dentérias remanescentes, aumentando o risco de fratura e complicagdes clinicas
(ROBERTS et al., 2017). A utilizacdo clinica das células-tronco adulta para reconstitui¢do
tecidual na odontologia € promissora por apresentarem compatibilidade imunolégica e
obtencdo ndo invasiva. Seu uso ainda é desafiador pela falta de padronizacdo metodoldgica
(ROSA, etal., 2016; ALT et al. 2019). O estabelecimento de cultura primaria de células-tronco
adulta se depara com com desafios de sobreposicéo celular (YASUI et al., 2017). H& poucos
estudos clinicos em andamento utilizando células-tronco de origem dentéria para regeneracao
tecidual (EL-SAYED et al, 2019). Iwata et al., (2018) mostra a reducdo na profundidade de
bolsas periodontais e respectivo ganho clinico de insercdo 6sseo usando células-tronco do
ligamento periodontal em arcabougos.

Embora, a reconstituicdo de estruturas dentarias com células-tronco pulpar e de
estruturas associados seja promissora, faltam critérios metodologicos padronizados no
estabelecimento do cultivo priméario. O Comité da Sociedade Internacional de Terapia Celular
em 2006, (DOMINICI et al., 2006) indicaram marcadores celulares para célula-tronco
mesenquimal, porém faltam critérios para definir aquelas de origem dentaria. Estabelecer
linhagens de células-tronco mesenquimal por cultivo priméario é desafiador, ndo apenas pela
falta de padronizacdo técnica na remocdo tecidual, como também pela sobreposicdo de
fibroblastos, prejudicando a reprodutibilidade e confiabilidade. Faltam estudos comparando os
diferentes métodos de coleta da polpa dentéria para o estabelecimento de linhagens de cultivo
primario. Apesar dos inimeros estudos com células-tronco de polpa dentéria, a topografia e
distribuicdo dessas células ainda é desconhecida. Com isso, a padronizacdo técnica torna-se
fundamental para estabelecer métodos eficazes na obtencdo de células-tronco de origem

dentéria para o uso clinico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Medicina regenerativa e engenharia tecidual

Medicina regenerativa é ciéncia que estuda células, biomateriais e os fatores inerentes
dos tecidos determinantes no seu metabolismo, como fatores de crescimento. Assim, a esta
ciéncia busca criar estruturas semelhantes aos tecidos vivos para possiveis substitui¢fes e
reparos de 6rgdos lesionados. Ja a engenharia tecidual aplica os principios e métodos da
engenharia nas ciéncias bioldgicas para compreender a relacdo estrutural e funcional dos
tecidos, restaurando sua funcdo. Ambos os termos sdo comumente utilizados como sindbnimos

e utilizam como principal base de estudo as células-tronco (BERTHIAUME et al., 2011).

2.2 Células-tronco

A capacidade de auto-renovagcdo e diferenciacao das células-tronco tornou-se um campo
importante para a compreensdo da regeneracdo tecidual e o desenvolvimento da medicina
regenerativa (ANITUA et al., 2018). As células-tronco podem ser classificadas de acordo com
sua capacidade de diferenciacdo e o tecido de origem. As células-tronco totipotentes sdo
advindas da morula, fase inicial da embriogénese, e sdo capazes de formar todos os tipos de
tecidos do organismo. Ja as pluripotentes diferenciam-se em tecidos derivados dos trés folhetos
embrionérios (ectoderma, mesoderma e endoderma) e sdo encontradas na fase blastocistica do
desenvolvimento. As células-tronco multipotentes sdo fontes teciduais de células-tronco e sdo
capazes de diferenciar-se no seu tecido de origem, sendo importante no processo de reparacao
tecidual. (ALT et al., 2019).

Quanto ao tecido de origem, as células-tronco sdo classificadas em embrionérias, de
pluripoténcia induzida e adultas. As células-tronco embrionarias sdo pluripotentes e originam
todos os tipos de células somaticas do embrido e seus anexos (KHAN et al., 2018). As células-
tronco de pluripoténcia induzida sdo células pluripotentes geradas a partir da manipulacéo
genética de células somaticas, retornando, assim, ao seu estdgio de pluripoténcia
(TAKAHASHI & YAMANAKA et al., 2006). As células-tronco adultas sdo encontradas dos
tecidos e sdo responsaveis pelo seu reparo e crescimento, podendo ser mesenquimais, epiteliais
e hematopoieticas (ALT et al., 2019).

As celulas-tronco adulta variam quantitativamente segundo seu tecido de origem: em
medula 6ssea, as células-tronco apresentam-se de 1/10.000 a 1/100.000 células (NASEF et al.,
2007). Em tecido muscular € encontrada uma pequena populacdo abaixo da lamina basal

(FARUP et al., 2015), enquanto que no tecido adiposo pode-se encontrar centenas de milhares
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de MSC por grama de tecido (BAER et al., 2012). A partir dos inimeros estudos acerca das
células-tronco adulta mesenquimais, foram estabelecidos critérios para sua identificacdo e
caracterizacdo (DOMINICI et al., 2006). Além de possuir a capacidade de diferenciacdo
adipogénica, condrogénica e osteogénica in vitro, devem expressar os marcadores de superficie
celular CD73, CD90 e CD105, e auséncia de expressdo de CD45, CD34, CD14 ou CD11b,
CD79a ou CD19 e HLA-DR. A dificuldade de acesso aos tecidos fez com que a busca por
fontes alternativas de células-tronco mesenquimais fossem exploradas, levando ao estudo das

células-tronco de origem dental e de suas estruturas associadas.

2.3 Odontogénese

Os dentes humanos sao formados ainda no periodo embrionario a partir da proliferacéo
do epitélio oral, que posteriormente formara a lamina dentaria (NANCI, 2019). A lamina
dentéria desenvolve-se em botdo dentario, formando projecdes que se proliferam em dire¢do ao
ectomesenquima, formando em uma concavidade epitelial. Inicia-se entdo a fase de capuz
(YEN & SHARPE, 2008). Células epiteliais externas formam o epitélio externo do 6rgéo do
esmalte, enquanto que as células internas a concavidade comp&em o epitélio interno do 6rgéo
do esmalte. As células centrais adquirem morfologia estrelada sdo denominadas de reticulo
estrelado. No centro da concavidade, células ectomesenquimais aglomeram-se formando a
papila dentaria. A concavidade do 6rgdo dental acentua-se iniciando a fase de campéanula
(GOVORKO et al., 2010).

O estimulo no epitélio interno do 6rgdo do esmalte pelas células da papila dentaria
induzem sua diferenciacdo em pré-odontoblastos. Os pré-odontoblastos induzem a
diferenciacdo do epitélio externo em pré-ameloblastos. A lamina dentaria se fragmenta
dissociando o oOrgdo dentario do epitélio bucal deixando restos embrionarios na regido
peridentaria (restos de Serres) (NANCI, 2019). Na fase de formacdo da coroa, os pré-
odontoblastos iniciam a producdo de dentina do manto, sendo entdo, chamados de
odontoblastos. Essa producédo de dentina estimula os pré-ameloblastos a diferenciarem-se em
ameloblastos e produzirem esmalte aprismatico. O processo de Tomes é desenvolvido e 0s
ameloblastos comegam a produzir esmalte prismatico. A deposicdo do esmalte acontece de
forma centrifuga, enquanto da dentina, de forma centripeta, sendo depositada dentina tubular.
Finalizada a formacéao dos tecidos coronarios, inicia-se a estruturacéo das raizes (GOVORKO
et al,. 2010).

