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RESUMO:

A polpa do dente contém uma populacdo de células-tronco
multipotentes, que possuem a capacidade de se diferenciar em varias
linhagens celulares distintas, in vitro e in vivo. Estas células possuem origem
mesenquimal e, acredita-se que sejam derivadas da crista neural. Elas
podem ser induzidas a se diferenciar em células de osso, cartilagem,
musculo liso e esquelético. H& trabalhos também que descrevem a
diferenciacdo neural destas células, com base principalmente em
caracterizacdes morfoldgica e protéica.

Contudo, um numero crescente de dados sugere que a diferenciacdo
neural de células de origem mesenquimal, pode, na verdade, ser um artefato
de cultura. Neste contexto, se torna de grande importancia introduzir nos
estudos medidas de eletrofisiologia que possam confirmar a identidade
neural destas células.

Nosso objetivo foi isolar e caracterizar células-tronco de polpa de
dente deciduo humano (IDPSC), verificando se as mesmas poderiam
configurar um bom modelo para estudo da diferenciagdo neural in vitro. No
presente trabalho, nés descrevemos uma populacdo de IDPSCs
indiferenciadas capazes de se diferenciar em adipdcitos e ostedcitos in vitro.

Quando tratadas com acido retindico as IDPSC exibiram morfologia
semelhante a de células neurais, além de apresentar expressao de proteinas
neurais e disparar potencial de acdo. Porém, curiosamente, as células sem
tratamento também expressam esses marcadores e apresentam resposta

eletrofisioldgica, limitando a interpretacdo acerca do valor que o tratamento



teria na promocdo da diferenciacdo neural e, consequentemente,
restringindo a utilizacdo das mesmas como modelo de estudo da
diferenciagcao neural in vitro.

Apesar de a questdo acerca da capacidade das IDPSCs em se
diferenciar para neurdnios permanecer nao respondida, as IDPSCs foram
capazes de direcionar a diferenciacdo neural de células-tronco embrionarias
em ensaios de co-cultura. Estes resultados reforcam trabalhos prévios que
mostram que as células-tronco de polpa de dente podem ser boas

candidatas para terapia celular.

Palavras-chave: Células-tronco de polpa de dente deciduo; caracterizacao;

diferenciacéo neural



ABSTRACT:

Post-natal stem cells have been isolated from a multiple source of
tissues, as bone marrow, brain, skin, hair follicle and muscle. Many works
have shown that these cells exhibit plasticity higher than the first believed
and are able to transdifferentiate into cells from other germ layer origin.

From dental pulp tissue is possible to isolate a population of
multipotent stem cell which have mesenchymal origin and are supposed to
be derived from neural crest. They can be induced to differentiate into
mesodermal cell types, like chondrocyte, osteocyte and adipocyte. It has
been also reported that they are able to transdifferentiate into neural cells.

However, increasing data suggests that neural transdifferentiation of
cells from mesenchymal origin, actually, may be an artifact of culture, due to
cellular stress, for example. In front of this, it becomes of great importance to
show that the expected differentiated cells exhibit functional responses, by
the investigation of electrophysiological properties.

Here we describe a population of undifferentiated human dental pulp
stem cell that can be induced to differentiate into adipocytes and osteocytes
in vitro. When treated with retinoic acid they showed neural cell like
morphology, expressed neural markers and were able to fire action
potentials. However, curiously, undifferentiated cells also exhibited the same
responses, limiting the interpretation of neural treatment effect and, therefore,
restricting the use of IDPSCs as a model for neural differentiation in vitro.

Although the question of whether or not DPSC are able to become a

neuron remains unsolved, these cells were able to direct neural



differentiation of embryonic stem cells in co-culture assays. These findings in
conjunction with previous works which shows DPSCs can exercise
neuroprotective and neurotrophic effects indicate they may be a feasible

candidate for cellular therapy.

Keywords: Dental pulp stem cells; characterization; neural differentiation



INTRODUCAO



INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1 Células-tronco: definicé&o e origens

Células-tronco séo células indiferenciadas, que ndo possuem ainda
as caracteristicas especificas de células de um tecido maduro, sendo
dotadas de grande capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo para
multiplas linhagens quando estimuladas corretamente (Barry, 2003; Hoffman
e Carpenter, 2006).

Elas podem ser classificadas em trés tipos: embrionarias,
germinativas ou somaticas. Células-tronco embrionarias, por exemplo, sédo
encontradas na massa celular interna do embrido no estagio de blastocisto
(Thomson et al., 1998), enquanto células-tronco somaticas sdo encontradas
em tecidos ja desenvolvidos do feto, ou do recém nascido, juvenil ou adulto
(Serakinci E Keith, 2006; Geuna et al.,, 2001). Ja as células-tronco
germinativas vao dar origem aos gametas (Johnson et al., 2003).

Outra forma de caracterizacao de tais células é pelo seu potencial de
dar origem a um ou mais tipos de progénie especializada (Krabbe et al.,
2005). As células-tronco podem apresentar estados diferentes de
potencialidade, incluindo a totipotencialidade do zigoto, a pluripotencialidade
de uma célula-tronco embrionaria, a multipotencialidade de células-tronco
fetais ou de tecido adulto e a unipotencialidade de um tipo celular especifico,
como das células-tronco da epiderme (Krabbe, 2005; Serakinci e Keith,

2006).
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Células-tronco adultas estdo presentes na maioria dos tecidos, sendo
responsaveis pela reposicado das células destes ao longo de toda vida. Elas
se dividem promovendo a manutencdo de seu nhimero, a0 mesmo tempo em
que dao origem a células comprometidas em se diferenciar em células de
tecidos e oOrgdos especificos (Serakinci e Keith, 2006). Células-tronco
adultas ja foram isoladas de vérias fontes, incluindo sistema nervoso central,
medula 6ssea, tecido neural, pele, retina e polpa dental (Harada et al., 1999;
Fuchs e Segre, 2000; Bianco et al.,2001; Blau et al.,2001; Gronthos et al.,
2000, Gronthos et al., 2002).

Acreditava-se que estes tipos celulares se diferenciavam
preferencialmente para células maduras do tecido do qual se originaram, por
estarem ja determinadas a isso, ndo sendo capazes de gerar células
derivadas de outro folheto embrionario (Wagers and Weissman, 2004).
Estudos tém mostrado, entretanto, que ao menos uma pequena parcela
destas pode originar células de diferentes linhagens embrionéarias (Wagers

and Weissman, 2004; Serakinci, 2006).

1.2 Células-tronco de polpa de dente deciduo:

Recentemente observou-se que a polpa do dente contém uma
populacao de células-tronco multipotentes, que possuem a capacidade de se
diferenciar em vérias linhagens celulares distintas in vitro, como
odontoblastos e adipdcitos (Gronthos et al.,2000; Gronthos et al., 2002;
Miura et al.,, 2003; Kerkis et al., 2007), além de serem capazes de se

diferenciar para odontoblastos e direcionar a formacdo de um complexo
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semelhante a dentina quando transplantadas para camundongos
imunocomprometidos (Gronthos et al., 2002).

Gronthos e colaboradores (2000) foram os primeiros a isolar e
expandir células progenitoras odontogénicas de uma populacédo de polpa de
dente humano in vitro de adultos entre 19 e 29 anos, verificando que elas
eram capazes de autorenovagao e diferenciacdo, in vitro e in vivo,
designando-as de DPSC (do inglés Dental Pulp Stem Cell- células-tronco de
polpa de dente de leite). Trabalhos prévios ja tinham sido conduzidos com
relacdo ao potencial odontogénico das células de polpa (Couble et al., 2000;
Shiba et al., 1995; Kuo et al., 1992; Tsukamoto et al., 1992), sem, contudo
se chegar a uma populacéo de células tronco.

Também se verificou que tais células mantinham uma alta taxa de
proliferacdo mesmo apds subcultura extensiva e que compartilhavam
diversos marcadores com células derivadas da medula 6ssea, como CD146;
a-actina de musculo liso; fosfatase alcalina; colageno tipo |, osteonectina;
osteopontina; osteocalcina; colageno tipo Ill e fator de crescimento do
fibroblasto II. Nado houve deteccdo de marcadores hematopoéticos (CD14;
CDA45; CD34) (Gronthos et al., 2000).

Posteriormente, foram realizados experimentos com células-tronco
provenientes da polpa de dente deciduo humano esfoliado, obtidos de
criangas de seis a dez anos, sendo tais células designadas SHED (Stem
cells from human_exfoliated deciduous teeth) (Miura et al., 2003). Segundo
os autores deste trabalho, ha diferencas significantes entre a biologia de
dentes deciduos daqueles permanentes, utilizados nos trabalhos anteriores

(Gronthos et al., 2000 e Gronthos et al., 2002), que estao refletidas no cultivo

4
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de células de polpa do dente provenientes destas duas fontes. Eles
defendem que as SHED aparentemente representam uma populacdo de
células multipotentes que se encontram num estagio de maior imaturidade
gue aquele verificado para as DPSCs.

Ambas as linhagens, DPSC e SHED, expressam marcadores de
células neurais (Gronthos et al., 2002; Miura et al., 2003), o que pode estar
relacionado a origem mesenquimal, derivada da crista neural, que se
acredita que tais células possuam. A crista neural tem um papel fundamental
no desenvolvimento embrionario, originando uma variedade de tipos
celulares, como células neurais, pigmentares, de mausculo liso, tecido
cartilaginoso craniofacial e osso (LaBonne e Bronner-Fraser, 1999; Erickson
e Reedy, 1998). Em um trabalho recente, Sophie Thomas e colaboradores
(2008) isolaram células de crista neural de embriées humanos e verificaram
que as mesmas apresentam morfologia semelhante a de fibroblasto, o que
também se verifica para as células-tronco da polpa, e que apresentam
marcadores de células-tronco embrionarias.

Mais recentemente, Kerkis e colaboradores (2007) conseguiram isolar
uma populacdo de células-tronco derivadas da polpa de dente deciduo que
expressam o0s marcadores OCT4, SSEA-3; SSEA-4; bem como o0s
marcadores de células-tronco mesenquimais SH-2, SH-3 e SH-4 (Benvenuti
et al., 2006; Krabbe et al., 2005). Os autores deste trabalho argumentam que
a diferenca de pureza da populacdo encontrada entre as SHED e estas
células, e o grau de maturidade que as duas linhagens apresentam leva-os a
acreditar que ndo se trata das mesmas células. Esta nova populacdo de

células foi designada IDPSC (Immature Dental Pulp Stem Cell). As IDPSCs

5
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sdo capazes de se diferenciar in vitro para cartilagem, musculo liso e
esquelético e osso quando devidamente estimuladas (Kerkis et al., 2007).

Alguns trabalhos investigaram a capacidade destas células em se
diferenciar em células neurais (Gronthos et al., 2002; Miura et al., 2003;
Kerkis et al., 2007; Arthur et al.,, 2008). Porém, na maioria destes a
caracterizacdo das células apos tratamento indutor foi feita com base na
morfologia e expressdo de proteinas neurais, assim como a maioria dos
trabalhos envolvidos na diferenciagdo neural de células tronco
mesenquimais (Raff, 2003).

Contudo, um numero crescente de dados sugere que a
transdiferenciacédo de células de origem mesenquimal pode, na verdade, ser
um artefato de cultura, causado, por exemplo, por estresse celular e que,
apesar de exibirem morfologia e proteinas tipicas do trato neural, a
transformacado celular ndo ocorreu de fato (Bertani et al., 2005; Croft e
Przyborsky, 2006). Nesse contexto, tornam-se necessarios experimentos
adicionais que possam esclarecer a identidade das células supostamente
diferenciadas para o trato neural, como o0s experimentos de eletrofisiologia
celular.

Neste trabalho nés descrevemos uma populacéo de ceélulas-tronco de
polpa de dente deciduo (IDPSCs) indiferenciadas que expressam genes
relacionados a importantes caracteristicas de ceélulas-tronco embrionarias,
como OCT-4 e NANOG (Pesce e Scholer, 2001; Chambers et al., 2003).
Contudo, nossos dados sugerem gque tais marcadores ndo devem conferir

pluripoténcia as IDPSCs.



INTRODUCAO

Estas células foram capazes de se diferenciar para adipocitos e
ostedcitos in vitro. Nao obstante, quando tratadas com acido retindico (RA),
as IDPSCs exibiram morfologia semelhante a de células neurais,
apresentaram expressdo dos marcadores neurais NESTINA e Blll-
TUBULINA e foram capazes de disparar potencial de agao.

Estes resultados, entretanto, devem ser interpretados com cautela,
uma vez que as células indiferenciadas também expressam tais marcadores
e foram igualmente capazes de disparar potencial de acdo, comprometendo
a interpretacdo acerca da efetividade do tratamento em promover a
diferenciacdo neural. Esses achados dificultam o emprego destas células
para estudo da diferenciacdo neural in vitro, uma vez que as células
indiferenciadas ja apresentam caracteristicas de células excitaveis.

