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RESUMO

A crista neural (CN) € uma estrutura transiente presente durante o
desenvolvimento embriondrio de vertebrados, sendo composta por um
grupo de células originadas a partir das margens dorsais das pregas
neurais durante o processo de neurulagdo. Os processos de migragéo e
especificacdo das células da CN permitem classificd-las ao longo de
todo eixo Aantero-posterior do embrido: cranial, cardiaca, truncal e
caudal; sendo que, cada regido terd seus derivados especificos. Células
da CN sdo células progenitoras altamente multipotentes que contribuem
extensivamente para o desenvolvimento dos vertebrados dando origem a
vérios tipos celulares. Durante a neurulacgio, os progenitores originais da
CN irdo desaparecer junto com seu habitat inicial. Porém, mais tarde,
locais como o dente aparecem como nichos tardios de progenitores
oligopotentes derivados da CN, para manuten¢do e reparo destas
estruturas, em vertebrados adultos. Neste trabalho, investigou-se in vitro
a possibilidade de a polpa dental (PD) humana ser um possivel nicho de
CT/progenitoras da CN, sua caracteristica mesenquimal e seu potencial
de diferenciagdo e proliferacdo celular através de inducdo e andlises
fenotipicas das células da PD. A caracterizacdo das células da PD como
células-tronco mesenquimais foi observada, pelo potencial de
diferenciacdo para fenotipos mesodermais (ostedcitos, adipécitos e
células de misculo liso), pela presenca dos marcadores para CD73,
CD90 e CD105 e auséncia de CD45, avaliado por citometria de fluxo.
As células da PD apresentam-se positivas para alguns marcadores de
células-tronco embriondria (OCT4)e de células-tronco da CN (Snail,
nestina), € negativas para outros (nanog; e p75¢ SOX 10,
respectivamente) avaliado por RT-PCR e imunocitoquimica. Os
resultados demonstraram ainda, que as células de PD apresentam
potencial de diferenciacdo neural pois foram positivas por RT-PCR e
imunocitoquimica para marcadores precoces de neuronio (B-Tubulina III
e Neurofilamento M) e de células gliais (PO), porém nédo apresentam 0s
marcadores neuronais e gliais mais tardios (Periferina e GFAP,
respectivamente). Todos os resultados foram semelhantes quando as
células eram cultivas em meio padrio e o meio da CN. Em conjunto, os
resultados sugerem que as células de PD utilizadas neste trabalho sdo
células tronco mesenquimais. As células de PD apresentam ainda
caracteristicas de células da CN, avaliado pela presenca dos marcadores
Snail e nestina e pelo potencial de diferenciacdo em fendtipos derivados
da CN como neuronal, glial e muscular liso.



Palavras-chave: Crista neural. Polpa dental. Células-tronco

mesenquimal.
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ABSTRACT

The neural crest (NC) is a transient structure of vertebrate development,
originated at the dorsal margin of the neural folds during neurulation.
The NC are classified along the antero-posterior axis of the embryo in
cranial, cardiac, truncal and caudal. Each region has its specific
derivatives. NC correspond to a collection of highly multipotent
progenitors that contribute extensively to the development of vertebrates
and give rise to various cell types. During neurulation, the original
progenitors of the NC will disappear along with their original habitat.
However, in adult vertebrates, oligopotent NC progenitors appear as
clusters in tissues such as the teeth, for maintenance and repair of these
structures. In this study, we investigated the human dental pulp (DP) as
a possible niche of NC stem cells (SC)/ progenitor cells. We also
analyze their in vitro, potential for mesenchymal and neural
differentiation, and proliferation. The results shown that DP cells could
be characterized as mesenchymal SC by the presence of CD73, CD90
and CD105 and absence of CD45 in addition to their potential to
differentiate in adipogenic and osteogenic mesenchymal phenotypes.
Moreover, DP cells show the embryonic stem cell marker such as
OCT4, and NC markers such as SNAIL and nestin, although there are
negative for others (nanog and p75, SOX10, respectively). Taken
together, the results demonstrate that DP cells are in fact mesenquimal
stem cells, and also have some properties of NC cells such as the
presence of the cell markers, SNAIL and nestin, and neural and smooth
muscle differentiation potential.