A fusdo dos epitélios interno e externo do érgdo do esmalte forma a bainha epitelial de

Hertwig, que coordena a formacdo radicular. Do mesmo modo que na coroa, as células



18

ectomesenquimais da papila dentéria diferenciam-se em odontoblastos e produzem dentina na
regido radicular, levando ao seu crescimento e ao rompimento da bainha de Hertwig. Seus
fragmentos formam os restos epiteliais de Malassez e se distribuem ao longo do ligamento
periodontal. A dentina exporta externamente e em contato com as células ectomesequimais do
foliculo dentério estimula a diferenciagdo em cementoblastos, osteoblastos e fibroblastos para
a formacdo dos constituintes do tecido periodontal. Ao término da formacdo dentaria, 0s
epitélios interno e externo do 6rgdo do esmalte unem-se (epitélio reduzido do 6rgao do esmalte)
e recobrem a coroa até a erupcdo do dente (OHSHIMA, 2008). A figura 1 ilusta as fases da

odontogénese.
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Figura 1 - Fases da odontogénese (FRIED & GIBBS, 2014).

2.4 Rizdlise

A reabsorcdo fisioldgica do dente deciduo € um fendmeno natural do desenvolvimento
do sistema estomatognatico que guia a erupcdo dos dentes permanentes. Inicia-se
aproximadamente nos 3-6 anos de idade, sendo 0s incisivos centrais inferiores os primeiros
dentes a exfoliarem (LOURENCO & CONSOLARO, 1997). Todos 0s mecanismos e
componentes atuantes na reabsor¢édo dental fisioldgica ainda ndo estdo elucidados. Sabe-se que
a pressao de erupcao e as células do foliculo dentario do dente permanente em formacéo, como



19

também, o processo inflamatorio e a apoptose sdo eventos notados narizélise (SAHARA, 2001,
WANG et al., 2019; DOMON et al., 2008, RODRIGUES et al., 2009).

A polpa do dente deciduo desempenha fungbes importantes tanto no processo de
reabsorcdo quanto na mediacdo de mondcitos e macrofagos para a formacdo de osteoclastos
(YILDIRIM et al, 2008). AlteracGes morfoldgicas e vasculares com a presenca de mediadores
inflamatorios e células multinucleadas osteoclasticas iniciam a reabsor¢do dos tecidos duros
internamente e ao longo das raizes (ANGELOVA et al., 2004; SAHARA, 2001; WANG et al.,
2019). O processo de reabsorcéo radicular tem sido comparado com a remodelacdo 0ssea e seus
mediadores, como o receptor RANK (receptor-ativador do fator nuclear-B ligante) e os ligantes
RANKL e OPG (osteoprotegerina) (LOSSDORFER et al., 2002). Células-tronco do tecido
pulpar de dentes deciduos, em estudo de Zhu et al. (2013), mostraram a expressdo desse
receptor quando estdo em fase de exfoliacdo, podendo promover a osteoclastogénese e

reabsorcao dentaria.

2.5 Histologia pulpar

A polpa dentaria é um tecido conjuntivo frouxo que atribui a vitalidade, metabolismo e
homeostase do dente. Apresenta-se cercada por tecidos mineralizados e, juntamente com a
dentina, forma o complexo dentino-pulpar. Histologicamente, a polpa dentéria é composta por
celulas, incluindo fibroblasto, odontoblasto, célula-tronco mesenquimal (MSC) e célula
imunocompetente, vasos sanguineos e linfaticos, fibra neural e matriz extracelular. O tecido
pulpar organiza-se em camada odontoblastica, zona acelular e camada rica em células (NANCI,
2019). Figura 2 mostra a histologia do complexo dentino-pulpar.

Uma das principais células do tecido pulpar sdo os odontoblastos, células responsaveis
pela formacdo dentinaria. Assim sendo, distribuem-se na periferia deste tecido e apresentam
intima relacdo com a dentina com seus processos odontoblasticos inseridos nos tubulos
dentinatios (GOVORKO et al., 2010). Sua morfologia reflete sua atividade, podendo
apresentar-se como uma célula ativa com caracteristica alongada, nucleo basal e citoplasma
basofilico. J& os fibroblastos sdo as células mais abundantes da polpa dentéria, cuja fungéo é
produzir matriz extracelular constituida de colageno e substancia fundamental. As principais
fibras presentes na polpa dentaria sdo colageno tipo I e I1l. Assim como os odontoblastos, 0s
fibroblastos refletem sua atividade funcional morfologicamente, apresentando-se, em polpas
jovens, com citoplasma amplo e uma matriz com menos colageno. Em tecidos maduros,
tornam-se fusiformes ou achatados (NANCI, 2019). As MSC participam do processo de reparo

e renovacao do tecido pulpar, podendo diferenciar-se em outros constituintes celulares (ALT et
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al., 2019). Os macréfagos também constituem o tecido pulpar, auxiliando na remocao de células
mortas e eliminacdo de antigenos. Morfologicamente, os macrofagos apresentam-se como

células ovais ou alongadas com o ndcleo evidente (NANCI, 2019).
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Figura 2 - Constituintes da polpa dentaria mostrando camada odontobléastica e tecido conjuntivo (paine
direito). Aspectos histolégicos destacando os odontoblastos, nervo periférico e vasos capilares (painel
direito (NANCI et al., 2019).

A vascularizacdo e inervacdo do tecido pulpar acontece a partir do forame apical e
foranimas acessoérias, através de um feixe vasculo-nervoso, que estende-se até a regido
coronaria da polpa. Arteriolas encontram-se na regido central da polpa e ramificam-se até a
camada subodontobléstica, sendo o nimero de ramificagdes maior na regido coronal. O sistema
de vénulas possui didmetro similar as arteriolas, diferenciando-se pela parede mais delgada de
seus vasos (KATCHBURIAN & ARANA, 2017 ). Da mesma forma que o feixe vasculo-
nervoso, os vasos linfaticos adentram o tecido pulpar através do forame apical, apresentam-se
com paredes descontinuas e lumen ausente de células sanguineas (NANCI, 2019). Juntamente
com 0s vasos sanguineos aferentes, os feixes nervosos distribuem-se por toda a polpa e
ramificam-se até a camada subodontobléstica, chamada de Plexo de Raschkow, existente
somente na regido coronaria. Na regido radicular, ramos independentes saem dos feixes e

inervam areas adjacentes. A inervacao pulpar é composta por fibras mielinicas e amielinicas
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distribuida irregularmente, sendo as fibras mielinicas mais abundantes na por¢do radicular
(NANCI, 2019).

2.6 Cemento

O cemento € um tecido mineralizado que recobre as raizes dos dentes e, juntamente com
o ligamento periodontal e o osso alveolar, formam o periodonto. Apresenta-se como um tecido
avascular que nao passa por remodelacéo, sendo produzido pelo cementoblasto (YAMAMOTO
et al., 2016). Histologicamente, o cemento apresenta-se como acelular em sua deposic¢éo inicial
e é formado antes das fibras do ligamento periodontal no processo erruptivo. Ele é chamado de
acelular devido a disposi¢do dos cementoblastos na superfice desde tecido em formacéo.
Posteriormente, uma camada € depositada rapidamente e cementoblastos ficam aprisionados
em seu interior. A partir disso, essas células sdo chamadas de cementdcitos por terem atividade
reduzida. Fibras do ligamento periodontal inserem no cemento e ancoram-se no 0sso alveolar
formando as fibras de Sharpey (YAMAMOTO et al., 2016; ROSS & PAWLINA, 2001).

2.7 Ligamento periodontal

O ligamento periodontal é uma das estruturas que compde o tecido periodontal.
Histologicamente, apresenta-se como um tecido fibroso que conecta o cemento ao 0sso alveolar
promovendo fixacdo, suporte dentéario, participa do processo de remodelacdo Gssea e
propriocepcdo. Constitui-se por células de origem 0Ossea e do cemento, células epiteliais de
Mallassez, fibroblastos, células indiferenciadas, vasos sanguineos e feixes nervosos (ROSS &
PAWLINA, 2011; NANCI et al., 2019; KATCHBURIAN & ARANA, 2017).