Esses resultados, contudo, ndo comprometem o emprego dessas
células para terapia celular. Observamos que quando cultivadas em co-
cultura com células-tronco embrionarias (CTEs) humanas, as IDPSCs foram
capazes de induzir a diferenciacao neural destas ultimas.

A capacidade neurogénica das IDPSCs vai de encontro ao observado
por Huang e colaboradores (2008). Ao implantar DPSC de Rhesus
indiferenciadas na regido do hipocampo de camundongos o0s autores
verificaram que tais células eram capazes de promover uma modulagédo do
microambiente do transplante, levando a migracdo e maturacédo de células-
tronco neurais endogenas. Tais resultados colocam as IDPSCs como
candidatas ao uso para terapia celular, com enfoque para reparos no
sistema nervoso e reforcam a necessidade de prosseguir os estudos com

tais células.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

A capacidade de diferenciacdo neural de células-tronco
mesenquimais (MSCs) e, dentre elas, de células da polpa de dente deciduo,
€ uma area atraente, porém controversa e com Vvarios pontos ainda néo
elucidados, de forma que o objetivo do presente trabalho foi estabelecer
linhagens células-tronco de polpa de dente deciduo e verificar se as mesmas
poderiam se configurar como um bom modelo in vitro de diferenciagéo

neural.

2.2 Especificos:

l. Estabelecer a cultura de linhagens de células-tronco de polpa de

dentes deciduos humanos e promover sua caracterizacao;

Il. Testar protocolos de inducéo da diferenciacéo neural, verificando se as
células sdo capazes de se diferenciar, exibindo morfologia, proteinas e

resposta funcional, tipicas do trato neural;

II. Verificar se as células-tronco de polpa de dente deciduo séo capazes

de induzir a diferenciacao neural de outros tipos celulares.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1 Obtencéo e cultivo de IDPSCs.

3.1.1 Extragéo de IDPSCs:

Dentes deciduos de criancas de 5-6 anos foram extraidos e usados
com o consentimento dos responsaveis pelos pacientes, no consultério da
Dra. Silvia Nadalini e em conformidade com o Comité de Etica em pesquisas
com seres humanos, do Instituto de Biociéncias, USP-SP (protocolo
n°026/2004).

A polpa dos dentes foi isolada gentilmente, pela remocdo da parte
apical do dente com bisturi, sendo posteriormente lavada duas vezes em
solucéo salina de fosfato estéril (PBS, 0,01M, pH 7.4), suplementada com os
antibidticos penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100ug/ mL).

A polpa foi entdo transferida sem dissociacéo para uma placa de petri
de 35cm? de diametro (Corning, NY) em meio DMEM/F12 (Dulbecco’s
modified Eagle’s Médium/ Ham’s F12, 1:1; Invitrogen) suplementado com
15% de soro fetal bovino (FBS, Hyclone), 100U/mL de penicilina e 100ug/mL
de estreptomicina (Invitrogen), 2mM de glutamina e 2mM de aminoacidos
nao essenciais (Invitrogen).

A polpa foi aberta para exposicdo do cerne com uso de agulha de
seringa hipodérmica e a placa foi mantida sem manuseio por cerca de trés
semanas. Decorrido este tempo, as células ja haviam tomado cerca de 50%

da placa e o meio foi trocado até que a confluéncia de 70% fosse atingida.
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Conseguimos estabelecer duas linhagens, que foram denominadas PDL1 e

PDL2.

Além dos objetivos iniciais, as células de polpa foram utilizadas como
camada de feeder de células-tronco embrionarias. Para tanto, apos
atingirem 70% de confluéncia na garrafa, foram irradiadas durante 10
minutos, com uma intensidade de 40Gy , no IPEN (Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares).

3.1.2 Cultura de IDPSCs:

Cerca de 10° células/ml foram semeadas em garrafas de cultura
celular de 25cm? e incubadas em estufa a 37°C em 5% de CO, e alta
umidade. A cultura foi mantida na garrafa até atingir a confluéncia de, no
maximo, 70% para evitar a ocorréncia de diferenciacdo. A troca de meio se
deu a cada 48 horas. O meio utilizado, neste caso, apresentou a mesma
composicao daquele ja descrito acima. Para as passagens, as células foram
lavadas em PBS e tratadas com solugdo de tripsina/EDTA 0,05%
(Invitrogen), em seguida, houve adicdo de meio com soro, para inativagao da
enzima em questdo. As células foram entdo centrifugadas a 1000 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente.

Para congelamento, apo0s centrifugacdo, as células foram
ressuspensas em meio composto por DMEM/F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA)
suplementado com 20% de FBS (Hyclone) e 10% de DMSO (Sigma) e

mantidas em freezer a 70°C negativos ou em tanque de nitrogénio liquido.
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Para descongelamento, as células foram colocadas em banho-maria a
37°C até que descongelassem, sendo em seguida transferidas para tubos
previamente preparados com o meio de cultura das células indiferenciadas
aguecido a 37°C. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1000 rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente e semeadas em placas ou garrafas de

cultura aderentes (Corning).

3.2 Culturade CTEs:

Para obtencdo de RNA, usado como controle, e protocolos de
diferenciacdo neural, utilizamos as CTEs humanas HUES9, de Harvard
(Cowan et al., 2004). As células foram mantidas em meio DMEM-Knockout
suplementado com 10% de Knock-out Serum Replacement (Invitrogen); com
0s antibidticos penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100ug/ mL); 2mM de
Gluta-MAX (Invitrogen); 0,imM de aminoacidos néo essenciais; 0,1% de -
mercaptoetanol; 10% de Plasmanate (Plasma protein fraction human- 5%
USP) e 10ng/ml de FGF (Fibroblast Growth Factor- R&D System). As células
permaneceram em estufa a 37°C em 5% de CO, e alta umidade, tendo sido
cultivadas sobre células de fibroblasto embrionario murino, fibroblasto
humano de prepucio ou sobre camada de células-tronco de polpa de dente
deciduo irradiadas.

O meio das células foi trocado diariamente. Para passagens, as
células foram removidas manualmente com o auxilio de ponteira de 200pL,
sendo as colbnias divididas em diversas porc¢oes.

Para congelamento, as células foram centrifugadas a 1000 rpm por 5
minutos e ressuspendidas em meio composto por 90% de soro fetal bovino
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(Hyclone) e 10% de DMSO. Sendo entédo estocadas em freezer -70° C até
sua transferéncia para tanques de nitrogénio liquido. Para descongelamento,
as ceélulas foram colocadas em banho-maria a 37°C até que
descongelassem, sendo em seguida transferidas para tubos previamente
preparados com o meio de cultura das células indiferenciadas aquecido a
37°C. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos

a temperatura ambiente e semeadas sobre nova camada de fibroblasto.

3.2.1 Cultura de células de fibroblasto para uso como feeder:

Foram empregadas células de fibroblasto fetal murino CF-1
(Chemicon). As células foram mantidas em meio DMEM com 15% de FBS
(Hyclone), 100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina (Invitrogen).
O meio foi trocado a cada dois dias.

Para uso como camada de feeder de células-tronco embrionérias,
apos atingirem 70% de confluéncia na garrafa, os fibroblastos foram
irradiados durante 10 minutos, com uma intensidade de 40Gy , no IPEN

(Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares).

3.3 Caracterizacdo da origem das IDPSCs por anélise de citometria
de fluxo:

Para verificar a origem das IDPSCs indiferenciadas e confirmar a
origem mesenquimal das mesmas, foram realizadas analises de citometria
de fluxo. Cerca de 10° células/ml, na quarta passagem, foram fixadas com
paraformaldeido 4% e incubadas com anticorpos primarios conjugados com

secundéarios por uma hora e 30 minutos no gelo e auséncia de luz.
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Posteriormente foram lavadas com PBS, centrifugadas e ressuspendidas em
PBS para a leitura.

Os anticorpos monoclonais empregados foram: anti- HLA-DR, anti-
CD14 (receptor de lipopolissacarideo e marcador de linhagem
hematopoiética)-FITC, anti-CD29 (B-integrina)-PE, anti-CD31 (marcador
endothelial)-PE, anti-CD44 (receptor de acido hialurénico)-PE, anti-
CD73(ecto 5'nucleotidase)-PE, anti-CD90 (pertencente a familia das
imunoglobulinas)-APC, anti-CD 106 (pertencente a familia das
imunoglobulinas)-FITC, anti-CD117 (receptor de fator de crescimento)-APC,
anti-CD166 (ALCAM-1- activated leucocyte cell adhesion molecule-1)-PE, ,
anti-HLA-DR (Molécula do complexo principal de histocompatibilidade, da
classe Il) (conjugado com PercPC ) da BD Pharmigen; anti-lgG1 (conjugado
com PercP), anti-CD34 (antigeno de célula progenitora hematopoiética)-PE,
anti-CD45 (antigeno comum de leucdcito)-PerCP da BD Biosciences; anti-
CD133 da Milteny Biotec; anti-CD105 (receptor de TGF B tipo IlI)-PE
(Chemicon) e anti-mouse conjugado com FITC (Chemicon). Para controle
negativo foram empregados anticorpos anti-IgG1 (conjugado com FITC),
anti-lgG1 (conjugado com APC) e anti-IgG1 (conjugado com PE), anti-lgG2a
(conjugado com FITC).

As analises foram realizadas com o equipamento FACSAria
(Fluorescence-Activated Cell Sorter) e BD FACSDiva software no Instituto
Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, juntamente com a
pesquisadora Dra. Luciana Marti. Ao menos 30.000 eventos foram

analisados para cada marcacao.
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3.4 carittipo das IDPSCs:

Para este experimento as células utilizadas (PDL1 e PDL2) estavam
na décima segunda passagem. Cerca de 4X10° células/mL foram tratadas
com 10°M de colchicina adicionada ao meio de cultura das células
indiferenciadas, por cerca de uma hora. Decorrido este tempo, as células
foram lavadas duas vezes com PBS (Invitrogen) e em seguida, houve a
adicéao de solugédo de tripsina/EDTA 0,05% (Invitrogen).

As células foram coletadas, submetidas a centrifugacdo a 1000
rotagbes por minuto, no tempo de 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e as células lavadas duas vezes em solucéo de KCI 0,075M. Posteriormente,
houve adicdo de fixador (solugcdo composta por acido acético e metanol
numa propor¢cdo de 3:1). Novamente as células foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado e as células foram ressuspensas em 500uL de
solucdo fixadora e algumas gotas dessa solucdo foram semeadas em
laminas umedecidas com agua.

ApoOs secagem, as laminas foram coradas com solugéo de Giemsa.
As imagens foram obtidas com um microscopio Axioplan Axiophot 2 (Zeiss)
e analisadas com o programa lIkaros, Kariotyping System no laboratério da
professora Dra. Angela Morgante (Depto. de Genética e Biologia Evolutiva-

IB-USP).

3.5 Deteccdo de marcadores comuns a CTEs

3.5.1 Marcadores de superficie
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Para a analise de marcadores relacionados a pluripotencialidade
celular, empregamos o0s anticorpos para TRA-1-60; TRA-1-81; SSEA-4 e
SSEA-1 (Chemicon, diluicdo 1:30). O protocolo do experimento de citometria
de fluxo foi 0 mesmo ja descrito acima. As células se encontravam na oitava
passagem.

As andlises foram realizadas com o0 equipamento FACSAria
(Fluorescence-Activated Cell Sorter) e BD FACSDiva software no Instituto
Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein, juntamente com a
pesquisadora Dra. Luciana Marti. Ao menos 10.000 eventos foram

analisados para cada marcacao.

3.5.2 Imunofluorescéncia para deteccdo de OCT-4

As IDPSCs indiferenciadas foram semeadas em laminulas de 13mm
de diametro (Knittel) e fixadas em solucdo de 4% de paraformaldeido e 4%
de sacarose, pH 7,2., por 10 minutos. Foram entdo lavadas duas vezes em
PBS e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 (Sigma) por 5 minutos.
ApoOs bloqueio por trinta minutos com 3% de BSA (Sigma), houve incubacao
com anticorpo primario para OCT-4 (Chemicon) por uma hora a temperatura
ambiente (diluicdo 1:30), seguida de trés lavagens em PBS e adicdo do
anticorpo secundario (diluicho de 1:200), conjugado com Cy3 (Sigma),
durante 30 minutos. Apds lavagem com PBS, as células foram montadas em
solucdo de Vectashield. As imagens de imunofluorescéncia foram obtidas
com um microscopio Axioplan- Axiophot 2 (Zeiss) e analisadas com o

programa Isis 3 (Meta Systems- in situ imaging system), no laboratério da
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professora Dra. Angela Morgante (Depto. de Genética e Biologia Evolutiva-

IB-USP).

3.5.3 Deteccédo de genes comumente expressos em CTES
3.5.3 a Extrac&o de RNA:

O RNA de células de polpa de dente deciduo e de CTEs humanas
indiferenciadas foi extraido com emprego do kit RNeasy mini kit (Qiagen) e
isolado conforme o protocolo do fabricante, ou com o emprego do reagente
TRIzol (Invitrogen). Como alguns dos iniciadores empregados estdo numa
mesma regido exonica, fizemos tratamento com DNase | Rnase free
(Ambion) para impedir a amplificagdo de fragmentos de DNA que

eventualmente pudessem contaminar a amostra.