Keywords: Neural crest. Dental pulp. Mesenchymal stem cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 CRISTA NEURAL

Em 1868, Wilhelm His, embriologista suico, identificou um
grupo de células entre o tubo neural em desenvolvimento e a futura
ectoderme epidermal, de embrides de aves, e sugeriu que este
grupamento seria responsdvel pela formacido de ginglios espinhais e
craniais. A esse grupamento de células, ele chamou de cordao
intermedidrio. Porém, o nome desta estrutura, como sendo designada de
crista neural (CN) sé foi usado pela primeira vez por Arthur Marshall,
em 1879, em um artigo sobre o desenvolvimento de 6érgios olfatérios
(Hall, 2009).

A CN ¢ uma estrutura transiente composta por um grupo de
células originadas a partir das margens dorsais das pregas neurais
durante o processo de neurulagdo do desenvolvimento de vertebrados
(Le Douarin et al, 2004; Dupin et al, 2007). Durante e depois do
fechamento do tubo neural em embrides de vertebrados, as células da
CN destacam-se da ectoderme realizando o processo de delaminagdo, no
qual as células destacadas arranjam-se em uma ou mais novas camadas
paralelas. Desta forma as células da CN ficam localizadas na fronteira
entre epitélios neurais e ndo neurais. A partir deste momento, elas
adquirem um fendtipo migratério de células isoladas permitindo sua
multiplicacdo e, consequentemente, infiltrando (ou invadindo) o
mesoderma. E iniciada entdo uma extensiva migracdo destas células por
todo o embrido estabelecendo seus mapas de destino (Le Douarin &
Kalcheim, 1999).

Os mapas de destinos das células da CN foram estabelecidos no
ano de 1970 pelo grupo da Profa. Nicole Le Douarin que realizou vérios
experimentos transplantando fragmentos do tubo neural de embrides de
codorna, antes da migracdo das células da CN em embrides de galinha.
Estes experimentos permitiram identificar as rotas migratérias da CN,
bem como a potencialidade destas populacdes e as subpopulacdes dela
derivadas uma vez que os nucleos das células de codorna podem ser
identificados nos tecidos dos embrides de galinha (Le Douarin &
Kalcheim, 1999; Le Douarin, 2008).



O processo de migragdo e especificagdo das células da CN
permite classificd-las em regides ao longo de todo eixo antero-posterior
do embrido (Figura 1). A CN pode ser entdo, dividida em CN cranial,
CN cardiaca, CN truncal e CN caudal; sendo assim, cada regido da CN
terd seus derivados especificos. A diferencia¢do local apropriada das
células CN ¢ resultado da combinacdo de fatores extrinsecos do nicho
embriondrio (Bronner-Fraser et al, 1993 e 1995; Abzhanov et al, 2002;
Couly et al, 2002; Thomas et al, 2008) e das propriedades intrinsecas de
células que modificam a resposta a essas influéncias (McGonnell &
Graham, 2002; Thomas et al, 2008). As células da CN cefdlica, por
exemplo, apds a diferenciacio produzem neurdnios dos ganglios
cervicais e células gliais, células pigmentares da pele (exceto as da
retina), condrécitos, ostedcitos, adipdcitos, odontoblastos e a maioria
das células musculares lisas dos vasos da cabeca (Le Lievre & Le
Douarin, 1975; Etchevers et al, 2001). Ja as células da CN truncal
originam, em grande parte, células do sistema nervoso periférico (SNP),
como neurdnios e células glia, e participam na formacio de células
enddcrinas da glandula adrenal (Le Douarin & Kalcheim, 1999; Thomas
et al, 2008; Le Douarin, 2008).
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Figura 1: Migracdo das células da CN truncal. As setas indicam os diferentes
caminhos pelos quais seguem as células da CN. (Scott et al., 2003).