O fibroblasto, assim como na polpa dentaria, tem como funcdo a producdo de fibras
colagenas e de matriz extracelular. O principal tipo de fibra sintetizada é o colageno tipo I,
podendo encontrar também os tipos Il e 1V. Essas fibras organizam-se de forma obliqua em
sua formacdo, a partir do foliculo dentario. Com o processo irruptivo do dente e a formacao da
crista do 0sso alveolar, o sentido das fibras do ligamento periodontal acompanham o dente até
a juncdo amelocementaria. Deste modo, grupos de fibras sdo classificadas em fibras da crista
alveolar, obliquas, fibras apicais, inter-radiculares e horizontais (NANCI, 2019). No processo
de formacgéo radicular ha o rompimento da bainha epitelial de Hertwig formando os restos
epiteliais de Malassez (OHSHIMA, 2008). Essas células dispdem-se em grupos entre as fibras
do ligamento periodontal e apresentam funcbes reparadoras do ligamento, como também

parecem estar envolvidos em patologias como tumores e cistos (KEINAN & COHEN., 2013).
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= Cemento

Figura 3 - Estruturas histoldgicas do ligamento periodontal mostrando os
restos epiteliais de Malassez proximos ao cemento (NANCI et al., 2008).

2.8 Células-tronco adulta de estruturas dentarias e associadas ao dente

A busca por possiveis fontes de células-tronco levou a descoberta de uma variedade de
dessas células, dentre elas as células-tronco de origem pulpar, primeira identificada e isolada
na cavidade bucal (GRONTHOS et al., 2000). Desde entdo, os tecidos do sistema
estomatognatico tornaram-se alvo de estudos e isolamento como as células-tronco de dente
deciduo (SHED) (MIURA et al., 2003), ligamento periodontal (SEO et al., 2004), foliculo
dentério (DFPC) (MORSCZECH ET et al., 2005), papila dentéaria (SCAP) (SONOYAMA et
al., 2006), osso alveolar (ABMSC) (MATSUBARA et al., 2005), gengiva (GMSC) (ZHANG
et al., 2009) e germe dentéario (TGPC) (IKEDA et al., 2008).
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Figura 4 - Células-tronco mesenquimais de dentes e tecidos associados
(SHARPE, 2016). Adaptada.

2.8.1 Células-tronco pulpar

As células-tronco pulpar e de tecidos associados representam populaces com diferentes
fendtipos e propriedades bioldgicas, como mostrado na Tabela 1. As células-tronco pulpar de
dentes permanentes (DPSC) foram identificadas e isoladas por Gronthos et al., (2000) em um
estudo utilizando terceiros molares com rizogénese completa (DPSC). Estas células
apresentaram alta capacidade clonogénica e de diferenciacdo em multiplas linhagens, como
ostegénica e neurogénica. Desde entdo, tem-se pesquisado seu potencial para regeneracdo do
complexo dentinho-pulpar in vitro e in vivo, obtendo a produgdo de osteodentina similar a
dentina de dentes humanos (GRONTHOQOS, et al., 2002). Outra populagéo identificada séo as
células-tronco de polpa de dente deciduo (SHED), isoladas por Miura et al. (2003),
apresentaram potencial de formacéo de osteodentina mais imatura quando comparada com a
formada pela DPSC, como também, diferenciagdo associada a tecidos neurais em
transplantacdo in vivo dessas células em cérebros de rato. As células-tronco originadas da papila
de dentes com formacdo radicular incompleta (SCAP) foram inicialmente isoladas por
Sonoyama et al., (2006). Neste estudo in vitro e in vivo, essas células formaram uma estrutura

vascularizada e com células similares aos odontoblastos.



24

2.8.2 Células-tronco de de estruturas associadas ao dente

O foliculo pericoronario € um tecido que circunda o dente no seu processo irruptivo.
Morsczeck et al (2005) estudou o isolamento e cultivo de suas células precursoras que
apresentaram capacidade proliferativa e de formacéo de tecido osteoide in vitro e in vivo. A
expressdo fenotipica de marcadores semelhantes a dos tecidos periodontais foi identificada,
sugerindo relacdo com a formacdo de cementoblastos, células do ligamento periodontal e
osteoblastos. As células-tronco do ligamento periodontal (PDLSC) participam do seu processo
de seu reparo e manutencéo. Seo et al (2004) estudou a expressdo génica destas células isoladas
a partir de terceiros molares e sua capacidade de regeneracdo in vivo usando ratos. Foi
observada a formacéo de tecido cementoide e estruturas semelhantes ao ligamento.

Tabela 1 - Caracterizacdo in vitro de células-tronco adulta em estruturas dentarias e associadas

Marcagéo DPSC SHED SCAP PDLSC DFPC
Positividade  CD9, CD10, CD10, CD13, CD13, CD9, CD10, CD9,
CD13, CD29, CD29, CD44, CD29, CD13 CD10,
CD44, CD56, CD73,CD90, CD44, CD29, CD13,
CD59, CDT71, CD105, CD56, CD44, CD29,
CD73, CD90, CD117, CD73, CD59, CD44,
CD105, CD106, CD146, CD90, CD73, CD59,
CD117,CD146, CD166, Oct- CD105, CD90, CD73,
CD166, CD271, 3,4, Sox2, CD106, CD105, CD90,
Oct-3,4, Sox2, Nanog, c- CD146, CD106, CD105,
Nanog, c-Myc, Myc, STRO- CD166, Oct- CD146, CD106,
KLF4, LIN28, 1, SSEA-3, 3,4, Sox2, c- CD166, Oct- CD166,
STRO-1, SSEA- SSEA-4, Myc, KLF4, 3,4, Sox2, CD271,
3, SSEA-4, TRA-1-60. STRO-1, Nanog, Oct-3,4,
TRA-1-60. SSEA-4. STRO-1, Sox2,
SSEA-4. Nanog,
STRO-1.
Potencial de  Adipo, neuro, Adipo, neuro, Adipo, Adipo, Adipo,
diferenciacdo odonto, osteo, odonto, osteo, neuro, odonto, neuro,
celular mio, endo, mio, endo, odonto, osteo, odonto,
condro, cardio,  condro. osteo, condro, osteo,
melano, hepato. condro, cemento. condro,
hepato endo,
hepato.

Adipo: adipogénico; cardio: cardiogénico; cemento: cementogénico; condro: condrogénico; endo: vascular;
hepato: hepatogénico; melano: melanogénico; mio: miogénico; neuro: neurogénico; odonto: odontogénico; osteo:
osteogénico (RODAS-JUNCO et al., 2017). Adaptado.
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2.9 Marcadores de células-tronco adulta
2.9.1 Proteinas de superficie celular
2.9.1.1 CD10

CD10 (Cluster of Differentiation, aglomerados de diferenciacdo) é uma glicoproteina
transmembranar codificada pelo gene MME e estudada no diagnostico de leucemia linfocitica.
Expressa-se em linfdcitos B, tecidos renal e nervoso, préstata, células géstricas e do colon.
Apresenta-se também na forma secretada exercendo atividade enzimatica regulando a acéo
fisioldgica de peptideos (MAGUER-SATTA et al., 2011).

No estudo das células-tronco adulta, 0 CD10 tem sido usado como marcador de superficie
celular em diversos tecidos. Na medula dssea e tecido adiposo (GALY et al., 1998; BUHRING
etal., 2007), esta proteina atua na diferenciacédo celular, como também, na maturacao de células
do sistema imune. (BENE, 2005). Ja sua acdo enzimatica mostrou envolvimento na manutencao
das células-tronco do tecido maméario (BACHELARD-CASCALES et al., 2010). Em tecido
dentério, Ferro et al. (2012) mostrou expressdo de CD10 apo6s diferenciagdo de células-tronco

de dente deciduo em cultura primaria.