3.5.3 b Transcricao reversa:

Para transcricdo reversa foi utilizado 1ug de RNA, 200U/uL de M-
MLV (Invitrogen); 50ng de Randon primers (Invitrogen); 10mM de dNTP
(Invitrogen); 40U/uL de Rnase out (Invitrogen); 4 ul tampéao First Strand 5X

(Invitrogen); 1 uL DTT 0,1M (Invitrogen) para um total de 20ul de reagéo.

3.5.3 ¢ Reacédo da polimerizacdo em cadeia (PCR):

Para 10uL de reagcdo empregamos 1X PCR buffer 10X (Invitrogen),
0,5U da enzima Taq polimerase (Initrogen), 25- 100ng de cDNA, 5pmol de
cada iniciador, 1mM de dNTP.

A ciclagem para amplificacdo foi de 94°C por 3 minutos, seguida de

ciclos de 94° por 30 segundos, temperatura de anelamento especifica para
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cada dupla de iniciadores por 30 segundos e 72°C por 45 segundos. Ao fim
destes ciclos, a temperatura permaneceu em 72°C, por 5 minutos. O nimero
de ciclos foi estabelecido por PCR semi-quantitativo para cada um dos pares
de iniciadores empregados. As sequencias dos iniciadores com suas
respectivas temperaturas de anelamento se encontram na tabela 1.

Os iniciadores ao lado dos quais esta escrito Yamanaka, foram
retirados do trabalho de Yamanaka et al., 2007. A inscrigcdo T60 indica que
reacado de Touch-down com temperatura de anelamento diminuindo a partir
de 65°C (14 ciclos) até atingir 60°C, permanecendo nesta temperatura até o
restante da ciclagem.

ApoOs o término da reacdo, os tubos foram mantidos a 4°C até a
aplicacado das amostras em gel de agarose 1%. Para visualizacdo, o gel foi

banhado em solucdo de brometo de etidio.
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Tabela 1: As seqlencias dos iniciadores com suas respectivas temperaturas de anelamento

Iniciador Sentido Anti-sentido Temperatura
de anelamento
5-3 5-3
(5-3) (5-3) o)
CAC CAT GGC GGG ACA CCT GGC TTC | ACC TCA GTT TGA ATG CAT GGG AGA GC 68
OCT-4 (Yamanaka)
AG
CAC CAT GCC CCT CAA CGT TAG CTT | TCA CGC ACA AGA GTT CCG TAG CTG TTC
69
C-MYC (Yamanaka) CAC CAA AAG
LIN 28 ATG GGC TCC GTG TCC AAC ATT GTG GCT CAATTC TGT GC T 60
NANOG ACT AAC ATG AGT GTG GAT CCA GC TCA GTT TCA CTC ATC TTC ACA CG T60
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3.6 Diferenciacdo adipogénica in vitro:

Foram semeadas cerca 2,5X10" células numa placa de seis pocos tratada
para adesdo. Dois meios de cultura foram testados. O primeiro meio indutor testado
(meio A) era composto por DMEM Low glucose, suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultlab); 0,5mM de IBMX (isobutyl-methylxantina) (Sigma); 1uM de
dexametasona (Sigma); 10uM de insulina (Sigma); 200uM de indometacina (Sigma);
100U/mL de penicilina; 100ug/mL de estreptomicina (Invitrogen), e 5uM de
rosiglitazone. Esse ultimo foi obtido a partir do medicamento Avandia. O comprimido
foi triturado e diluido em etanol 100%.

O segundo meio indutor utilizado (meio B) era composto DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 0,5 mM de IBMX
(isobutilmetilxantina), 0,5 yM de hidrocortisona e 60 uM de indometacina (Sigma),
100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina (Gibco).

A troca de meio se deu a cada 4 dias. Apés cerca de 21 dias em cultura, as
células foram fixadas por 20 minutos com uma solucdo composta de 4%
paraformaldeido (Sigma) e 4% de sacarose em solucao salina de fosfato (PBS), com
o PH ajustado para 7,2.

Em seguida foi adicionada solucédo de oleo vermelho (Oil red-Sigma) por 5
minutos e a placa foi lavada com agua destilada diversas vezes (cerca de sete
vezes) para remocao do excesso de corante. As imagens foram adquiridas por meio
de uma cémera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscopio de luz

Nikon TMS-F.
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3.7 Diferenciacdo osteogénica in vitro:

Cerca de 5X10* células/mL foram semeadas em placas petri de 35mm
tratadas para adesao. O meio de diferenciacdo era composto por DMEM Hi ou Low
glicose (Invitrogen), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Hyclone); 0,1uM
de dexametasona; 50 ug/mL de acido ascérbico e 10mM de B-glicerofosfato. As
células foram mantidas nesse meio por até 60 dias. O meio foi trocado a cada 4

dias.

Para revelacdo as células foram fixadas em 4% paraformaldeido (Sigma) e
4% de sacarose em PBS, com o Ph ajustado para 7,2; e em seguida coradas com
2% de Alizarina Vermelha (Alizarin red-Sigma) em agua miliQ. Para retirar 0 excesso
de corante, as células foram lavadas diversas vezes. As imagens foram adquiridas
por meio de uma camera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscépio de

luz Nikon TMS-F.

3.8 Diferenciacgao neural in vitro:

3.8.1 Diferenciacdo neural espontanea: apés as células terem atingido 70% da
confluéncia da garrafa, houve substituicio do meio DMEM/F12 por DMEM Knock-
Out /20% KSR (Knock-out Serum Replacement, Invitrogen) e a cultura foi mantida
nessas condi¢des por sete dias. Apos isso, as células foram dissociadas em solugéo
de tripsina/EDTA 0,05% (Invitrogen) e transferidas para placas de Petri de 35cm?,
em meio Neurobasal suplementado com B27 para que se desse a diferenciacao
neural, conforme protocolo descrito por Kerkis et al., 2007. As células foram

mantidas nestas condi¢cdes por até 60 dias.
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3.8.2 Diferenciacao neural induzida com acido retindico (RA):

Cerca de 10° células/ml foram semeadas em placas de petri de 35mm
recobertas com agarose 0,6%, para evitar a adesao celular, em meio neurobasal
suplementado com B27 e 100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina
(Gibco), 2mM de glutamina e 2mM de aminoacidos ndo essenciais. Apés 48 horas,
houve a formacao de agregados celulares em forma de esfera. Nesse estagio houve
adicdo de 10'M de RA (Sigma) e as células permaneceram mais dois dias nestas
condicbes. Essas estruturas foram entédo transferidas para placas de seis pogos
recobertas com 0,1% de gelatina tipo A (gelatina de pele de porco-Sigma) na
presenca de meio cuja composicao esta descrita acima, porém sem RA. As células
foram mantidas por até seis semanas nessas condi¢coes.

As células indiferenciadas e tratadas foram entdo encaminhadas para
experimentos de imunofluorescéncia, com anticorpos especificos para NESTINA e
BIII-TUBULINA. As células tratadas também foram marcadas com o anticorpo MAP-
2 ab, especifico para neurénios maduros (Sigma). Além disso, foram feitas medidas
de eletrofisiologia comparativas entre as células indiferenciadas e diferenciadas. As
imagens de campo claro foram obtidas por meio de uma camera Nikon com lentes
da Zeiss, acopladas a um microscopio de luz Nikon TMS-F. Quanto as imagens de
imunofluorescéncia, os detalhes da obtencdo estdo descritos no topico
Imunofluorescéncia, em Material e Métodos.

Para diferenciacdo neural das CTEs, usadas como controle deste
experimento, as colonias foram cortadas manualmente com uso de agulha de
seringa hipodérmica. Posteriormente, os pedacos foram transferidos para placas de
petri de 35mm recobertas com agarose 0,6% e o restante da diferenciacdo se

completou conforme o descrito acima para as IDPSCs.
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3.8.3 Diferenciacdo neural induzida com FGF- 2 e dibutirii AMP ciclico
(dbcAMP):

Cerca de 5X10” células/ml foram semeadas em placas de petri de 35 mm
tratadas para adesédo, houve entdo a adicdo de meio neurobasal suplementado com
20ng/ml de FGF-2 (RD systems) e 500 uM de dibutirii AMP ciclico (N6,2’-O-
Dibutyryladenosine 3',5'-cyclic monophosphate sodium salt - Sigma). O meio foi
trocado a cada quatro dias. Ao final de um més as células foram fixadas e marcadas
com anticorpos para NESTINA, e BllI- TUBULINA e GFAP.

As imagens foram obtidas com um microscépio Axioplan -Axiophot 2 (Zeiss) e
analisadas com o programa Isis 3 (Meta Systems- in situ imaging system) no
laboratério da professora Dra. Angela Morgante (Depto. de Genética e Biologia
Evolutiva- 1B-USP). Os detalhes do protocolo utilizado estdo descritos no topico

Imunofluorescéncia, em Material e Métodos.

3.9 Deteccdo de marcadores de linhagem neural:

O protocolo para imunofluorescéncia para células tratadas com adicdo de
FGF2 e dbcAMP foi realizado conforme se segue:

Células IDPSCs indiferenciadas e apos tratamento foram semeadas em
laminulas de 13mm de diametro (Knittel) e fixadas em solucdo de 4% de
paraformaldeido e 4% de sacarose, pH 7,2, por 10 minutos. Foram entdo lavadas
trés vezes em PBS e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 (Sigma) por 5
minutos.

Apo6s blogueio por uma hora com 3% de Albumina de Soro Bovino (BSA-

Sigma), houve incubacdo com anticorpo primario por duas horas, a temperatura
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ambiente em solucdo de BSA 0,1%, seguida de trés lavagens em PBS e adicao do
anticorpo secundario (Cy3, Amersham; diluicio de 1:200), por uma hora a
temperatura ambiente. Subsequentemente, as laminas foram lavadas em PBS e
montadas em solucdo de Vectashield (Vector labs). Os anticorpos monoclonais para
humano utilizados foram para NESTINA, BIII-TUBULINA (TUJ1) e GFAP (diluicéao 1:
200), da Sigma.

As imagens de imunofluorescéncia foram obtidas com um microscépio
Axioplan -Axiophot 2 (Zeiss) e analisadas com o programa Isis 3 (Meta Systems- in
situ imaging system), no laboratério da professora Dra. Angela Morgante (Depto. de

Genética e Biologia Evolutiva- IB-USP).

Quanto a imunofluorescéncia realizada para experimentos de diferenciacao
celular com RA, o protocolo empregado foi 0 que se segue abaixo:

Células de polpa de dente deciduo indiferenciadas e diferenciadas foram
semeadas em laminulas de 13mm de diametro (Knittel) e fixadas em solucéo de 4%
de paraformaldeido e 4% de sacarose, pH 7,2., por 10 minutos. Foram entédo
lavadas trés vezes em PBS e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 (Sigma)
por 5 minutos.

Apoés blogueio por uma hora com 5% de Albumina de Soro Bovino (BSA-
Sigma), houve incubacdo com anticorpo primario over night a temperatura ambiente
em solucédo de BSA 0,1%, seguida de trés lavagens em PBS e adi¢cdo do anticorpo
secundario (diluicdo de 1:200), conjugado com Alexa Red (Molecular Probes,
Eugene, OR), durante duas horas. Apds lavagem com PBS, as células foram
marcadas com DAPI e montadas em solucdo de Tissue Tek (Sakura Finetek

Europe). Os anticorpos primarios utilizados foram contra MAP-2ab (Sigma, St. Louis;
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1:200); NESTINA (Chemicon, mouse IgG, 1:100) e BIlI-TUBULINA (Sigma, St. Louis,
MO; mouse IgG2b, 1:200). As imagens foram obtidas por meio de um microscopio

de fluorescéncia Nikon, Eclipse T300.

3.10 Medidas de eletrofisiologia:

Para este experimento, IDPSCs indiferenciadas na nona passagem e células
na terceira semana de tratamento indutor da diferenciagdo neural com RA foram
utilizadas. As medidas foram realizadas pela técnica de patch clamp, na
configuracdo whole cell, modo voltage clamp, a temperatura ambiente. Este
procedimento permite que se varie rapidamente o potencial de membrana,
mantendo-o em um valor programado no tempo enquanto se medem as correntes
que passam pelas populacfes de canais idnicos disponiveis na membrana.

As micropipetas empregadas foram construidas a partir de capilares de
borosilicato (vidro 7051, Garner Glass Co.) e apresentavam resisténcia de ponta
entre 1,5 e 3MQ quando preenchidas com a solugéo intracelular e mergulhadas na
solugcédo extracelular. A solucdo da micropipeta continha 10mM de NaCl; 2mM de
ATP; 4,5mM de MgCly; 9mM de EGTA; 150mM de KCI e 10mM de HEPES e a
solucéo do banho era composta por 132mM de NacCl; 1,2mM de MgCl,; 1,8mM de
CaCly; 4mM de KCI; 10mM de HEPES e 5mM de glicose. As solucdes empregadas
Nao nos permitiram isolar as correntes de soédio e potassio, foram feitas medidas de
corrente total das células. O protocolo consistiu em 50ms de passos despolarizantes
com incrementos de 5mV, partindo de uma fixacao de voltagem de -100mV.