Células da CN sdo células progenitoras altamente multipotentes
que contribuem extensivamente para o desenvolvimento dos vertebrados
dando origem a vdrios tipos celulares (Le Douarin & Kalcheim, 1999).
Essa forte plasticidade celular sugere que a populag@o de células da CN
contenha multiplos progenitores celulares, com potencialidades
diferentes (Shakhova & Sommer, 2010; Dupin et al, 2010).
Consequentemente, é aceito que as células da CN cefilica, assim como
todas as outras subdivisdes dela, possam também conter células-tronco
(CT) progenitoras de uma ampla variedade de diferentes tipos celulares
(Calloni et al, 2009). A maioria destes progenitores mostram diversas
combinagdes de dois ou mais fentipos em sua progénie. E importante
ressaltar que estes progenitores intermedidrios exibem propriedades de
CT como auto-renovacdo e sucessivas divisdes em precursores multi ou
unipotentes (Trentin et al. 2004).

Muitos trabalhos recentes evidenciam a capacidade que os
progenitores derivados da CN tem de, sob influéncia de determinados
fatores do microambiente, promover a condrogénese, osteogénese e
gliogénese (Sarkar et al, 2001; Petiot et al, 2002; Ota & Ito, 2006;
Calloni et al. 2007 e 2009; Costa-Silva et al. 2009; Garcez et al. 2009).
Em 2004 demonstrou-se que para a diferenciagdo em melandcitos e para
estimulacdo da proliferacio de um progenitor bipotente de glia e
melandcito, glia e neurdnio ou glia e célula de misculo liso, se faz
necessdria a presenca de endotelina 3 (Trentin et al, 2004). Em estudo,
quando utilizado o fator de crescimento epidermal (EGF), in vitro,
relatou-se a promog¢do de neurdnios e melandcitos a partir de células da
CN enquanto que o fator de crescimento de fibroblastos tipo 2 (FGF2)
promove a diferenciacio glial (Garcez et al, 2009) e se os progenitores
de CN forem tratados com sonic hedgehog (Shh) podem originar
neurdnios, células glia, melandcitos, células musculares lisas e
condrécitos, in vitro (Calloni et al, 2007). J4 os progenitores
osteogénicos, sob as mesmas condicdes que o estudo anterior,
observaram um aumento significativo da frequéncia de progenitores
multipotentes (Calloni et al, 2009). Outro estudo, demonstrou ainda a
importancia da matriz extracelular como elemento fundamental do
microambiente na determinagcdo do destino das células da CN. No
trabalho de Costa-Silva e colaboradores (2009), fica evidenciado um
aumento da progénie de células musculares lisas quando as células da
CN tanto da regifo cefdlica quanto truncal sdo cultivadas sobre substato



de fibronectina; e este padrdo se mantém conservado tanto em modelos
de aves como de mamiferos.

Durante a neurulagfio, os progenitores originais da CN irdo
desaparecer junto com seu habitat inicial no momento do fechamento e
amadurecimento do tubo neural. Porém, mais tarde no desenvolvimento
do organismo, locais como ganglios entéricos (Kruger et al, 2002),
ganglios da raiz dorsal (Li et al, 2007), o foliculo piloso (Fernandes et
al, 2004; Sieber-Blum et al, 2004; Wong et al, 2006), o dente (Miura et
al, 2003), o coracdo (El-Helou et al., 2008) e até a medula dssea
(Motohashi et al, 2007; Takashima et al, 2007) aparecem como nichos
tardios de progenitores oligopotentes derivados da CN, para manutencio
e reparo destas estruturas, em vertebrados adultos.

1.2 CN E DESENVOLVIMENTO CEFALICO

Durante o desenvolvimento de embrides de mamiferos, as células
da CN migram antes do fechamento do tubo neural e originam o
mesénquima facial. A caracteristica migratéria e origem ectodermal
conferem as células da CN uma significativa e extensiva colaboracio
para a formacdo de estruturas da cabeca e pescoco destes animais
(Creuzet et al, 2005). As células da CN cefilica migram
ventrolateralmente povoando os arcos faringeos e ali produzem um
discreto edema, conferindo a cada um deles sua demarcacdo individual e
forma caracteristica (Figura 2). A migracdo das células da CN pelo
primeiro arco faringeo contribui para o processo nasal, palatino e do
mesénquima, que culmina na formacdo de toda massa nasofrontal. O
primeiro arco faringeo, no homem, origina os ossos da mandibula e o
queixo, odontoblastos dos primérdios dentais, a cartilagem do ouvido
interno e os o0ssos martelo e bigorna do ouvido médio (Couly et al,
2002; Koussoulakou et al, 2009). As células da CN cefilica originadas
na regido anterior do cérebro posterior, ddo origem ao mesénquima do
segundo arco faringeo, que por conseqiiéncia produz o osso estribo no
homem, como também a maior parte da cartilagem facial. No terceiro,
quarto e sexto arcos faringeos, o mesénquima serd originado das células
da CN cervical. No homem o quinto arco faringeo degenera (Couly et al,
2002).
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Figura 2: Migracdo da CN cefdlica. A. Esquema de um embrido. As cores
representam as regides do tubo neural e o local de onde partem as células da
CN. B. As setas indicam as rotas migratérias e os mapas do destino das células
da CN. (Modificado de Couly et al, 2002).