2.9.1.2 CD44

CD44 é uma glicoproteina transmembranar, codificada pelo gene CD44, expressa pela
maioria dos tecidos do corpo. E uma molécula envolvida na interagio intercelular, mecanismo
de adesdo e migracdo. Apresenta-se com receptor do acido hialurénico, como também de
osteopontina, coldgeno e metaloproteinases. Nos tecidos normais, 0 CD44 participa da ativacao
linfocitéria e liberacdo de citocinas. Em patologias, foi observada sua expressdo em células-
tronco tumorais em cancer de mama e sua relacdo com vasos sanguineos e metéstase
(SENBANJO & CHELLAIAH, 2017). Em tecido pulpar, o CD44 mostra-se expresso em
estudos in vitro (GRONTHOS et al., 2000) e associado ao estado ativo de odontoblastos
(CHEN et al., 2013).

2.9.1.3 CD90

CD90 ou Thy-1 € uma glicoproteina de superficie celular codificada pelo gene THY-1
que participa da ades&o celular e na comunicacgéo de varios tipos de células, como endoteliais,
linfocitos T e células neurais. Dominici et al. (2006) estabelecem critérios de multipoténcia de
células-tronco de origem mesenquimal a partir de marcadores de superficie, dentre eles esta a

expressdao pelo CD90. Em tecido dentéario, este marcador vem sendo utilizado em estudos de



26

caracterizagdo fenotipica e imunoistoquimica de polpa de dentes permanentes (MACHADO et
al., 2016, BERNARDI et al., 2011).

2.9.2 Fatores de transcricao de pluripoténcia
2.9.2.1 Nanog e Oct-3,4

Nanog é um fator de transcri¢do codificado pelo gene NANOG que participa do processo
de proliferacdo e pluripoténcia de células-tronco embrionarias. Esta proteina pode interagir com
o série de proteinas Oct e bloquear a diferenciacdo celular mantendo sua pluripoténcia (YU et
al., 2018). Oct-3,4 codificado pelo gene POUSF1 regula as vias de diferenciacdo celular. E
fundamental no desenvolvimento embrionario e na manutengdo da pluripoténcia das células-
tronco. Além disso, € uma molécula estudada em processos de reprogramacdo de células
somaticas (BORTVIN et al., 2003). Em tecidos dentarios, estudos in vitro utilizando polpa de
dentes de rato mostraram a ausencia desses marcadores de pluripoténcia (NOZAKI & OHURA,
2011).

2.10 Remocao tecidual e cultivo primario de células-tronco pulpar

O primeiro cultivo primario de células-tronco pulpar foi feito por Gronthos et al., (2000)
apos seccdo cervical de dentes, remocdo e digestdo enzimatica do tecido pulpar. Desde entdo,
0s estudos in vitro das células-tronco de origem dentéria mostram variacdo metodoldgica na
obtencdo dessas células podendo ser lima endodéntica ou cureta (FERRO et al., 2014; TELLES
et al., 2016). O acesso ao tecido pulpar é por meio de disco de metal (KARAMZADEH et al.,
2012) ou brocas (ATARI et al., 2012). A cultura priméria € realizada pela digestdo enzimatica
ou por esfregaco tecidual em placa de Petri com meio de cultura a-MEM e suplementacao
(FERRUA et al., 2017). O estabelecimento da cultura priméaria de células-tronco do tecido
dentario e associados é desafiador diante do risco de sobreposicdo por outros tipos celulares
como fibroblastos (IDRIS et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:
Localizar topograficamente e caracterizar células-tronco mesenquimais na polpa
dentéria em dentes deciduo e permanente nas diversas fases do desenvolvimento e tecidos

associados.

3.2 Objetivos especificos:

Localizar topograficamente constituintes histoldgicos da polpa dentéria e tecidos
adjacentes, utilizando-se marcadores de superficie (CD10, CD44 e CD90) e de fatores de
transcricao de pluripoténcia (Oct-3,4 e Nanog);

Analisar a presenca de constituintes histoldgicos em diferentes métodos laboratoriais de

coleta de polpa dentéria.
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4 ARTIGO
DISTRIBUICAO DE CELULAS-TRONCO ADULTA HUMANA EM DIFERENTES
FASES DO DESENVOLVIMENTO DENTARIO: UMA ANALISE METODOLOGICA
DOS CONSTITUINTES HISTOLOGICOS

RESUMO

A perda tecidual e o restabelecimento de sua funcdo representam desafios na medicina
regenerativa. Uma subpopulacéo celular, as células-tronco adulta, sdo fundamentais no reparo
dos tecidos. Estas células possuem capacidade de autorrenovacdo e diferenciacgéo,
desempenhando fungdo importante no processo regenerativo dos diversos tecidos do
organismo. Estruturas dentarias tem se mostrado fontes promissoras dessas células pela
facilidade de acesso. A distribuicdo de células-tronco adulta nas estruturas dentérias ainda é
pouco conhecida. A remoc¢do da polpa dentaria para estudos laboratoriais ainda enfrenta
impasses metodoldgicos pela falta de padronizagdo de protocolos. O objetivo deste estudo foi
localizar topograficamente células-tronco adulta pulpar e de estruturas associadas ao dente nas
diversas fases de desenvolvimento e avaliar a eficacia de dois métodos de coleta tecidual.
Células-tronco adulta pulpar e de estruturas associadas foram identificadas por imunomarcacao
e expressdo génica em dentes deciduos e permanentes humano nas diversas fases do
desenvolvimento. Para o estudo topografico, foram obtidos 34 dentes, sendo 8 dentes deciduos,
11 dentes permanentes de &pice aberto, 5 dentes permanentes de &pice fechado e 10 foliculos
pericoronarios. Apos exodontia, os dentes foram descalcificados em solucdo de EDTA, pH 7.0
e recortados para andlise imunoistoquimica com anticorpos monoclonais CD10, CD44, CD90,
Nanog e Oct-3/4. Para estudo da expressdo génica, foram obtidos tecidos a fresco seguido de
sua remocdo por digestdo enzimatica com 3 mg/ml de colagenase tipo IV. A andlise da
preservacdo tecidual foi realizada a partir de 3 dentes permanentes de apice aberto seccionados
na regido amelocementéaria para remogdo da polpa dentéria por dois métodos: mecanico com
lima endoddntica e digestdo enzimética sem manipulacdo pulpar. Os resultados mostraram a
presenca diferencial de marcadores de células-tronco nos constituintes tecidual e topogréafico.
O CD44 foi expresso exclusivamente na camada odontoblastica da regido radicular de dentes
permanentes de apice aberto. Vasos capilares e nervos periféricos pulpares e de tecidos
associados expressaram CD90 como também em cementoblastos e fibra do ligamento
periodontal. Apenas fibroblastos localizados da papila dentaria mostraram-se positivos para
CD10, confirmados pela RT-PCR. Nenhuma expressdao foi observada por fatores
transcricionais de pluripoténcia Nanog e Oct-3/4. A digestdo enzimatica do tecido sem
manipulacdo mostrou-se mais eficaz na remocgédo dos constituintes celulares do tecido pulpar.
A manutencdo da camada odontoblastica mostrou-se comprometida pelo método mecanico.
Este estudo evidenciou distribuicdo topografica distinta de subpopulacdes de células-tronco
adulta nas diversas fases de desenvolvimento dentario. O dente permanente com rizogénese
incompleta parece ser uma fonte potencial de células-tronco adulta em estudos in vitro. A
escolha de métodos adequados na remocdo do tecido pulpar é essencial na preservacdo de
subpopulacdes de células-tronco pulpares, sendo a digestao enzimatica sem manipulagdo pulpar
mais eficaz do que o0 método mecanico.