Para as medidas um amplificador Axopatch 200B e o programa pClamp, v.

10.1, (Axon Instruments Inc) foram utilizados. Uma interface AD/DA — modelo 1322
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de 16 bits, também da Axon Instruments Inc, converteu o sinal analégico em digital e

vice-versa, fazendo a comunicacédo entre o amplificador e computador.

3.11 Inducao da diferenciacéo neural de CTEs in vitro:

Para uso como feeder, IDPSCs indiferenciadas e células de fibroblasto murino
foram tratadas com 40Gy de radiacdo, para impedir a divisdo celular. O
procedimento de radiacéo foi realizado no Centro de Tecnologia das Radiagbes-
IPEN. Posteriormente, cerca de 5x10* células foram semeadas em placas de petri
de 35mm tratadas com 0,1% de gelatina em meio DMEM/F12 (Invitrogen)
suplementado com 15% de FBS (Hyclone), 100U/mL de penicilina e 100ug/mL de
estreptomicina (Invitrogen), 2mM de glutamina e 2mM de aminoacidos nao
essenciais. Apés a adesdo, o meio foi trocado por meio de cultivo de células-tronco
embrionarias, cuja composigao esta descrita acima, no tépico “Cultura de CTEs”

Para a diferenciacdo neural, colbénias de CTEs humanas Hues9 foram
transferidas para as camadas de feeder previamente preparadas em meio de cultivo
de CTEs. O meio foi trocado diariamente e as células permaneceram nestas
condicbes ate que houvesse a formacédo de estruturas em forma de roseta nas
colonias (cerca de quinze dias). Essas estruturas foram entdo transferidas para
placas de petri de 35mm em meio Neurobasal suplementado com B27 e 100U/mL
de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina (Gibco), 2mM de glutamina e 2mM de
aminoacidos ndo essenciais, para que a diferenciacdo se completasse (cerca de
quinze dias).

As células diferenciadas foram entdo conduzidas para experimentos de

imunofluorescéncia, empregando o0s marcadores MAP-2 (Sigma), NESTINA
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(Chemicon) e BIII-TUBULINA (Sigma). Conforme o descrito para a realizagdo de

imunofluorescéncia apos o protocolo de indu¢do neural com RA.

3.12 Ensaios de co-cultura em pogos separados por membrana (Transwell):
Para verificar se apenas o meio secretado pelas IDPSCs era suficiente para
promover a diferenciacdo neural ou se havia necessidade do contato celular entre
CTEs e IDPSC, foram conduzidos experimentos empregando um sistema de
“transfiltro” Transwell®, da Corning, com membrana permeavel de 0,4um. Nesse
sistema, as células-tronco embrionarias foram semeadas na parte inferior da placa,
apos tratamento da superficie com Matrigel, por 40 minutos em meio MTSR. As
células foram mantidas por 48 horas nesse meio para que houvesse adeséao celular.
Posteriormente, membranas contendo IDPSCs indiferenciadas irradiadas
foram colocadas nos pocos, sobre as CTEs previamente semeadas. Para efeito
comparativo, também foram usadas membranas contendo fibroblasto de prepucio
humano (H27) e murino irradiados. O meio de cultivo foi entdo mudado para meio de
CTEs, visto que um experimento anterior havia mostrado que mesmo quando
cultivadas sobre polpas a diferenciacdo das CTEs foi inibida na presenca de meio
MTSR. Como controle, um poco foi mantido com CTEs em MTSR, onde se esperava
nao houvesse diferenciacao e outro em meio de CTEs. O sistema foi mantido por 15

dias, para verificar se havia formacao de estruturas neurais.
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4. RESULTADOS

4.1 Isolamento de IDPSCs e cultura

Conseguimos isolar e estabelecer duas linhagens de células de polpa de
dente deciduo, que foram entdo nomeadas PDL1 e PDL2. E necessario ressaltar
que as polpas utilizadas eram provenientes de dentes que foram removidos
cirurgicamente, por questdes de tratamento ortodéntico (o dente permanente estava
em vias de realizar a oclusdo e o deciduo ainda n&do havia sido liberado
naturalmente), e ndo por motivos de inflamagBes ou doencas periodontais. As
células obtidas apresentaram morfologia semelhante a de fibroblasto (fibroblast like

cells) e foram cultivadas em confluéncia menor que 70% na garrafa (Figura 1).

A W B

Figura 1: Células de polpa de dente deciduo apos trés semanas do inicio da derivagdo da
cultura (A) e na terceira passagem celular (B). Aumento de 100X. As células foram fotografadas

com uma camera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscépio de luz Nikon TMS-F

4.2 Confirmacédo da origem das células

Através de experimentos de citometria de fluxo (Tabela 1), pudemos observar
que as duas linhagens de células analisadas expressam os marcadores CD29
(precursor de integrina B1), CD44 (receptor de acido hialurénico, relacionado a

migracdo celular), CD73 (Ecto-5'-nucleotidase, relacionado com a proliferacdo
30



RESULTADOS

celular), CD90 (precursor de glicoproteina de membrana Thy 1), CD105 (receptor de
TGF 1ll ou precursor de endoglina, relacionado a proliferacédo celular) e CD166
(ALCAM-1- activated leucocyte cell adhesion molecule-1).

Ndo houve deteccdo de marcadores hematopoiéticos de superficie e
endoteliais, como CD34 (antigeno de célula progenitora hematopoiética, expressa
em progenitoras endoteliais), CD45 (antigeno comum de leucécito), CD14 (receptor
de lipopolissacarideo e marcador de linhagem hematopoética), CD31 (PECAM-1,
Platelet endothelial cell adhesion molecule precursor, marcador de linhagem
endotelial, também relacionado com a migracdo celular (Jackson et al., 1997) e
CD133 (precursor de prominin, também expressa na medula 6ssea (Yin et al., 1997).
Além disso, ndo observamos marcacdo para HLA-DR (Antigeno de leucdcito
humano), uma molécula pertencente ao complexo principal de histocompatibilidade
classe IlI, relacionado ao sistema de rejeicao de transplante (Muller et al., 1983;

Miiller-Steinhardt et al., 2000).

4.3 cariotipo das IDPSCs
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Por analises numéricas do cariotipo (Figura 2), pudemos observar que ambas as
linhagens sdo XY. Para PDL1 foram contadas 33 metafases, das quais duas

(aproximadamente 6%) se apresentaram tetraploides. Para PDL2 foram contadas 64
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Figura 2: Em A, cari6tipo de uma célula PDL2 46, XY. Em B, uma célula PDL2
tetrapldide.

metafases, mas o mesmo foi observado quanto a tetraploidia (quatro metafases ou
aproximadamente 6% eram tetraploides). As células analisadas estavam na

passagem doze.

4.4 Deteccdo de marcadores comumente expressos em CTEs
4.4.1 Deteccéo de antigenos de superficie celular por citometria de fluxo

Os dados obtidos estdo sumarizados na Tabela 2. Observamos que cerca de
21% das células analisadas de ambas as linhagens expressam SSEA-1,
correlacionado com a diferenciacdo de CTEs humanas. Quanto ao marcador SSEA-
4, observamos que cerca de 74% das células da linhagem PDL1 apresentavam

marcacdo, ao passo que para PDL2 essa taxa foi um pouco menor. Quanto a
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expressdo do marcador TRA-1-81, novamente, foi observado um maior nimero de
células da linhagem PDL1, ao passo que a deteccdo de TRA-1-60 foi maior em
células da linhagem PDL2. Vale ressaltar que ao menos 10.000 eventos foram

contados para cada medida.

4.4.2 Deteccédo de genes comumente expressos em CTES

Foi detectada a expressdo de NANOG, OCT-4, cMYC, mas ndo de LIN28,
como verificado na Figura 3. A expressdao de NANOG pbde ser detectada nas
IDPSCs no ciclo 32, enquanto para as CTEs no ciclo 24 ja era possivel se observar
a expressao de tal gene. Num modo similar, o cDNA de OCT-4 pdde ser observado
primeiramente nas CTES, no ciclo 24 e para as IDPSCs, a partir do ciclo 30.

O cDNA de LIN28 foi detectado em CTEs, como esperado, mas nao nas
IDPSCs. Curiosamente, a expressao de c-MYC foi visualizada em ciclos menores
para IDPSCs que para CTEs. C-MYC é um proto-oncogene relacionado a

progressao do ciclo celular (Secombe et al., 2004).

4.4.3 Imunofluorescéncia para deteccéo de OCT-4

A expressao protéica de OCT-4 pOde ser observada por imunofluorescéncia
em células PDL2 e PDL1 na passagem 4. O resultado obtido para a linhagem PDL2
se encontra na Figura 4. Nota-se a sobreposicédo da marcacdo de OCT-4 com DAPI,

evidenciando a expressao nuclear, como esperado.

4.5 Diferenciacdes adipogénica e osteogénica in vitro (Figuras 5 e 6):
A capacidade de auto-renovacdo e de se diferenciar para outros tipos

celulares sdo duas das caracteristicas que definem uma célula-tronco. Diversos
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trabalhos mostram a capacidade de células-tronco mesenquimais em se diferenciar
para cartilagem, tenddo, musculo e tecido adiposo, dentre outros tipos celulares.

No presente trabalho, ndo detectamos diferenciacdo adipogénica das células
quando cultivadas em meio indutor A. Porém as células espontaneamente se
diferenciaram na placa usada como controle (Figura 5A). E provavel que a alta
confluéncia da cultura, neste caso, tenha levado as células a diferenciacao
espontanea. Mediante o fato de ndo conseguirmos induzir a diferenciacéo
adipogénica com o0 meio A, empregamos 0 meio B, que continha IBMX
(isobutilmetilxantina), hidrocortisona e indometacina, sendo que, neste caso, houve a
diferenciacéo celular (Figura 5B).

Com relacdo a diferenciacdo osteogénica, notamos que apos vinte um dias
em condi¢des indutoras ja foi possivel notar a formacdo de matriz extracelular rica
em calcio, evidenciada pela coloracdo com Alizarina Vermelha (Fig. 6D), sendo que
esse processo se acentuou com maior tempo de inducdo, como o verificado ap6s
dois meses de inducéo (Fig. 6E e 6F). Para efeito comparativo, a Tabela 4 sintetiza
os resultados obtidos por diferentes grupos que testaram a capacidade de

diferenciacéo de células-tronco derivadas da polpa de dente.

4.6 Diferenciacdo neural in vitro:
4.6.1 Morfologia neural
Para diferenciacdo neural, trés protocolos foram testados. O primeiro previa a
retirada de soro e auséncia de indutores na tentativa de repetir o protocolo descrito
por Kerkis e colaboradores (2007) de diferenciagado neural “espontanea”. As etapas
do protocolo podem ser acompanhadas na Figura 7. Em um dos experimentos

observamos apds dois meses de cultivo o aparecimento de células bastante
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ramificadas, aparentando ter formado neuritos (Figura 7G), entretanto esse resultado
nao foi reprodutivel, de forma que néo foi possivel realizar experimentos adicionais,
como o de imunofluorescéncia, com estas células. Em todas as demais tentativas,
as células permaneceram em um estagio anterior, como o ilustrado na figura 7F.

O segundo protocolo envolveu a formacdo de agregados celulares em
suspensao, descritos por Kerkis e colaboradores (2007) como estruturas em forma
de esfera (do inglés SLS- sphere like structures), e o emprego de RA como indutor.
Quando transferidos para placas aderentes, os agregados celulares aderiram ao
substrato em 24 horas (Figura 8), e muitas células comecaram a migrar a partir
destas estruturas. Apds 30 dias de cultivo em placas aderentes, foi possivel notar a
formacdo de uma camada de células mais achatadas e escuras sobreposta por
células mais claras, arredondadas e com terminacfes que lembram neuritos, estas
dltimas, fracamente aderidas ao substrato, conforme o descrito por Schwartz et al.,
2003.

Essa formacéo, contudo, era transiente. Muitas vezes, dentro de 24 horas nao
se observavam mais as células claras, sendo que com a progressdo do tempo de
cultura apenas as células mais achatadas permaneceram na placa. E possivel que
por serem fracamente aderidas essas células mais claras se descolassem
facilmente, de forma que ndo as observassemos mais, ou mesmo que perdessem a
morfologia neural. Em outros casos, células que estavam em divisdo ou sob
estresse apresentavam morfologia semelhante a de células neurais, dificultando a
interpretacéo dos resultados.

Em contrapartida, na diferenciacdo paralela com CTEs apés dez dias de
cultura foi possivel observar células sofrendo neuritogénese pronunciada, que se

acentuou com a progressdo do tempo de cultura (Figura 9). Aparentemente, a
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diferenciacdo neural de CTEs ocorre mais rapidamente e de forma mais acentuada.
E necessario salientar que para a realizagdo dos experimentos de
imunofluorescéncia e eletrofisiologia foram empregadas as IDPSCs de morfologia
mais achatada, pelas limitagdes técnicas descritas acima quanto a manutencéao das
células mais claras e arredondadas na cultura.