1.2.1 CN CEFALICA E DESENVOLVIMENTO DENTAL

O desenvolvimento individual de um dente é caracterizado por
uma série de reciprocas interacdes entre o epitélio e componentes
mesenquimais do dente rudimentar (Le Douarin e Kalcheim, 1999;
Koussoulakou et al, 2009). Sua formagdo envolve uma série orquestrada
de eventos morfogenéticos e moleculares que predizem a natureza dos
sinais e os destinos celulares bem como sua padronizacdo (Mitsiadis &
Garf, 2009). Alguns dos fatores importantes presentes na morfogénese
dental, bem como na morfogénese craniofacial sdo, por exemplo, o Shh ,
o FGF4, alguns membros da familia das proteinas morfogenéticas de
osso (BMP) e outros fatores paracrinos, que estdo concentrados em
regides onde ocorrem intera¢des celulares (Ten Cate, 2000; Scott et al,
2003).

A importancia da participagdo dos fatores de crescimento bem
como da mesoderme e das células da CN, que migram para o primeiro



arco faringeo, na odontogénese, ja foi demonstrado em mamiferos. Para
o desenvolvimento dos dentes sdo necessdrios dois tipos celulares:
células derivadas da ectoderme estomodeal, que forma os ameloblastos,
e as células derivadas da CN, células ectomesenquimais, que formam os
odontoblastos e cementoblastos. Os ameloblastos (Figura 3). Esses dois
tipos celulares, se justapoem no desenvolvimento da cavidade oral,
interativamente para controlar todo o processo de iniciacgdo,
morfogénese e citodiferenciagdo. A sinalizacdo célula-célula e seus
alvos nucleares t€m sido identificados como os principais mediadores do
intercAmbio progressivo, complexo e gradual de informacdes entre
ectoderme e ectomesenquima. A constante mudanca de dire¢do de
sinalizacdo e das respostas das células entre ectoderma e das células
ectomesenquimais permite o controle continuo das suas posi¢des
espaciais relativas e os seus estados diferenciados (Garcia — Castro,
2002).
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Figura 3: Origem embriondria dos diferentes tipos celulares que formam o dente
de um roedor. A camada de origem ectodermal (em azul) de um dente maduro é
aquela mais externa, mineralizada, composta pelo 1) esmalte que tem por
funcio recobrir a coroa dental. Ja os tecidos do 6rgdo dental que tem origem das
células da CN (em verde), sdo maioria: 2) a dentina, tecido mineralizado
secretado por odontoblastos, que sdo células especializadas localizadas
perifericamente a polpa dental; 3) a polpa dental; 4) o cemento, um tecido
mineralizado que recobre a raiz do dente e € secretado pelos cementoblastos; 5)
o ligamento periodontal (LP) que ancora o dente no alvéolo 6sseo e 6) o alvéolo
6sseo no qual o dente esta inserido. (Modificado de Miletich & Sharpe, 2004)

A indicagfo inicial de formacdo dos dentes é um espessamento
que acontece na mucosa bucal, denominada de lamina dental; e que,



posteriormente, acontece em forma de gomos no mesénquima adjacente,
sendo este preenchido quase que completamente pelas células derivadas
da CN (Figura 4, azul escuro). Com o passar do tempo de
desenvolvimento, o dente em formacdo passa do estdgio de botdo para o
estdgio de capa, com aumento do volume e consequente aumento na
concentracdo das células da CN na interface com o epitélio, enquanto a
face externa do saco dental é menos populoso delas (Figura 4, azul
claro). Na idade adulta, as células da CN contribuirdo para a formagio
da polpa, dentina e cemento (Sharpe et al, 2001 ; Chai et al, 2000).
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Figura 4: Esquema mostrando o processo de odontogénese, com contribuicio
das células da CN. Em azul escuro, células derivadas da CN e azul claro,
interface epitélio/ mesénquima pouco populosa de células da CN (Modificado
de Chai et al, 2000).