Palavras-chave: Células-tronco adulta. Polpa dentéria. Ligamento periodontal. Foliculo
dentario. Imunoistoquimica. Métodos.
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ABSTRACT

Tissue loss and the reestablishment of its function is challenging in regenerative medicine. A
cellular subpopulation, called adult stem cells, is fundamental in tissue repair. These cells are
capable of self-renewal and differenciation, playing an important role in tissues regenerative
process in the whole organism. Dental structures are promising sources of these cells for easy
access. The distribution of adult stem cells in dental structures is still poorly understood. Dental
pulp removal for laboratory studies still faces methodological impasse due to the lack of
protocol standardization. The aim of this study was to topographically locate adult pulp stem
cells and from dental associated structures at various stages of dental development and to
evaluate the effectiveness of tissue collection methods. Adult pulp and dental associated tissues
stem cells were identified by immunostaining and gene expression in human deciduous and
permanent teeth at various stages of development. For the topographic study, 35 teeth were
obtained: 8 deciduous teeth, 12 open-apex permanent teeth, 5 closed-apex permanent teeth and
10 pericoronal follicles. After extraction, teeth were decalcified in pH 7.0 EDTA solution and
cut out for immunohistochemical analysis with CD10, CD44, CD90, Nanog and Oct-3/4
monoclonal antibodies. For gene expression study, fresh tissues were obtained by enzymatic
digestion with 3 mg/ml type IV collagenase. Tissue preservation analysis was performed in 3
open-apex permanent teeth sectioned in the cementoenamel junction. To remove dental pulp,
two methods were followed: mechanical removal with endodontic file or unhandled dental pulp
enzymatic digestion. The results showed differential presence of stem cell markers in dental
structures and topographic constituents. CD44 was expressed exclusively in odontoblastic layer
of open-apex permanent teeth at root region. Pulp and dental associated tissue capillary vessels
and peripheral nerves expressed CD90 as well as in cementoblasts and periodontal ligament
fibers. Only fibroblasts from dental papilla were positive for CD10, confirmed by RT-PCR. No
expression was observed by transcriptional pluripotency factors Nanog and Oct-3,4. unhandled
dental pulp enzymatic digestion was more effective in removing cellular constituents from
dental pulp. The maintenance of odontoblastic layer was compromised by mechanical method.
This study showed distinct topographic distribution of adult stem cell subpopulations in various
stages of dental development. Permanent teeth with incomplete rhizogenesis appear to be a
potential source of adult stem cells in in vitro studies. Choosing appropriate methods for dental
pulp removal is essential for preserving its stem cell subpopulations, and unhandled dental pulp
enzymatic digestion is more effective than mechanical method.

Keywords: Adult stem cell. Dental pulp. Periodontal ligament. Dental follicle.
Immunohistochemistry. Methods.
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4.1 INTRODUCAO

A perda tecidual representa um desafio fisiopatologico na reconstituicdo de 6rgdos e
tecidos. Seu reparo ocorre pela producéo de tecido conjuntivo fibroso, podendo comprometer
a arquitetura tecidual e a funcdo do 6rgdo afetado (GUTNER et al., 2008). A utilizacdo de
células-tronco adulta na medicina regenerativa surge como alternativa terapéutica na
reconstituicdo tecidual (MIYAGAWA et al., 2017; RAMIREZ et al., 2015).

Nas estruturas dentarias e associadas ao dente, a presenca de células-tronco foi
identificada na polpa de dentes permanentes (DPSC) e deciduos (SHED), ligamento periodontal
(PDLSC), foliculo pericoronario (DFPC) e papila dentaria (SCAP) (GRONTHOS et al., 2000;
MIURA, et al. 2003; SEO, et al., 2004.; MORSCZECK, et al., 2005; SONOYAMA et al.,
2006). A distribuicdo topogréafica das células-tronco nestas estruturasd, assim como a sua
presenca nas diversas fases de desenvolvimento dentério ainda é pouco conhecida. Nichos de
celulas-tronco adulta séo localizados proximos a vasos sanguineos e nervos na polpa dentaria
(MACHADO et al., 2016), assim como na camada odontoblastica de dentes permanentes
(CHEN et al., 2013). Estudos in vitro mostram a expressdo de marcadores de superficie celular,
como CD10, CD44 e CD90, e também de proteinas transcricionais Oct-3,4 e Nanog apos o
cultivo para estudo de sua capacidade de diferenciagdo (DEL ANGEL-MOSQUEDA et al.,
2015; NIEHAGE et al., 2016; LIMA et al., 2017).

O potencial regenerativo dessas células tem sido analisado em estudos in vitro. Métodos
padronizados para a remoc¢do da polpa dentéaria ainda ndo sdo bem estabelecidos. Em dentes
permanentes, 0 acesso ao tecido pulpar é feito pela seccéo cervical na juncdo amelocementéria
com broca (ATARI et al., 2012) ou disco de metal (KARAMZADEH et al., 2012). Métodos
mecanicos usando instrumentos como lima endodéntica, pinca (ATARI et al., 2012; FERRO
et al., 2014) ou cureta sdo utilizados para a remocdo da polpa dentaria em dentes deciduos
(TELLES et al., 2016). Estudos in vitro dessas células sdo estabelecidos a partir do cultivo de
framentos pulpares e por digestdo enzimatica pulpar apos sua remoc¢éo prévia do interior dos
dentes (KARAMZADEH et al., 2012; VINA-ALMUNIA et al., 2016). A eficiéncia na coleta
dos constituintes celulares da polpa dentéaria para o estabelecimento de cultura priméria ainda é
pouco explorada.

No presente estudo, as células-tronco adultas de origem dentéria e de estruturas
associadas serdo identificadas topograficamente nas diversas fases do desenvolvimento, assim
como sua expressao génica em tecidos a fresco nos diferentes métodos de coleta. Determinar a

localizagdo dessas células e a fase de desenvolvimento dentario adequada para sua coleta podera
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contribuir com a elaboracdo de protocolos para estudos in vitro e aplicagdo na odontologia

regenerativa.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencgdo da amostra
4.2.1.1 Dados clinicos

Foram coletados quarenta e quatro dentes higidos extraidos por indicagdo ortoddntica
apos aplicacdo do Consentimento Livre e Esclarecido e o Termo de Assentimento Livre e
Esclarecido para pacientes e responsaveis nas Clinicas de Cirurgia Bucomaxilofacial e Infantil
(Faculdade de Odontologia — UFG). Dentes com lesdes de carie, quebrados, restaurados ou
associados a alguma patologia foram excluidos da amostra. Os dentes foram classificados em
dentes deciduos, permanentes de apice aberto, permanentes de apice fechado, e foliculo
pericoronarios. Nos dentes deciduos, a média etaria dos pacientes foi 9,1 anos (8 a 10) e 0 sexo
predominante foi o feminino representando 70,0%. Os dentes unirradiculares compds 70%
deste grupo. Nos dentes permanentes de apice aberto, a média de idade foi de 17,6 anos,
variando de 15 a 20 anos. O sexo feminino foi predominante representando 56.3% do grupo.
No grupo de dentes permanentes de &pice fechado, a média étaria foi de 20,25 anos (18 a 22)
com predominancia do sexo masculino (57.1%). Nos foliculos pericoronérios, a idade média
foi de 17,8 anos (15 a 20), sendo removidos de participantes do sexo feminino. Todos os dentes

permanentes e foliculos pericoronarios eram birradiculares.