Num modo similar ao da indu¢do com RA, apés 21 dias de tratamento das
IDPSCs com FGF e dbcAMP foi possivel observar a formacédo previamente descrita
acima (Figura 10) Apds estas células serem tratadas com tripsina e transferidas para
outra placa em menor confluéncia foi possivel observar a morfologia celular
decorrente do tratamento mais detalhadamente. Curiosamente as células tinham a
tendéncia a se agregar. E possivel notar em algumas células projecBes que
lembram neuritos (Figura 11). Entretanto, com a auséncia de fatores indutores ou

com progressdo do tempo de cultura se tornava mais rara a presenca de células

com tal morfologia.

4.6.2 Deteccdo de marcadores neurais: IDPSC indiferenciadas expressam
marcadores neurais

Tanto as CTEs humanas diferenciadas, como as IDPSCs tratadas com RA

foram positivamente marcadas para NESTINA (marcador de células-tronco e
progenitoras neurais e neurdnios imaturos) e BIII-TUBULINA (marcador de neurénio
imaturo). Porém, as células indiferenciadas de polpa de dente também exibiram
claramente esse padrao de marcacgédo, de forma que ndo podemos considerar a
deteccdo destes marcadores como indicio de que a célula esta sofrendo
diferenciacdo neural (Figura 12). Ndo obstante, as IDPSCs tratadas com RA néo

exibiram marcacdo para MAP-2ab, caracteristico de neurénios maduros, ao passo
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gue neurdnios gerados pela diferenciacdo neural de CTEs embrionarias humanas
em ensaios de co-cultura foram positivamente marcados (Figura 13).

Com relacdo ao protocolo de inducdo com FGF e dbcAMP, a
imunofluorescéncia foi conduzida com emprego dos anticorpos GFAP e Blll-
TUBULINA. A presenca de GFAP foi verificada apenas em células de polpa de dente
deciduo tratadas, ao passo que, como visto anteriormente, BIII-TUBULINA foi

encontrada tanto em células nao tratadas como apés o tratamento (Figura 14).

4.6.3 Medidas de eletrofisiologia: IDPSC indiferenciadas apresentam
corrente para soédio e potassio e sdo capazes de disparar potencial
de acao:

As medidas de eletrofisiologia foram realizadas com células indiferenciadas e
apos tratamento indutor com RA, a fim de verificarmos a presenca de correntes para
os ions sodio e potassio e a capacidade das células em disparar potencial de agéo.
(Figuras 15 e 16).

Observamos que dentre as células analisadas, tanto a cultura mantida em
condi¢cbes controle, composta por células indiferenciadas, como a submetida ao
protocolo de diferenciacéo neural com RA, apresentam ceélulas que exibem correntes
de sodio e potassio compativeis com o verificado para células excitaveis, e disparam

potencial de agao.

4.7 Ensaios de co-cultura com CTEs humanas (Figura 17)
Com o objetivo de evitar o uso de produtos de origem animal no cultivo das

CTEs humanas, decidimos testar a capacidade das IDPSC agirem como células de
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suporte, equivalente a fibroblastos fetais murinos, normalmente usados no cultivo de
CTEs humanas. Inesperadamente, foi notado um grande numero de rosetas nas
colénias de CTEs humanas cultivadas em meio de CTEs sobre camada de IDPSC
irradiadas. Resolvemos entdo investigar a possivel capacidade dessas Ultimas em
induzir diferenciacéo neural das CTEs humanas.

ApoOs cerca de sete dias de cultivo sobre as células de polpa irradiadas foi
possivel observar em algumas colbnias de CTEs a formacdo de estruturas
organizadas em forma colunar e concéntricas, que lembram a formacéo de rosetas,
como o descrito no trabalho de Pankratz e colaboradores (2007), caracteristicas de
diferenciacdo neural. Com a progressdao no tempo de cultivo um numero maior
dessas estruturas pbéde ser observado. Estas formacdes foram entdo recortadas
com uso de agulha de seringa hipodérmica e transferidas para outras placas em
meio proprio para cultivo de células neurais para que a diferenciacdo se
completasse. Foi possivel observar uma cultura complexa e heterogénea, composta
por células mais achatadas, recobertas por células de morfologia neuronal (Fig. 17
D) e também puderam ser encontradas células de morfologia semelhante as da glia
(Fig. 17E). A cultura foi mantida nestas condi¢cdes por até quarenta e cinco dias apos
a transferéncia.

Algo interessante a ser notado € que quando as colonias de CTEs foram
cultivadas sobre as células de polpa, porém na presenca de meio mTESR, a
diferenciacdo neural foi inibida completamente (Fig. 18), o que pode ter ocorrido
devido a presenca de LIF (Kawasaki et al., 2000) e altas concentracdes de FGF-2.

A fim de elucidar a identidade das células diferenciadas, foram realizados
ensaios de imunofluorescéncia empregando anticorpos especificos do trato neural. E

possivel observar uma marcacao positiva para NESTINA nas estruturas neurais em
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forma de rosetas, formadas apo0s quinze dias de cultivo sobre células de polpa
(Figura 19), confirmando o comprometimento destas células com a linhagem neural.
Para este ensaio estas estruturas foram recortadas e semeadas em laminulas
tratadas com gelatina, para melhor visualizacao.

Também foram realizados ensaios de imunofluorescéncia com as células
diferenciadas decorridos os quinze dias de transferéncia das rosetas formadas para
placas aderentes na presenca de meio proprio para cultivo neural (Figura 20).
Observamos marcacao positiva para NESTINA, BllII-TUBULINA e MAP-2.

A fim de verificar se outras células humanas usadas como feeder poderiam
exercer o0 mesmo efeito sobre as colbnias de CTEs ou se tratava-se de uma
caracteristica particular das células de polpa, foram realizados novos experimentos
empregando células de fibroblasto de prepucio humano como feeder. Os dados
obtidos quanto ao nimero de estruturas neurais formadas se encontram na Figura
21. Nota-se que quando cultivadas sobre polpas, o nimero de estruturas neurais
observadas nas colbénias de CTEs é superior ao daquelas mantidas sobre fibroblasto
de prepucio.

Empregando o teste estatistico de Fisher, para comparar o niumero de
estruturas neurais formadas quando do cultivo sobre IDPSCs ou células de prepucio
humano, verificamos que as diferencas observadas s&o significantes, sendo que
apos doze dias de cultivo, o valor p obtido foi de 0,0022 e apos 19 de 0,0002, ambos
menores que 0,01.

Adicionalmente, para constatar se as células de polpa eram capazes de
induzir a diferenciagdo neural apenas por contato ou se havia a liberacao de fatores
sollveis pelas mesmas responsaveis por tal evento, foram realizados experimentos

em placas Transwell. Nesse sistema, as CTEs humanas foram cultivadas na parte
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inferior da placa, enquanto as células usadas como feeder foram cultivadas sobre
uma membrana de polimero, ocupando a parte superior da placa. Essa membrana
possuia poros de 0,4um de didmetro permitindo difusdo de solutos, mas nédo de
estruturas maiores, como células. Para efeito comparativo, também foram usadas
membranas contendo fibroblasto de prepucio humano (H27) e murino irradiados.
Como controle, um poco foi mantido com CTEs em mTeSR1, onde se esperava néo
houvesse diferenciacdo, e outro em meio de CTEs. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 22.

Nota-se que as células cultivadas em mTESR nao sofreram diferenciacéo,
diferentemente das col6nias mantidas nas demais condicfes, que se diferenciaram
porém nao em estruturas neurais. Apenas no poc¢o onde houve co-cultivo com
células de fibroblasto murino foi detectada diferenciacdo neural de uma Unica
colonia. Estes resultados indicam que o contato celular € importante para que a

diferenciacéo neural ocorra.
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Tabela 2 :Resultados de citometria de fluxo para caracterizagdo da

origem mesenquimal das células

Anticorpo Marcacgéao Anticorpo Marcacéo

CD 14 - CD90 +

CD 29 + CD105 +
CD31 - CD106

CD34 - CD117

CD44 + CD133 -
CD45 = CD166 +
CD73 + HLA-DR

Tabela 3: Deteccdo de marcadores de superficie celular de células

pluripotentes em IDPSCs.

Marcador PDL1 (%) PDL2 (%)

SSEA-4 74,48 69,6
SSEA-1 21,3 21,1
TRA-1-81 28,1 19,3
TRA-1-60 11,7 16,3
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Figura 3: PCR semi-quantitativa para genes tipicamente expressos em células
pluripotentes. Pode-se observar resultados comparativos para IDPSC e CTEs
humanas. A expressao de LIN28 nao foi detectada nas IDPSCs.

42



RESULTADOS

.
.
Figura 4: Deteccdo protéica, por imunofluorescéncia, do marcador OCT-4 em
IDPSC indiferenciadas. Em A, células positivamente marcadas para OCT-4. Em B,

coloragdo do nucleo com DAPI. Em C, sobreposicdo de A e B, mostrando a
expressdo nuclear de OCT-4. Em D, controle negativo, ja com a sobreposicéo
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Figura 5: Diferenciacdo de IDPSCs em adipécitos. (A) Células espontaneamente
diferenciadas para adipdcitos .(B) Células apos 21 dias de tratamento com meio
indutor B . As deposi¢cdes de lipideos foram coradas com 0Oleo vermelho. As fotos
foram adquiridas por meio de uma camera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a
um microscépio de luz Nikon TMS-F
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Figura 6: Diferenciacdo osteogénica de IDPSC. (A) Células indiferenciadas. (B) dia
10 da diferenciacdo. (C) Apo6s 21 dias. (D) células ap6s 21 dias de diferenciacéo
osteogénica coradas com alizarina vermelha. (E) e (F) células apds dois meses de
diferenciacdo osteogénica coradas com solucéo de alizarina vermelha.. (E) aumento
de 40X e em F aumento de 100X. As fotos foram obtidas por meio de uma camera
Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscépio de luz Nikon TMS-F
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Tabela 4: Pluripotencialidade de células-tronco de polpa de dente. Comparacao
entre os resultados obtidos por experimentos de diferenciacao celular realizados
com diferentes linhagens de células —tronco de polpa de dente.

Diferenciacéo

Diferenciacédo Diferenciacé@o

Diferenciacédo Diferenciac@o

Linhagem adipogénica osteogénica para neural miogénica
cartilagem

DPSC N&o N&o N&o
Gronthos et _ + investigada investigada investigada
al., 2000
DPSC Nao N&o
Gronthos et + + investigada + investigada
al., 2002
SHEDs N&o N&o
(Miura et + + investigada e investigada
al.,2003
IDPSC
Kerkis et + + + + +
al.,2006
Arthur et al, Nao Nao Nao Nao
2008 investigada investigada investigada e investigada
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Figura 7: Diferenciacdo neural espontédnea das IDPSCs. (A) Células indiferenciadas.
(B) Apés sete dias de cultivo em meio DMEM Knock-Out /20% KSR. (C) Massa de
células que se forma apds o tratamento com tripsina. (D) Imagem de parte da massa
de células apds imediata transferéncia para placa de 35mm de diametro. (E) 24
horas apds transferéncia. Nota-se que a massa ja aderiu a superficie celular. (F)
Apbs quinze dias de cultivo nestas condi¢cdes. Observam- se algumas células mais
brilhantes e arredondadas sobre o tapete de células que cobre a placa (seta). (G)
apos dois meses de cultivo nestas condigdes. As fotos foram obtidas por meio de
uma camera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscopio de luz Nikon
TMS-F.
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Figura 8: Tratamento indutor da diferenciacdo neural de IDPSC com RA. (A)
Imagem dos agregados celulares obtidos (descritos por Kerkis et al, 2006 como
SLS- sphere-like structures). (B) 24 horas ap0s a transferéncia para placas
aderentes. (C) 30 dias apo6s a transferéncia.(D) Células brilhantes, com morfologia
semelhante a neural e mais achatadas, escuras. As fotos foram obtidas por meio de
uma camera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um microscépio de luz Nikon
TMS-F.
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Figura 9: Diferenciacdo neural de CTEs humanas com RA. (A) Imagem dos
agregados celulares obtidos (descritos por Kerkis et al, 2006 como SLS- sphere-like
structures). (B) 10 dias apds a transferéncia para placas aderentes. As fotos foram
obtidas por meio de uma camera Nikon com lentes da Zeiss, acopladas a um
microscoépio de luz Nikon TMS-F.
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Figura 10: Tratamento indutor da diferenciacdo neural de IDPSCs com FGF-2 e
dbcAMP. (A) células indiferenciadas (aumento de 40X). (B) Apés sete dias de cultivo
com meio indutor composto de 500uM de dibutiril AMP ciclico e 20ng/ml de FGF -2.
(C) Células apos 21 dias de cultivo na presenca dos indutores, aumento de 40X; (D)
zoom (4X) da foto C. (E) Aumento de 200X. As fotos C, D e E mostram o panorama
geral da cultura, com células mais brilhantes sobre células mais escuras e
fortemente aderidas como o descrito por Schwartz et al, 2003.

