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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 esSses 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
diferenciacao 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.
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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.
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1. INTRODUCAO

1.1 Células-tronco: definicé&o e origens

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

Elas podem ser classificadas em trés tipos: embrionarias, germinativas
ou somaticas. Células-tronco embrionarias, por exemplo, sdo encontradas na
massa celular interna do embrido no estagio de blastocisto (Thomson et al.,
1998), enquanto células-tronco sométicas 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).

Células-tronco adultas estdo presentes na maioria dos tecidos, sendo
responsaveis pela reposicdo das células destes ao longo de toda vida. Elas se

dividem promovendo a manutencéo de seu numero, a0 mesmo tempo em que



dao origem a células comprometidas em se diferenciar em células de tecidos e
orgéos 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 embrionarias (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
populacdo de células-tronco multipotentes, que possuem a capacidade de se
diferenciar em varias linhagens celulares distintas in vitro, como odontoblastos
e adipécitos (Gronthos et al.,2000; Gronthos et al., 2002; Miura et al., 20083;
Kerkis et al., 2007), alétm de serem capazes de se diferenciar para
odontoblastos e direcionar a formacdo de um complexo semelhante a dentina
guando transplantadas para camundongos imunocomprometidos (Gronthos et
al., 2002).

Gronthos e colaboradores (2000) foram os primeiros a isolar e expandir
células progenitoras odontogénicas de uma populacdo de polpa de dente
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humano in vitro de adultos entre 19 e 29 anos, verificando que elas eram
capazes de autorenovacao e diferenciacéo, 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 populacdo
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; coldgeno tipo |, osteonectina; osteopontina,;
osteocalcina; colageno tipo Il e fator de crescimento do fibroblasto Il. N&o
houve deteccdo de marcadores hematopoéticos (CD14; CD45; CD34)
(Gronthos et al., 2000).

Posteriormente, foram realizados experimentos com células-tronco
provenientes da polpa de dente deciduo humano esfoliado, obtidos de criancas
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 estdo refletidas no cultivo 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 que 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 embrionéario, originando uma variedade de tipos celulares,
como células neurais, pigmentares, de musculo 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 embribes 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 embriondrias.

Mais recentemente, Kerkis e colaboradores (2007) conseguiram isolar
uma populacdo de células-tronco derivadas da polpa de dente deciduo que
expressam os marcadores OCT4, SSEA-3; SSEA-4; bem como os 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 populagdo encontrada entre as SHED e estas células, e o grau de
maturidade que as duas linhagens apresentam leva-os a acreditar que nao se
trata das mesmas células. Esta nova populacdo de células foi designada
IDPSC (Immature Dental Pulp Stem Cell). As IDPSCs séo capazes de se
diferenciar in vitro para cartilagem, musculo liso e esquelético e 0sso 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 apds tratamento indutor foi feita com base na morfologia e expressao
de proteinas neurais, assim como a maioria dos trabalhos envolvidos na
diferenciac@o neural de células tronco mesenquimais (Raff, 2003).

Contudo, um numero crescente de dados sugere que a
transdiferenciacdo 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
transformacdo 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 os experimentos de eletrofisiologia
celular.

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

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

capazes de disparar potencial de acao.



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
interpretacéo acerca da efetividade do tratamento em promover a diferenciagéo
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 o0 emprego dessas
células para terapia celular. Observamos que quando cultivadas em co-cultura
com células-tronco embrionéarias (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 modulacdo do
microambiente do transplante, levando a migracdo e maturacdo de células-
tronco neurais enddégenas. 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.



CONCLUSOES



CONCLUSOES

2. 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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CONCLUSOES

(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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