4.2.1.2 Dentes

Trinta e cinco dentes humanos higidos foram coletados nas Clinicas de Cirurgia
Bucomaxilofacial e Infantil da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias.
Previamente, foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os pacientes e
responsaveis. Os dentes foram agrupados em dentes deciduos, permanentes de apice aberto,
permanentes de apice fechado e foliculo pericoronério. Trinta e quatro dentes foram fixados em
formol a 10% por 24 horas, descalcificados em solucdo de EDTA, pH 7.0 por 6 meses em
agitacdo magnetica constante com trocas semanais da solucdo. Apds a exodontia, um dente
permanente de apice aberto foi seccionado na regido amelocementaria para remocéo do tecido
pulpar com lima endodo6ntica do tipo Hedstroen e fixado em formol a 10% (DENTSPLY,
EUA). Apos este processo, os dentes foram emblocados em parafina e recortados para a analise

imunoistoquimica e em hematoxilina e eosina.
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4.2.1.3 Tecidos a fresco

A remocéo tecidual foi feita em capela de fluxo laminar Classe 11, utilizando materiais
esterilizados. Nove dentes, imediatamente apds a exodontia, foram seccionados na regido
amelocementaria para acesso ao tecido pulpar. Um dos dentes permanentes de apice aberto teve
o0 tecido pulpar removido com lima endodéntia do tipo Hedstroen (DENTSPLY, EUA) e
armazenado em 400 pL de RNA later (AMBION, EUA) e mantido a -80°C. Tanto o fragmento
coronario, quanto as raizes foram inseridas em solucdo de colagenase tipo IV a 3 mg/ml em
meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO, EUA) com 400 uL de RNA later (AMBION, EUA) para
digestdo enzimatica. A solucdo com o dente foi mantida em agitacdo constante por 3h a
temperatura ambiente. Foi feita filtragem em filtro de 70 um (BD BIOSCIENCES, EUA) para
tubo falcon (BD BIOSCIENCES, EUA), centrifugacdo a 2500 rpm por 15 min, aspiracao do
sobrenadante e acrescido 200 uL de RNA later (AMBION, EUA), e mantido a -80°C para

estudo da expressdo génica. Figura 5 resume a coleta do tecido pulpar.

Seccdo cervical

A- Método mecanico B- Método enzimatico

e Digestdo enzimatica
| FE. -~

l |

Armazenamento

Figura 5 — Métodos de remogdo do tecido pulpar mecéanico e enziméatico. Acesso pulpar por
seccdo cervical na juncdo amelocementéria. A, método mecanico com lima endod6ntica do tipo
Hedstréen. Armazenamento da polpa dentaria em RNA later a -80°C. B, Método de digestdo
enzimatica sem manipulagdo pulpar: fragmentos dentarios imersos em solugdo 3 mg/mL de
colagenase tipo IV. Filtragem ecentrifugacdo com remogdo do sobrenadante e armazenamento
em RNA later a -80°C.
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A remocéo do ligamento periodontal e do foliculo pericoronéario de um dente foi feito
imediatamente apds a exodontia, utilizando cureta de dentina raspando os dois ter¢os apicais
da raiz, e com lamina de bisturi n® 15 para fragmentacao do foliculo pericoronario. Os tecidos
removidos foram colocados separadamente em tubo 1,5 mL, imerso em RNA Later (AMBION,
EUA) e armazenado a -80°C até o seu processamento para estudo da expressdo génica (Figura
6). Tabela 2 resume a distribuicdo dos dentes segundo grupos para etapas metodoldgicas.

Figura 6 — Remocéo e armazenamento dos tecidos associados ao dente. A e B, Remocao e fragmentacéo
com l&mina de bisturi n°15 do foliculo pericoronério. C, Coleta do ligamento periodontal do tergo médio
da raiz com cureta de dentina.

Tabela 2 — Distribuicdo dos grupos de estudo nos métodos utilizados

Grupos Imunohistoquimica RT-PCR
(n) (n)
Total 35 9
Dente deciduo 8 2
2 :
Apice fechado 5 2
Foliculo pericoronario 10 1

4.2.2 Imunoistoquimica

Os tecidos emblocados em parafina foram recortados com navalha de duplo corte (CL
STURKEY INC, EUA) em micrétomo rotativo (LEICA, Alemanha) em espessura de 3 um,
dispostos em laminas (SUPERFROST EXCELL, FISHERBRAND, EUA) e levados a estufa a
60°C por 20 min. Os cortes longitudinais foram desparafinados em banhos de xilol e reidratados
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em Aalcdois absoluto, 80%, 70%, e 50%. A recuperacdo antigénica seguiu conforme as
instrucGes do fabricante (Tabela 3). A peroxidase enddgena foi inibida em solugdo H.O> a 3%
(FISCHER SCIENTIFIC, USA) em metanol por 30 min, e os cortes foram demarcados com
caneta hidrofobica (DAKO, EUA). A incubacdo overnight, em cdmara umida, a 8°C, dos
anticorpos monoclonais priméarios (CD10, CD44, CD90, Nanog e Oct-3,4) seguiram as
titulacGes e especificacbes do fabricante (Tabela 3) como seus respectivos controles negativos.
Utilizou-se o sistema estreptavidina-biotina (BIOCARE MEDICAL, UK) para incubacdo do
anticorpo secundario. A revelacédo foi feita com diaminobenzidina (BIOCARE MEDICAL,
UK) e contra-coloragdo com hematoxilina.

A andlise das marcacgBes imunoistoquimicas das células foi feita conforme a proteina
por meio do sistema analisador de imagens interativo (AXIONVISION 3.1 CARL ZEISS,
Alemanha). A avaliacdo da distribuicdo dos marcadores foi realizada em toda a extensdo do
tecido, sendo que as células positivas apresentaram marcacdo na cor marrom. A analise
histoldgica foi feita por dois observadores (S.P.C. e E.F.V.) sobre a localizacdo das células

positivas dentro dos tecidos pulpar e associados ao dente.

Tabela 3 - Anticorpos primarios monoclonais nos testes imunoistoquimicos

Anticorpo primario Tipo Marca Titulacéo
CD10 Monoclonal BioCare Medical 1:200
CD44 Monoclonal Cell Signaling 1:200
CD90 Monoclonal Cell Signaling 1:200
Nanog Monoclonal Cell Signaling 1:100
Oct-3/4 Monoclonal Santa Cruz 1:5
4.2.3 RT-PCR

4.2.3.1 Desenho dos Primers

Para estudo da expresséo génica, foram confeccionadas sequéncias de nucleotideos para
0 gene MME. Inicialmente foi desenhado a sequéncia de nucleotideo no Site da Pubmed na
secdo Gene. Pela sequéncia codificadora do gene foram encontradas a regido entre dois exons,
ou seja, ATG (5”) e TAA (3°). O Primer deve conter entre 17 a 22 pares de bases, sendo de 50
a 60% composto por (G+C). O Primer 3’ deve terminar em G ou C, ou CG ou GC. Devido a
quebra das ligacBGes entre os amino&cidos, deve-se calcular a temperatura para ter como

referéncia de ponto 6timo de ativacdo da enzima Taq Polimerase (>69°C). Sendo: Tm = [2
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(A+T) + 4(G+C)]-5, em °C. Foi verificada a presenca de Hairpins (aminoacidos
complementares) e Self-dimer (aminoacidos complementares 3'e 5. Apds a selecdo das
sequéncias, foi verificada a compatibilidade e exclusividade da sequéncia para 0 gene no
BLAST, que deve ser proximo de 100%. O teste de alinhamento das sequéncias 3’ e 5’ no
BLAST, manteve PLUS/PLUS na 5’ e PLUS/MINUS na 3'. As sequéncias dos Primers 3’¢ 5’
(Tabela 4) foram construidas pela firma iDT (EUA). A sequéncia de nucleotideos dos genes
CD44 e THY1 foram utilizadas de Liu et al (2000).