50



RESULTADOS

Figura 11: IDPSCs tratadas com meio indutor composto de 500uM de dbcAMP e
20ng/ml de FGF -2 por 21 dias, posteriormente tratadas com tripsina e transferidas
para placa tratada com 0,1% de gelatina. (A): Observa-se no centro da imagem
uma célula com morfologia neural tipica. (B): A regido delimitada mostra a formacéo
de agregados celulares comumente feitos neste protocolo.
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IDPSCs tratadas CTEs tratadas

Blll-
TUBULINA

NESTINA

CONTROLE
NEGATIVO

Figura 12: Imunofluorescéncia usando marcadores neurais BIII-TUBULINA e
NESTINA para IDPSCs indiferenciadas e apés tratamento com RA e para CTEs
tratadas com RA. Para o controle negativo houve apenas incubacdo com anticorpo
secundario. Em azul, nucleo celular corado com DAPI.

A

Figura 13: Imunofluorescéncia para MAP-2. (A) IDPSCs ap0s tratamento com RA.
(B) Controle positivo feito com CTEs diferenciadas para neurénio
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Figura 14: Imunofluorescéncia usando marcadores neurais BllII-TUBULINA e GFAP
para IDPSCs tratadas com dbcAMP e FGF-2. Em A e B marcagao para GFAP. Em
A, células indiferenciadas e em B, apés tratamento indutor. Em C e D, células

marcadas para R-l TUBULINA. Em C, células indiferenciadas e em D apos
tratamento indutor. Em azul, nlcleo celular corado com DAPI.
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Figura 15: Medidas de eletrofisiologia para IDPSCs indiferenciadas. (A) Linhas
representativas das correntes de sédio e potassio obtidas ao longo de 50ms de
passos despolarizantes, com incrementos de 5mV, partindo de uma fixacdo de
voltagem de -100mV (B) Potencial de acdo. Os pulsos despolarizante sofreram
incrementos de 0,2nA.
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Figura 16: Medidas de eletrofisiologia para IDPSCs ap0s tratamento com RA. (A)
Linhas representativas das correntes de sédio e potassio obtidas ao longo do tempo.
(B) Potencial de acdo. O pulso despolarizante foi de  15nA
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Figura 17: Diferenciacdo neural de CTEs humanas induzida por IDPSCs. As CTEs
foram mantidas em feeder murino antes de passagem para células de polpa. (A)
Apoés trés dias de cultivo sobre IDPSC indiferenciadas e irradiadas ainda é possivel
se notar colénias com morfologia tipica de CTEs indiferenciadas. (B) Quinze dias
apos o cultivo sobre IDPSCs. Células comecam a se organizar formando estruturas
colunares, adotando uma morfologia que lembra a formacédo de um tubo neural (C).
(D) Quinze dias apos transferéncia das rosetas para placas aderentes em meio
Neurobasal/B27, na auséncia de IDPSCs. Células com morfologia tipica de
neurdnio podem ser visualizadas. E também com morfologia mais parecida com a de
células da glia (seta) (E) . (F) Quarenta e cinco dias apods a transferéncia.
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Figura 18: Meio mTESR inibe a diferenciacdo das CTEs. Em (A), colbnia de CTEs
indiferenciadas, apoés sete dias de cultivo em matrigel/mTESR . Em B e C, CTEs cultivadas
sobre IDPSCs em meio normal de cultivo de CTEs ou em mMTESR pelo mesmo periodo de
tempo, respectivamente. Nota-se que na auséncia de mTESR (B), h& formacéo de estruturas
neurais enquanto na presenca deste meio (C), apesar de estarem semeadas sobre polpas, as
colénias nédo sofreram diferenciacgéo.

Figura 19: Estruturas neurais organizadas em forma de roseta expressam o marcador
neural NESTINA. Em azul ndcleo celular corado com DAPI. Aumento de 100X.
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Figura 20: Imunofluorescéncia para detec¢cdo de marcadores neurais em CTEs
diferenciadas para neurdnios apos co-cultura com IDPSCs. Estruturas neurais
organizadas expressam os marcadores llII-TUBULINA, MAP-2 e NESTINA. Em
azul nucleo celular corado com DAPI.

MAP-2

NESTIN
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Figura 21: Comparagéo da quantidade de estruturas neurais formadas apés 12
(A} e 19 (B) dias, de cultive das CTEs humanas scbre células de preplcio

humano e sobre IDPSCs irradiadas.
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Figura 22: Ensaio de co-cultura usando placas Trasnwell por quinze dias. Nota-se
gue as colbnias mantidas em mMTESR permaneceram indiferenciadas ao passo que
as colénias mantidas em meio de cultivo de CTE sofreram diferenciagéo (B). Quando
do co-cultivo com IDPSCs PDL1 (C) e PDL2 (D) e prepucio humano H27 (E) as
colonias sofreram diferenciacdo, mas ndo para estruturas neurais. Apenas foi
detectada diferenciacao neural em CTEs co-cultivadas com feeder murino (F).
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5. DISCUSSAO

5.1 cCaracterizacéo de IDPSCs:

A possibilidade de IDPSCs se diferenciarem em células neurais,
especificamente em neurdnios, abre grandes perspectivas para seu uso em terapia
celular, e como um modelo de estudo in vitro de diferenciacdo neural em situacdes
normal e patolégica. Com o objetivo de explorar o uso dessas células em pesquisa
bésica, duas novas linhagens de IDPSCs foram estabelecidas, e examinamos sua
capacidade de diferenciagéo neural.

A caracterizacdo fenotipica das duas linhagens por citometria de fluxo
mostrou sua origem mesenquimal e ndo-hematopoética. Além disso, as células
foram capazes de se diferenciar em osteoblastos e adipdcitos, confirmando sua
identidade de célula-tronco.

Curiosamente, foi detectada a expressao protéica de SSEA-4 e OCT-4 nas
IDPSCs indiferenciadas, marcadores caracteristicos de células-tronco pluripotentes,
sugerindo que estas possam ter uma maior plasticidade. De fato, Kerkis et al.
(2007) descreveram a expressado de OCT-4, SSEA-4, TRA-1-81 e TRA-1-60 em
suas linhagens de IDPSCs.

Porém, a andlise semi-quantitativa de expressao génica realizada em nosso
trabalho com as linhagens PDL1 e PDL2 mostrou que para OCT-4 e NANOG, os
principais marcadores de células-tronco pluripotentes, a expressao nas IDPSC era
60 e 200 vezes menor, respectivamente, do que em CTEs. Isso sugere que a
expressdo desses genes nado deve ser suficiente para conferir pluripoténcia as
IDPSCs. Corroborando esta hipotese, a injecdo de outras linhagens de IDPSCs em

camundongos imunodeficientes n&do foi capaz de gerar teratomas nos mesmos
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(Kerkis et al., 2007), conforme o verificado para linhagens de CTEs (Przyborski,
2005).

Finalmente, a analise do cari6tipo das duas linhagens identificou em torno de
6% de células tetraploides. Poliploidias ja foram encontradas em células de polpa
de dente por outros pesquisadores da area (Tsutsui et al., 2006). Além disso, Lizier
e colaboradores (2007) mostraram que IDPSC eram capazes de fusionar
espontaneamente in vitro entre si e também com células murinas. Em alguns tipos
celulares, como musculo esquelético e osteoclasto, a fusdo € um passo préprio do
programa celular, que culmina na diferenciacao (Taylor et al., 2002 e Vignery et al.,
2000). E possivel que o mesmo se aplique as células provenientes da polpa do
dente deciduo, o que por sua vez sugere uma grande importancia no controle da

confluéncia das mesmas durante o cultivo.

5.2 Diferenciacéo neural in vitro
5.2.1 Ser ou n&o ser um neurdnio

Nos ultimos dez anos muitos grupos concentraram esforcos na tentativa de
verificar se células-tronco adultas apresentavam uma plasticidade maior a que se
supunha, de forma que elas pudessem se diferenciar em células de outro folheto
embrionéario (Woodbury et al., 2000; Raff, 2003; Lu et al., 2004; Krabbe et al., 2005;
Bertani et al., 2005; Croft et al., 2006). Com relacdo a diferenciacdo neural,
particularmente, parecia bastante promissor conseguir direcionar a diferenciacao de
uma célula-tronco adulta humana nao-neural neste tipo celular, visto que se poderia
ter fontes acessiveis de células nervosas, ao mesmo tempo em que se contornaria

as discussodes éticas relacionadas a obtencao de CTEs humanas.
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Nos primeiros protocolos envolvendo diferenciacdo neural de células-tronco
mesenquimais (MSCs), apenas a morfologia e a expressao de proteinas tipicas do
trato neural e de neurbnios maduros foram suficientes para se considerar que a
diferenciagao tinha de fato ocorrido (Kim et al., 2002; Sanchez — Ramos, 2000;
Woodbury et al., 2000; Fugimura et al., 2005; Lee et al., 2007). Porém, um nimero
crescente de trabalhos comecou a questionar os resultados obtidos, demonstrando
que artefatos de cultura poderiam levar a resultados similares aos encontrados
(Bertani et al., 2005; Croft e Przyborsky , 2006; Krabbe et al., 2005) .

Os dados obtidos apontavam para a necessidade de se realizar medidas de
eletrofisiologia para que se pudesse confirmar a identidade das células
supostamente diferenciadas. Porém, ndo é incomum encontrar resultados similares
com interpretacfes distintas, de forma que se torna necessario também definir quais
Sao 0s requerimentos minimos para se considerar que uma célula ndo-neural de fato
sofreu diferenciacdo para essa via e, para tanto, € indispensavel que se tenha em
mente antes quais caracteristicas definem um neurdnio (Svendsen et al., 2001).

De acordo com Kandel e colaboradores (2000), um neurbnio pode ser
compreendido como uma célula tipicamente polarizada, constituida por corpo
celular, dendritos, axbnio e terminais sinapticos, sendo células excitaveis, capazes
de propagar potenciais de acédo e conduzir os sinais por longas distancias. Se essa
definicdo for usada, entdo a presenca de corrente de sodio que flui por canais para
sbédio dependentes de voltagem pode ser considerada um indicio, mas nao prova de
que a diferenciacdo neuronal se deu, sendo para tanto necessario que houvesse
disparo de potencial de acdo num modo similar ao de um neuroénio.

Algumas perspectivas para confirmar que a diferenciacdo neural de fato se

deu podem ser: checar a expressdo de marcadores de neurbnio maduros;
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demonstrar a ocorréncia de disparo de potencial de acdo nestas células; realizar
uma investigacdo mais detalhadas da cinética dos canais para sodio e potassio
dependentes de voltagem, verificando quais subunidades estdo expressas em dado
tipo celular antes e apos a diferenciacdo; checar a ocorréncia de sinapses, com
lancamento de neurotransmissores e, por fim, comparar a diferenciacdo de células-
tronco mesenquimais com a de modelos bem caracterizados, como CTEs (Fraichard
et al., 1995; Bibel et al., 2004), ECs (Jones Villeneuve et al., 1982; MacPherson,
1997) e células-tronco neurais (Biella et al., 2007; Song et al., 2002).

Os dados obtidos no presente trabalho mostram que provar a identidade de
uma célula supostamente diferenciada nao € trivial. De acordo com Svendsen e
colaboradores (2001), quando os neurdnios sdo gerados a partir de tecido ou de
células-tronco/progenitoras neurais a necessidade de usar diversas técnicas a fim de
elucidar a identidade celular apés o tratamento indutor € menor, embora seja
altamente recomendavel. Contudo, em se tratando de uma mudanca dramatica,
como no caso da transdiferenciagcdo de células-tronco mesenquimais, torna-se
indispensavel a aplicagdo de um numero combinado de métodos. E, enquanto

houver indicios, mas ndo a comprovacao dessa identidade € mais aconselhavel usar

o termo “neurdnios presuntivos”.

5.2.2 Morfologia e marcadores
Diversas fontes de células-tronco mesenquimais foram analisadas quanto a
capacidade de diferenciacdo neural, incluindo células da medula 6ssea (Bertani et
al., 2005; Kim et al., 2002; Sanchez — Ramos, 2000; Woodbury et al., 2000), de
tecido adiposo (Fugimura et al., 2005; Safford et al., 2002), de cordao umbilical (Lee

et al.,, 2007), de polpa dental (Miura et al., 2003; Kerkis et al., 2007; Arthur at al,
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2008), dentre outras. Na maioria dos experimentos as células foram consideradas
diferenciadas com base na morfologia e expressdo protéica. Nesse contexto,
decidimos verificar se as IDPSCs poderiam ser induzidas a se diferenciar para
células neurais, apresentando morfologia, expressédo protéica e resposta funcional
tipicas do trato neural.

O tratamento indutor empregando RA e FGF-2 permitiu a formacdo de uma
camada de células mais achatadas e escuras recoberta por células brilhantes e
esféricas, com projecdes que lembram neuritos, conforme o descrito por Shwartz e
colaboradores (2003). Porém o fendtipo observado parece inconsistente com uma
diferenciacdo neural tipica. Na diferenciacdo paralela conduzida com CTEs
humanas, a morfologia neural tornou-se mais acentuada conforme aumentava o
tempo de diferenciacdo, ao passo que, durante o0 mesmo tempo de tratamento
indutor, a cultura de IDPSC perdeu a morfologia neuronal.