Tabela 4 - Sequéncia de bases nitrogenadas em Primers desenhados

Gene Sequéncia de bases Produto de PCR

CD44 5" CAGATCGATTTGAATATAACCTGCCGC 600
3> AGGGATTCTGTCTGTGCTGTCGGTGAT

MME 5 GTGCCCAGCAGTCCAACTCATTGAAC 610
3’ CCCCATTTCTGTGGTGTTGGCAAGTC

NANOG 5 CTTCACCTATGCCTGTGATTTGTGGGC 701
3’CTGCAGTCCTGATGCAGTTCCAGC

POUSF1 5 GCTCCTGAAGCAGAAGAGGATCACC 457
3’ GAGGATTTTGAGGCTGCTGGGTCTC

THY1 5 CTGAGATCCCAGAACCATGAACCTGGC 507
3’ CACCAGTCACAGGGACATGAAATCCG

GAPDH 5 GGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC 972

3’ GAATTTGGCTACAGCAACAGGGTGGTG

4.2.3.2 Extracdo de RNA total

Foi utilizado o kit mirVana miRNA Isolation (INVITROGEN, EUA) para extragdo do
RNA total, seguindo as orientagdes do fabricante. Os tecidos armazenados em RNA Later
(AMBION, EUA) foram descongelados, removidos e colocados em 500 pL Tampao de lise e
levados a agitacdo a 4°C até a total dissolucéo tecidual. Foram adicionados 50 pL de solugdo
aditiva e agitado vigorosamente. A solucdo permaneceu por 10 min sobre o gelo. Foram
acrescentados 500 pL de Acido-fenol:Cloroférmio (INVITROGEN, EUA) e agitado
vigorosamente em vortex por 1 min. O lisado foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 min em

temperatura ambiente. A fase aquosa foi tranferida para um tubo novo e adicionado 1,25x
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volume da amostra de etanol a 100%. 700 pL da mistura foram pipetados em tubo coletor com
filtro e centrifugado 15 seg a 10.000 rpm . O liquido foi descartado e o procedimento foi
repetido até que toda a solucdo fosse filtrada. Foi acrescentado 700 pL de solucdo 1 e
centrifugado por 10 seg a 10.000 rpm. O liquido foi descartado e adicionados 500 pL de solugédo
de lavagem 2/3 foram adicionados e centrifugado por 10 seg a 10.000 rpm. Este dltimo
procedimento foi repetido e o liquido descartado. O tubo vazio foi centrifugado como
anteriormente por 1 min e seu filtro foi transferido para um novo tubo coletor. O RNA total foi
eluido em 100 pL de solucdo a 95°C e centrifugado por 30 seg por 10.000 rpm. O RNA total
extraido foi armazenado a -80°C.

4.2.3.3 RT-PCR

Os Primers desenhados foram padronizados (Figura 8), utilizando-se RNA total das
linhagens celulares SKmel 37 (gentilmente cedida pela Profa Lidia Andreu Guillo -
ICBII/UFG) e NCCIT (ATCC, EUA). O GAPDH foi utilizado como gene constitutivo. Para a
sintese de cDNA, foram utilizado 400 ng/pL de RNA total das linhagens Skmel 37 e NCCIT.
Foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (APPLIED BIOSYSTEMS,
EUA). O volume foi ajustado para 10 pL com agua nuclease-free e adicionado 10 pL de buffer,
totalizando 20 plL/reacdo. Os tubos foram levados ao termociclador (AMPLITHERM, EUA)
configurado 10 min a 25°C, 120 min a 37°C, 5 seg a 85°C. Para o PCR, foi utilizado o kit
Fermentas (LIFE SCIENCE, EUA). 38 pL de buffer, 10 uL de cDNA, como descrito
previamente, e 1 yL de primer 3’ e 5° foram adicionados em tubos Eppendorfs, totalizando 50
pL/reacdo. No termociclador (AMPLITHERM, EUA) foram estabelecidos 2 min a 95°C, 30
seg a 95°C, funcdo gradiente amplificando em 40 ciclos, 70°C em 1 min, 70°C a 5 min e hold
em 4°C. A funcdo gradiente do termociclador foi acessada pela adequar a diferenca de
temperatura da Taq Polimerase e de anelamento dos Primers de 60°C para o CD44 e GAPDH,
e 62°C para MME e THY-1.

4.2.3.4 Confeccéo do gel de agarose e eletroforese

A confeccdo gel de agarose seguiu-se em micro-ondas em poténcia méxima por 30 seg,
agitando a cada 10 seg. Ao atingir 60°C, foi acrescentado 1,2 pL de brometo de etidio (EtBr) e
dispensado em suporte com pente de 12 dentes. Apos 1h de condensacdo, os produtos de PCR
foram separados em gel de agarose a 1,2%. Foram utilizados a marca de peso molecular (Tracklt
1Kb Plus DNA Ladder, INVITROGEN, EUA), solugédo de corrida (INVITROGEN, EUA),
Tris-Borato-EDTA (TBE) a 1,0% e 15 pL da amostra confeccionada no PCR. Cada amostra foi
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dispensada no gel de agarose sob 130 V em uma cuba com tampéo de Tris-Borato-EDTA a 1%
por 30 min. A andlise do gel foi por meio de sua exposicdo a luz ultravioleta no transiluminador
e fotodocumentador (TRANSILLUMINATOR L-PIX EX, LOCCUS).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Imunomarcacéo de células-tronco na polpa dentéria e de estruturas associadas

A Tabela 5 mostra a expressao diferencial dos marcadores CD10, CD44, CD90, Nanog
e Oct-3,4 nos componentes celulares da polpa dentéria, ligamento periodontal e foliculo
pericoronario. A papila dentéria e as fibras coldgenas no tecido pulpar apresentaram expressdo
livre da proteina CD10. A presena de CD10 foi observada apenas no citoplasma de fibroblastos
da papila dentaria. A proteina CD44 foi expressa apenas na camada odontoblastica da regido
radicular. Estruturas vasculares, neurais, cementoblastos e fibras colagenas periodontais

expressaram a proteina CD90 (Figura 7).

Tabela 5 - Expressao dos marcadores de células-tronco pulpar e de tecidos associados

CD10 CD44 CD90
Odontoblasto - +* -
Vasos sanguineos - - +
Fibras colagenas pulpares + - -
Papila dentaria + - -
Nervos - - +
Cementoblastos - - +
Fibras col&genas periodontais - - +

*camada odontoblastica radicular

4.3.2 Expressdo diferencial dos marcadores de células-tronco nas diversas fases do
desenvolvimento dentério e estruturas periodontais

O dente deciduo apresentou marcacdo de estruturas vasculares e neurais no interior do
tecido pulpar pelo CD90 e marcacéo livre de CD10 no tecido pulpar. Nos dentes permanentes
de &pice aberto observou-se a marcacao livre do CD10 nos tecidos pulpar e conjuntivo da papila
dentaria. Células da camada odontobléastica radicular apresentaram positividade para o CD44.
Vasos, nervos, cementoblastos e fibras colagenas do ligamento periodontal expressaram CD90.
Os dentes permanentes de apice fechado mostraram marcacdo livre do CD10 no tecido pulpar
e expressdao de CD90 em feixes vasculo-nervosos, cementoblastos e fibras do ligamento
periodontal. O foliculo periconario apresentou marcacao vascular pelo CD90, confirmado pela
analise da expressao génica (Figuras 7 e 9).
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4.3.3 Eficacia de método de digestdo enzimatica sem manipulacdo pulpar

A digestdo enzimatica apresentou superexpressao do gene CD44 em comparagdo ao
tecido pulpar removido com lima endodéntica (Figura 10). A remocdo mecanica da polpa
dentaria proporcionou a coleta parcial dos constituintes celulares, como mostrado na figura 11.
A marcacdo imunohistoquimica pelo CD44 mostra o remanescente celular da camada
odontobléstica apos a remocao tecidual (Figura 11).
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“l.t' [ A

Figura 7 - Expressdo de marcadores de células-tronco CD10, CD44 e CD90 na polpa dentéria e estruturas associadas ao dente. A, Expressdo livre
de CD10 entre as fibras colédgenas da polpa dentéria. B, Fibroblastos CD10-positivos da papila dentaria (seta). C, Marcacdo diferncial de
odontoblastos CD44-positivos na polpa dentaria em desenvolvimento. Vasos capilares e nervo periférico CD90-positivos. E, Fibras colagenas do

ligamento periodontal e cementoblastos CD90-positivos e auséncia de marcacdo nos restos epiteliais de Malassez. F, Capilares de foliculos
pericoronarios CD90-positivos.
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Figura 8 — Padronizacéo dos Primers de genes CD44, MME, THY1
e GAPDH na linhagem SKmel 37.
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Figura 10 — Expressdo diferencial do
gene CD44 entre 0s métodos mecanico
e enzimatico de remocgdo pulpar.
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Figura 11 — Remocdo parcial de constituintes teciduais
pelo método mecénico. A, Camada odontoblastica
parcialmente removida (H&E). B, Odontoblastos
CD44-positivos remanescentes (seta)
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4.4 DISCUSSAO

Na odontologia, a utilizacdo de células-tronco adulta derivadas de tecidos dentarios é
promissora na regeneracdo de regifes anatdmicas e de estruturas dentarias. A escassez de
informacao sobre a distribuicéo histologica e a caracterizacéo fenotipica dessas células dificulta
sua aplicacdo em estudos in vitro e pré-clinicos. Este € um estudo pioneiro que identifica e
mostra a distribuicdo topografica diferencial e caracterizagcdo génica de subpopulacdes de
celulas-tronco adulta em tecidos dentarios.