Ainda assim, as IDPSCs tratadas foram conduzidas para ensaios de
imunofluorescéncia e medidas de eletrofisiologia. Com relagcdo aos marcadores
neurais, apesar de as células tratadas exibirem expressdo de proteinas neurais
como NESTINA, BIII-TUBULINA e GFAP, néo foi detectada a expressao de MAP-2,
caracteristica de neurénios maduros. Além disso, as células indiferenciadas também
expressaram NESTINA e B-11l TUBULINA, limitando a interpretacéo do significado da
presenca destes marcadores em células apés tratamento indutor.

Em seu trabalho com as SHED, Miura e colaboradores (2003) encontraram
nas células indiferenciadas expressao dos marcadores GFAP, NeuN, NF-M, CNPase
e mais surpreendentemente, para GAD, um marcador de neurdnio especializado,
produtor de glutamato, embora a expressdo observada desse ultimo tivesse sido

baixa. O tratamento das SHED com FGF-2 e EGF levou a formacéo de células com
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morfologia neural e gerou um aumento na expressdo de BIII-TUBULINA, GAD e
NeuN. Curiosamente, os niveis de NESTINA, NFM, GFAP e CNPase permaneceram
inalterados. A tabela 5 sumariza os resultados obtidos por diferentes grupos que
testaram protocolos indutores da diferenciacdo neural para células-tronco de polpa

de dente.

Tabela 5: Diferenciacéo neural de células-tronco de polpa de dente

Tipo celular SHED IDPSC IDPSC DPSC
utilizado
Autores Miura et al., 2003  Kerkis et al., 2007 Kerkis et al., 2007 Arthur et al., 2008
Sem adicdo de EGF e FGF ou
Fatores usados EGF e FGF fatores RA EGF. FGF e RA
Deteccédo de NESTINA; BllI- .
marcadores TUBULINA; Tﬁgﬁ[mﬁ ElgA
neurais em GAD;GFAP NESTINA NESTINA N
. ’ NCAM; NF-M;
células NeuN; NFM e NE-H
indiferenciadas CNPase
Deteccao de NESTINA; NFM;

o K INESTINA; |BIII-
marcadores GFAP.CNPase;  \ rorina GEAP, TUBULINA: PSA-
neurais em 1BIII-TUBULINA; BIlll-TUBULINA . .

a . . BllII-TUBULINA NCAM; tNF-M;
células 1GAD; tNeuN; NF-H
diferenciadas NFM 1
Tempo de Cerca de duas
cultura 4 semanas semanas Duas semanas 3 semanas
Tipo celular
apoés Células neurais Glia e Neurdnios Neurdnios Neurdnios

diferenciacéo

Deteccéo de
Nao testada Nao testada Nao testada atividade VGSC
por eletrofisiologia

Resposta
funcional in vitro

As setas 1 | indicam que houve aumento ou diminuigéo, respectivamente, na expressado de dado
marcador apdés tratamento indutor da diferenciacdo neural.

A expressdo de marcadores neurais em células-tronco de polpa de dente
indiferenciadas pode ser interpretada como um indicio de que (1) ao menos uma
pequena porcentagem das células apresenta caracteristicas de células-tronco
neurais, o que poderia conferir ou ndo as mesmas uma predisposicdo a
diferenciacdo para essa via; (2) tal caracteristica € comum as diversas linhagens de
MSCs indiferenciadas, como o visto para algumas linhagens de MSCs de medula

O0ssa (Rooney et al, 2008; Deng et al, 2005); ou (3) alguns marcadores
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considerados neurais ndo sdo especificos deste tecido (Bertani et al., 2005,
Svendsen, 2001).

Da mesma forma, a expressdo destes marcadores nas células apos
tratamentos indutores deve ser vista com cautela uma vez que as células
indiferenciadas em muitos casos ja os apresentam e que, além disso, alguns
trabalhos mostram que tratamentos indutores podem levar a morfologia e expresséo
protéica tipicas do trato neural sem, contudo, ter havido diferenciacéo neural de fato.

Verificou-se, por exemplo, que MSCs de medula éssea expressavam
constitutivamente marcadores de diversas linhagens, incluindo neurais e que, apos o
tratamento indutor, ndo houve uma modulacdo significativa na expressao destes
altimos (Bertani et al.,, 2005). A analise da expressao global de 21.000 genes
mostrou que aqueles alterados pelo tratamento eram diferentes dos verificados em
tecidos neurais imaturos e que, comparativamente, o tratamento nao foi mais
eficiente em direcionar as células para o trato neural do que para o hepatico (Bertani
et al., 2005).

Adicionalmente, Croft e colaboradores (2006) mostraram que a formacéo de
células com morfologia e expressao protéica semelhante a de neurbnios a partir de
células-tronco adultas ndo neurais poderia ser obtida por artefato da cultura e que o
processo de diferenciacdo celular observado era inconsistente com o
desenvolvimento neural tipico, corroborando o encontrado por Bertani e
colaboradores (2005).

No mesmo contexto, ao tentarem promover a diferenciacdo neural de MSCs,
Deng e colaboradores (2005) mostraram que a elevacdo de AMP ciclico
citoplasmatico causado pelo tratamento com o analogo dbcAMP direcionava a

mudanca morfolégica das células e aumentava a expressdo de GFAP, porém a
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expressdo da maioria dos marcadores neurais observados ndo sofria mudancas
consideraveis apdés o tratamento, sugerindo que os resultados obtidos poderiam
indicar que ndo houve real diferenciacao para o trato neural.

Esses dados em conjunto mostram que a morfologia e marcadores devem ser
considerados indicativos de linhagem neural, mas ndo podem confirmar a identidade
neuronal por si s6 (Svendsen, 2001), de forma que ndo podemos concluir com base
em nossos resultados de andlise morfologica e protéica, que houve diferenciacéo
neural. Em nosso estudo a interpretacdo tornou-se ainda mais comprometida pelo
fato de as células sem tratamento ja apresentarem marcacdo e também pela
auséncia de marcacéao para MAP-2 nas células tratadas com RA.

Tais achados reforcaram a necessidade de haver uma caracterizacdo mais
detalhada das células, através da realizacdo de medidas de eletrofisiologia, que
poderiam nos esclarecer se as células obtidas seriam capazes de exibir resposta

funcional tipica de neurdnio.

5.2.3 Avaliacdo da resposta funcional por medidas de eletrofisiologia

Células neuronais sdo capazes de se comunicar a longas distancias e com
rapidez entre si e também com células alvo ndo-neurais, como células musculares
ou glandulares. Essa capacidade depende da movimentacdo de ions através da
membrana celular que podem levar a alteracdes rapidas da diferenca de potencial
elétrico através da mesma, causando o chamado disparo do potencial de acao.
Neurbnios funcionais expressam diferentes tipos de canais dependentes de
voltagem, que participam na geracdo e propagacao do potencial de acdo, como
canais para sodio e potassio dependentes de voltagem (Kandel et al., 1997).
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Neste trabalho verificamos que as células tratadas apresentaram correntes de
sédio e potassio e foram capazes de disparar potencial de acdo. Porém,
surpreendentemente, também foi possivel observar esse padréo de respostas nas
células indiferenciadas. Embora ja tenha sido verificada atividade de canais
dependentes de voltagem em MSCs indiferenciadas, como mostrado na tabela 6,
ainda nao havia sido mostrado disparo de potencial de acdo nas mesmas, como 0
descrito em nosso estudo. Contudo, o significado fisiolégico deste achado ainda

precisa ser esclarecido.

Tabela 6: Atividade de canais dependentes de voltagem em MSCs indiferenciadas
de diferentes origens

Tipo celular Tipo de corrente Autores
observada
MSC de medula 6ssea murina IKCa Tao et al., 2007
Ikir
ICI
MSC de medula 6ssea de rato IKCa Li et al., 2006
IKDR
Ito
INa
ICa.L
MSC de medula 6ssea de IKir Deng et al., 2006
coelho Noise like IKCa,
IKDR
MSC de medula 6ssea humana IKCa Heubach et al., 2003
IBa
MSC humana de liquido IKpr Liu et al., 2008
amniotico IkCa
Ito
MSC humana de cordao INa Park et al., 2007
umbilical IKCa
Ito
IKpr
MSC de medula 6ssea humana IKCa Li et al., 2005
Ito
IKDR-like ether-a-go-go
(eag) K* channel
INa
ICa.L
MSC humana de liquido IKDR Bai X et al., 2007
amniético IKCa
Ito
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INa
IKCa: Corrente de potassio ativada por ICI: Corrente de cloreto
célcio Ito: Corrente de potassio transiente
INa: Corrente de sodio ICa.L: Corrente de célcio tipo L
IKir : Corrente de influxo de potassio IBa: Corrente de bario

retificadora
IKDR: corrente de potassio retificadora

Recentemente, Arthur e colaboradores (2008) verificaram que DPSCs
indiferenciadas exibiam atividade por canais de sodio dependentes de voltagem que
se acentuava apos tratamento para inducdo neural. Os autores concluiram que 0s
dados indicavam que as células tratadas podem se diferenciar para neurdnios
maduros funcionais e que a resposta observada em células indiferenciadas pode ser
interpretada como indicio de que uma proporcdo de DPSCs apresente uma
predisposicao a diferenciacao neural.

De fato o aumento na densidade de canais para sodio dependentes de
voltagem esta correlacionado com a maturacéo neuronal (Biella et al., 2000). Porém,
embora a atividade destes seja critica para o disparo do potencial de acdo em
células excitaveis como neurénios e células musculares (Kandel et al., 2000), esse
nao é o Unico pré-requisito para que a resposta funcional ocorra.

Em um trabalho com MSC de medula 6ssea de rato, por exemplo, verificou-se
que apesar de o tratamento indutor levar as células a exibirem correntes para sodio
e potassio compativeis com a diferenciacao neural, ndo se observavam respostas de
potencial de acdo tipicas de um neurbnio. Mediante tais dados, os autores
concluiram que as células tratadas ndo possuem todas as caracteristicas de um
neurénio e que nédo atingiram a maturidade neuronal devido ou a auséncia de
estimulo apropriado ou a uma inabilidade intrinseca das mesmas (Wislet-Gendebien,

et al., 2005).
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Algo semelhante foi observado também com MSCs de medula 6ssea e de
tecido adiposo humano (Mareschi et al., 2006; Anghileri et al., 2008), sendo que em
ambos 0s casos se concluiu que os dados sugeriam a ocorréncia de diferenciacao
neural. Em outro estudo conduzido com MSCs de medula Ossea de rato,
empregando um dos protocolos mais disseminados para diferenciacdo neural, que
prevé o tratamento indutor com DMSO e BHA, constatou-se que as células tratadas
nao exibiam correntes de sodio ou potassio e ndo eram capazes de disparar
potencial de acdo (Barnabé et al., 2009). Esses trabalhos em conjunto mostram
como ainda € controversa a questdo acerca da capacidade das MSCs em se
transdiferenciar para neurénios.

Em nosso estudo particularmente, a deteccdo de atividade de canais
dependentes de voltagem e a capacidade de disparar potencial de acao das células
indiferenciadas limita a interpretacdo acerca do valor que o tratamento teria na
promocao da diferenciacdo neural. E ainda ndo esta claro se tais células possuem
uma propensao a diferenciacdo neural ou se sdo mais um tipo de célula excitavel.

Novos trabalhos tém mostrado que pode haver mais tipos celulares excitaveis
do que o concebido inicialmente, onde se acreditava que apenas células musculares
e neurbnios eram capazes de disparar potencial de acdo (Onganer e Djamgoz,
2005; Allard et al., 2006). Odontoblastos humanos, por exemplo, sdo capazes de
disparar potencial de acéo e, postula-se que tais células podem estar envolvidas na
participacdo do processo de transducdo de sinais sensoriais no dente, por meio de
interacdes com fibras nervosas (Allard et al., 2006). E possivel que, assim como o
verificado para os odontoblastos, as IDPSCs estejam envolvidas com a resposta
sensorial e disparem potencial de acdo, sem que isso signifigue que elas estejam

sofrendo diferenciacéo para o trato neural.
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N&o obstante, diversos trabalhos tém mostrado o envolvimento de canais
dependentes de voltagem outras funcdes que ndo comunicacdo neuronal. Acredita-
se, por exemplo, que canais para sodio dependentes de voltagem estejam
envolvidos no comportamento metastatico de células tumorais, como motilidade
(Djamgoz et al., 2001; Fraser et al., 2003; Fraser et al., 2005), atividade secretoria
da membrana e endocitose (Mycielska et al., 2003), adesédo e capacidade de
invasdo (Smith e Harper, 2004).

Mediante a dificuldade em se provar a efetividade do tratamento de
diferenciacéo neural sobre as IDPSCs, visto que, dentre outros achados, as células
indiferenciadas apresentam previamente caracteristicas de células excitaveis, nosso
estudo ndo sustenta o emprego das mesmas como um bom modelo de estudo da
diferenciacao neural in vitro.