Neste estudo, diferentes subpopulac@es de células-tronco adulta foram identificadas e
localizadas nos diversos constituintes dentarios. O marcador de multipoténcia CD44 foi
exclusivo de odontoblastos, distribuindo-se conforme sua fases do desenvolvimento e
topografia. A expressdo de CD44 foi observada apenas em odontoblastos de dentes com
rizogénese incompleta na sua porcdo radicular, sugerindo participacdo neste processo de
desenvolvimento. Estes resultados corroboram com o estudo imunohistoquimico de Chen et al.
(2013). Interessantemente, no presente estudo, observou-se auséncia de expressdo do CD44 em
odontoblastos da porcao coronaria, coincidindo com a regido da juncdo amelocementéria neste
grupo de dentes. Do mesmo modo, nenhuma marcacdo desta proteina foi observada em
odontoblastos localizados em dentes deciduos e permanentes de apice fechado, sugerindo
subexpressdo desta proteina nas fases de esfoliagdo e final de desenvolvimento,
respectivamente. Estes dados contrastam com o0s apresentados por Shetty et al. (2018), que
encontraram expressdo de CD44 em odontoblastos de dentes deciduos. Da mesma maneira, a
auséncia de CD44 foi notada em foliculos pericoronarios, divergindo dos resultados de Angiero
et al. (2012). Sabe-se que processos patoldgicos iniciais em dentes impactados induzem a
proliferacdo do epitélio reduzido do 6rgdo do esmalte, formando o cisto dentigero (BILODEAU
& COLLINS, 2017). Neste sentido, Srinath et al. (2014) mostraram a expresséo deste marcador
de multipoténcia no epitélio de revestimento de cistos dentigeros.

O CD44 ¢é uma glicoproteina transmembranar envolvida nos processos de adesdo e
migracdo celular, como também no ciclo celular e metabolismo do &cido hialurénico na
embriogenese (SPICER et al., 2004). A sua expressdo foi descrita nas diversas fases
embrionarias da odontogénese desde a lamina dentaria, estrato intermediario e epitélio interno
do érgdo do esmalte, estando ausente nas células da papila dentéria e foliculo dentario de ratos
(YU & TOOLE, 1997). No presente trabalho, a expressédo diferencial do CD44 nos tecidos
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dentérios sugere origem epitelial de odontoblastos a partir de célula-tronco derivadas do epitélio
interno do 6rgdo do esmalte.

Neste estudo, 0 CD90 mostrou-se expresso em diversas estruturas do tecido dentario,
incluindo vasos capilares, nervo periférico, fibras colagenas do ligamento periodontal e
cementoblastos independente da fase do desenvolvimento. Machado et al. (2016) relatam
resultados semelhantes em vasos e nervos da polpa dentéria e parecem estar associados a nichos
perivasculares de células-tronco adulta no tecido pulpar (SCADDEN et al., 2006). Na
odontogénese, estudos com embrifes de ratos em desenvolvimento mostram positividade do
CD90 na crista neural, indicando origem neuroectodérmica (TAKASHIMA et al., 2007).
Interessantemente, no presente trabalho, a positividade diferencial do CD90 nas fibras
cologenas do ligamento periodontal e polpa dentaria sugerem plasticidade tecidual nas zonas
autorreguladoras na manutencdo do espaco funcional da articulacdo (LIN et al., 2017). Da
mesma maneira, Torii et al. (2014), mostraram o potencial cementogénico in vitro de celulas
CD90 positivas derivadas ligamento periodontal.

A atividade enzimética do CD10 durante o desenvolvimento tecidual tem sido descrita
na organogénese e na producdo de moléculas como neurotransmissores no sistema nervoso
(FAA et al., 2011; HELISAMI et al., 2004). Na odontogénese, ainda ndo ha estudos da sua
participacdo no desenvolvimento dentario. O CD10 é uma glicoproteina transmembranar
atuante nos mecanismos de proliferacéo e diferenciacéo celular em tecidos normais. Sua forma
secretada é responsavel pela ativacdo e inativacdo de diversos peptideos importantes na
regulacao fisioldgica do ambiente extracelular (MAGUER-SATTA et al., 2011). No presente
estudo, 0 CD10 mostrou-se expresso em sua forma livre na polpa dentaria e no citoplasma de
fibroblastos da papila dentéria, sugerindo sua participagdo na manutencdo tecidual e no
desenvolvimento radicular. Da mesma maneira, a expressdo do CD10 foi observada em células-
tronco pulpar de dentes deciduos (FERRO et al., 2012). Estudos futuros sdo necessarios para
elucidar o papel dessa proteina na multipoténcia de fibroblastos progenitores e na fisiologia
pulpar.

A expressdo dos fatores de transcricdo de pluripoténcia Oct-3,4 e Nanog é essencial no
processo de manutencédo do estado indiferenciado de células-tronco. O presente estudo mostrou
auséncia da sua expressdo nos tecidos dentarios independente do estagio de desenvolvimento.
A falta de expressdo génica desses marcadores foi também observada em estudos in vitro
utilizando polpa dentéaria de ratos, concordando com o presente estudo (NOZAKI & OHURA,
2011).
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A distribuigdo de subpopulages de células-tronco pulpar e em tecidos associados ainda
é pouco explorada. Este € um estudo pioneiro na localizacdo topogréafica de células-tronco
adulta da polpa dentaria contrastando com dois métodos de coleta a fresco. O método de
digestdo enzimatica mostrou-se mais eficaz na obtencdo de subpopulacdes de células-tronco da
polpa dentéria que o método mecéanico com lima endoddntica. Histologicamente, a manutencéo
da camada odontoblastica foi comprometida com o metodo mecénico, confirmado pela baixa
expressdo do gene CD44. Estudos in vitro mostraram maior capacidade proliferativa e de
diferenciacdo de células-tronco pulpar obtidas por digestdo enzimatica (KARAMZADEH et
al., 2012; VINA-ALMUNIA et al., 2016). Com isso, a definicdo de métodos adequados é
fundamental na utilizacdo células-tronco adulta pulpares e sua potencial aplicacdo clinica na
odontologia regenerativa. Deste modo, a digestdo enzimatica do tecido pulpar sem remocéo

mecanica pode ser uma op¢do metodoldgica em estudos de subpopulac@es de células-tronco.
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4.5 CONCLUSAO

A identificacdo topografica e a obtencéo de células-tronco adulta em tecidos dentarios
ainda € pouco conhecida. No presente estudo, marcadores de multipoténcia identificaram
subpopulacdes de células-tronco adulta distribuidas distintamente nos tecidos dentarios nas
diversas fases de desenvolvimento. O dente permanente com rizogénese incompleta parece ser
uma fonte potencial de células-tronco adulta em estudos in vitro. A escolha de métodos
adequados na remocéo do tecido pulpar sdo essenciais na preservacdo de subpopulacdes de

células-tronco pulpares, sendo a digestdo enzimatica a mais eficaz.
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