Em contrapartida, o recente advento da técnica de inducédo de pluripoténcia
em células adultas (revisto por Yamanaka, 2009) tem se mostrado uma alternativa
bastante interessante e viavel para o estudo de diferenciagcdo neural in vitro
(Karumbayaram et al., 2009) em situacdes normal e patoldgica, em particular para
ALS (Dimos et al., 2009). Esta técnica permite que células adultas de pacientes
sejam reprogramadas para células pluripotentes (Takahashi e Yamanaka, 2006;
Takahashi et al., 2007), fornecendo uma célula com plasticidade elevada, que pode,
portanto, ser empregada como modelo de diferenciacdo neural in vitro, atil na
elucidacdo dos mecanismos envolvidos em patologias especificas do sistema

nervoso.

5.3 Induc&o da diferenciacdo neural de CTEs in vitro
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Os processos moleculares relacionados com o0s primeiros estagios da
diferenciacdo neural tém sido tradicionalmente estudados em vertebrados como
Xenopus sp. e em embrides de galinha e, comparativamente com esses modelos,
pouco se sabe sobre os fatores regulatérios da diferenciacdo neural em mamiferos
(Pankratz et al.,, 2007; Kawasaki et al., 2000). O estabelecimento de cultura de
células-tronco embrionarias e neurais murinas e humanas certamente tem
contribuido para o estudo dos eventos relacionados a neurogénese de mamiferos no
gue diz respeito a estas duas espécies.

Diversas técnicas tém sido empregados para promocao da diferenciacéo
neural de células-tronco embrionarias (Zhong-Wei, 2004). Um dos protocolos
frequentemente utilizados envolve a formacdo de estruturas denominadas corpos
embridides (do inglés, embryoid bodies, ou simplesmente EBs). Para a formacao
destas estruturas, as células sédo cultivadas em suspensdo e freqientemente se
encontram nos EBs derivativos da endoderme, mesoderme e ectoderme.

Para a diferenciacdo neural a partir do EB geralmente se adiciona acido
retindico (Bain et al., 1995; Li et al., 1998), o que de acordo com alguns autores
pode gerar alguns problemas, principalmente decorrentes do fato de ser dificil
analisar e controlar os diferentes passos da diferenciacdo pela multiplicidade de
linhagens celulares distintas que o EB pode originar (Kawasaki et al., 2000). Neste
contexto, protocolos que ndo envolvam a formacdo destas estruturas podem ser
interessantes.

Neste trabalho, conseguimos promover a diferenciacdo neural de CTEs
humanas sem a adicéo de fatores indutores, como RA, e sem a formacao de corpos

embridides, apenas com o uso de células de polpa de dente deciduo como feeder.
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A capacidade de inducdo da diferenciacdo neural de CTEs mediada por
células-tronco mesenquimais foi verificada em trabalhos anteriores (Kawasaki et al.,
2000 e Zeng et al., 2004). Empregando um método de co-cultura, Kawasaki e
colaboradores (2000) verificaram que células PA6, derivadas do estroma de medula
0ssea craniana, foram capazes de induzir a diferenciacdo neural de CTEs murinas
para neurénios dopaminérgicos. Essa habilidade foi denominada SDIA (do inglés
“stromal cell-derived inducing activity”) e acredita-se estar relacionada a fatores
expressos na membrana celular, visto que apenas o uso de meio condicionado de
células PA6 néo foi capaz de induzir a diferenciacédo neural.

Essa habilidade indutora das células PA6 foi também testada com CTEs
humanas (Zeng et al., 2004). Foi observado que, assim como para as CTEs murinas,
havia uma grande diferenciacdo para neurbnios dopaminérgicos e que estes, ao
serem transplantados em rato, se integravam e eram capazes de exibir atividades
bioguimicas e funcionais compativeis com as de neurbnios dopaminérgicos
maduros.

E interessante notar que a capacidade identificada neste trabalho das IDPSC
induzirem diferenciacdo neural de CTEs aderidas foi dependente de contato entre os
dois tipos celulares. E possivel que essa capacidade esteja associada a fatores
expressos na membrana, como o discutido acima, mas também ndo se descarta a
atuacao de um gradiente de concentracdo de fatores neurotroficos secretados pelas
IDPSCs.

Ha diferencas significativas entre nosso protocolo e os utilizados por
Kawasaki et al. (2000) e Zeng et al. (2004). Em nosso caso, as colonias foram
mantidas por quinze dias em meio de cultura de CTEs, enquanto nos trabalhos

citados as células foram transferidas para a camada de fibroblastos indutores em
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meio proprio para a diferenciacdo neural. Mesmo assim, na presenca de fatores
inibidores de diferencaicdo celular, as IDPSC foram capazes de induzir a
diferenciacdo neural das CTEs, indicando uma forte atividade neste sentido. Sera
importante repetir os experimentos de diferenciacdo das CTEs com as IDPSC em
meio de cultivo indutor de diferenciacdo neural a fim de explorarmos todo o
potencial das IDPSC na diferenciacédo de CTEs.

De qualquer forma, nossos dados mostram que as células de polpa de
dente deciduo foram mais efetivas em promover a diferenciagdo neural in vitro
quando comparadas com feeder de prepucio humano. Estes resultados sao
significativos na medida em gue mostram que estas células podem exercer efeitos
neurogénicos in vitro, o que, se estendido a sistemas in vivo, pode torna-las
ferramentas valiosas para aplicacdes no sistema nervoso, Uteis no reparo de lesées,
por exemplo.

De fato, verificou-se que células de polpa de dente de rato expressavam
RNAs mensageiros de fatores de crescimento relacionados ao trato nervoso, como
NGF, BDNF e GDNF (Nosrat et al., 1998a). Além disso, estas células foram capazes
de modular o microambiente in vitro, provendo suporte para a sobrevivéncia de
neurénios trigeminais (Nosrat et al., 2001) e dopaminérgicos (Nosrat et al., 2004) em
cultura, e também para neurénios motores em modelos experimentais de lesdo de
medula espinhal de rato (Nosrat et al., 2001).

Em um trabalho recente envolvendo transplante de DPSCs de macaco
Rhesus para hipocampo de camundongos, verificou-se que as células de polpa
estimularam a proliferacédo e diferenciacdo de células neurais enddégenas, o0 que se
acredita ser devido a uma regulacdo na liberacdo de fatores neurotréficos como

VEGF, NGF e FGF (Huang et al., 2008).
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Finalmente, verificou-se que DPSC de ratos foram capazes de exercer efeito
neuroprotetor em modelos de estudo das doencas de Alzheimer e Parkinson in vitro
(Apel et al., 2009). Esses dados em conjunto indicam que as células de polpa de
dente tém um grande potencial ainda a ser explorado para uso em terapia celular no
sistema nervoso, ndo como fonte de células nervosas, mas como agente indutor de
regeneracao, evitando a morte neuronal e auxiliando na auto-reparacdo de tecidos

lesados.
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6. CONCLUSOES

As células isoladas por nosso grupo sao de origem mesenquimal, sendo
descartada a possibilidade de contaminacéo por células hematopoéticas. Pudemos
detectar a expressdo de OCT-4 e NANOG, relacionados a manutenc¢éo do estado de
pluripotencialidade celular, porém, esta expressdo € muito baixa, indicando que 0s
mesmos ndo devem conferir pluripotencialidade as IDPSCs. As células foram
capazes de se diferenciar in vitro para ostedécitos apos tratamento com meio indutor
e também para adipdcitos, como outras linhagens de células-tronco mesenquimais.

Observamos nas IDPSC tratadas com RA a expressao de proteinas neurais
NESTINA e BIII-TUBULINA e as células foram capazes de disparar potencial de
acdo. Entretanto, tais resultados também foram verificados para IDPSCs
indiferenciadas, limitando a interpretacéo acerca do efeito do tratamento indutor de
diferenciacdo neural sobre as células o que, conseqiientemente, restringe o uso das
mesmas como modelo de estudo da diferenciacdo neural in vitro.

As células de polpa de dente deciduo constituem um material acessivel e com
caracteristicas peculiares. O estabelecimento de protocolos que permitissem a
diferenciacdo neural destas células in vitro seria interessante, visto que se poderia
ter uma ferramenta valiosa para estudos in vitro dos eventos relacionados a
neurogése e neurodegeracao.

Porém, mediante todas as controvérsias sobre a diferenciacdo neural das
células-tronco mesenquimais, das quais as IDPSCs fazem parte, bem como a
dificuldade existente em se provar a identidade destas células ap6s o tratamento
indutor da diferenciagdo neural, caminhos alternativos devem ser levados em

consideracdo, como empregar células adultas para reprogramacdo nuclear
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(Takahashi e Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). As células geradas, com
caracteristicas similares a CTEs, podem ser um modelo mais adequado para o
estudo da de diferenciacao neural in vitro.

E importante ressaltar que, apesar da questéo da diferenciacdo neural destas
células permanecer nao respondida, ndo se pode descartar a capacidade que as
mesmas tém em exercer efeitos terapéuticos (Nosrat et al., 2001; Nosrat et al., 2004;
Huang et al.,, 2008). Adicionalmente, nossos resultados mostraram que essas
células foram capazes de induzir a diferenciacdo neural de células-tronco
embrionérias in vitro, corroborando trabalhos que apontam as IDPSCs como boas
candidatas para terapia celular, ndo como uma fonte de células nervosas funcionais,

mas como indutoras de regeneragéo tecidual in vivo.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

OF.CEP/IB/012/2005
S#o Paulo, 11 de maio de 2005.

Prezada Senhora

Dirijo-me a V. Sa. para informar que o Comité de Etica
em Pesquisa deste Instituto, em reunido realizada em 15 de margo de 2005, APROVOU
o Projeto de Pesquisa “Caracterizagio de células-tronco humanas derivadas da polpa do
dente de leite” de sua responsabilidade (Protocolo n° 026/2004), conforme cépia do
Parecer em anexo.

Lembramos que deverfio ser apresentados relatérios anual

e final.
Atenciosamente.
B (- G
Profa. Dra. Maria Rita dos Santos e Passos Bueno
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos
IBUSP
Iima. Sra.

Profa. Dra. LYGIA DA VEIGA PEREIRA CARRAMASCHI
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do IBUSP.

Rua do Matdo - Travessa 14 n° 321 - CEP 05508-900 - Cidade Universitaria
S0 Paulo - Brasil - http://www.ib.usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA

PROTOCOLO CEP-IBUSP - 026/2004
TiTULO DO PROJETO DE PESQUISA: “Caracterizagio de células-tronco humanas
derivadas da polpa do dente de leite”

Pesquisadora Responsdvel: Profa. Dra. Lygia da Veiga Pereira Carramaschi

Objetivos do projeto de pesquisa:.1) Estabelecer linhagens de Células troncos (CT)
isbladas da polpa de dentes (de leite e definitivos); 2) Caracterizar essas linhagens
quanto a sua capacidade de proliferagdo e diferenciagfio in vitro; 3) Analisar a expressdo
de diferentes marcadores de CTs embriondrias, hematopoiéticas e mesenquimais nas
CTs isoladas de polpa de leite e 4) Analisar sua capacidade de formagdio de tumores
quando injetadas em camundongos imuno-suprimidos.

Local da realiza¢do do projeto, duragiio e financiamento: O Projeto sera realizado na
clinica de odontologia CERA, sob a responsabilidade do Dr. Humberto Cerrutti, no
Laboratorio de Genética-Molecular do Departamento de Biologia do IB-USP e no
Laboratério de Biologia Molecular, do Instituto Butantd, sob a responsabilidade da Dra.
Irina Kerkis. Uma parte significativa dos experimentos serd financiada pelo Dr.
Humberto Cerrutti. HA também financiamento da FAPESP.

Comentarios: O Projeto cientifico ¢ interessante e podera trazer contribuigdes
importantes para o conhecimento cientifico e de aplicagio pritica em terapia celular. A
metodologia a ser aplicada é adequada para atingir os objetivos propostos; A extragdo
de dentes ser4 realizada na clinica do Dr. Cerrutti, e este € o tnico responsével por este
procedimento. A polpa dentéria serd coletada apenas de dentes que serdio regularmente
extraidos por motivos odontologicos. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ¢
redigido de forma bastante concisa e de fécil entendimento.

Consideragdes: O projeto apresentado preenche todos os pré-requisitos éticos conforme
resolugio CNS 196/96. Diante do Exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — Seres
Humanos, de acordo com as atribuig¢des definidas na Resolugiio CNS — 196/96, aprova o
projeto de pesquisa proposto. A pesquisadora responsdvel deverd apresentar, ao CEP,
relatérios anual e final.

Situagiio: Projeto APROVADO.

S#o Paulo, 18 de Margo de 2005

Profa. Dra. Maria Rita dos Santo$ e Passos Bueno
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos
IBUSP

Rua do Mat3o - Travessa 14 n° 321 - CEP 05508-900 - Cidade Universitaria
Sao Paulo - Brasil - http://www.ib.usp.br
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