1.2.2 DESENVOLVIMENTO DENTALE CT

Organismos pluricelulares sdo compostos por diferentes tipos de
células. Todas estas células sdo derivadas de células precursoras ou CT.
Estas CT sdo definidas como células clonogénicas ndo especializadas,
com capacidade de se auto-renovar e de se multiplicar originando varios
tipos de linhagens celulares especializados. A auto-renovagdo acontece



por divisdes simétricas, onde ocorre a geracdo apenas de novas CT; ou
ainda assimetricamente, originando CT e células progenitoras
comprometidas fenotipicamente (Sanders et al, 2006). As CT podem ser
classificadas quanto a sua potencialidade em totipotentes (capazes de
dar origem a todos os tipos de tecidos embriondrios e anexos
embriondrios); pluripotentes (capazes de produzir todos os tipos
celulares de um embrido); multipotentes (contribuem para renovacio
e/ou producdo de tecidos de uma camada germinativa ou tecidos
determinados) e as unipotentes (originam uma linhagem celular)
(Wagers & Weissman, 2004) (Figura 5). As CT mantém ativos genes
diferentemente da maioria das células somdticas, e sdo estes genes que
conferem a elas as caracteristicas de potencialidade e indiferenciacdo. O
produto génico deles geralmente sdo fatores de transcri¢do como Oct-4,
Nanog, Sox2 dentre outros, que sdo responsdveis pelo controle do
estado de CT.

Pool de Células-Tronco

Divis@o Assimetrica

,;"M‘ ‘%1 ;

S

: Célulam%"r
Células-Tronco Restrita

i
i
i
i
{
i
i
i

Células
Diferenciadas

Figura 5: Propriedade fundamental da CT: capacidade de se dividir dando
origem a células que permanecem indiferenciadas, repondo o pool de CT, ou a
células que se diferenciam e amadurecem (Modificado de Zago & Covas,
2006).

As CT sdo classificadas ainda em dois grupos: células-tronco
embriondrias (CTE), que derivam da massa celular interna do blastocisto
e sdo pluripotentes; e as células-tronco adultas (CTA), sdo aquelas que
permanecem indiferenciadas e quiescentes no tecido diferenciado e
podem renovar-se e especializar-se para produzir tipos celulares
especializados. O papel primdrio das CTA em um organismo vivo é
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manter e reparar o tecido no qual elas sdo encontradas. As CTA sio
células multipotentes encontradas em uma variedade de tecidos como
medula éssea, sangue, pele, foliculo piloso, cérnea e retina, figado, PD,
LP e trato gastrointestinal (Slack, 2000).

Pesquisas vém sendo feitas no sentido de identificar possiveis
nichos de CT da PD. No trabalho de Harada e colaboradores (1999), os
resultados indicam que as CT do dente residem no “loop” do epitélio
cervical, que € constituido por um cerne central de células reticulares
estreladas, rodeado por uma camada basal de células epiteliais, e que
ddo lugar a ampliacdo da progénie diferenciada dentro do esmalte
formado pelos ameloblastos. Outros trabalhos, como no de Nishihara e
col. (2007), sugerem que as CT encontradas nos germes dentais de
terceiros molares humanos sejam células-tronco mesenquimais (CTM).
Marcadores de CTM foram identificados ainda em polpa de dentes
deciduos de humanos (Gronthos et al, 2002; D’ Aquino et al, 2009).

1.2.3  CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (CTM)

O conceito atual de CTM foi citado pela primeira vez por
Caplan em 1991, e surgiu da proposta de que CT isoladas da medula
Ossea seriam correspondentes a CTM de embrido. Experimentos que
demonstravam esta teoria, ja vinham sendo realizados desde a década de
70, e ficou provado o potencial osteogénico associado a medula dssea
(MO) através de experimentos de transplante da MO. As CTM foram
identificadas por Friedenstien e Cols. em 1966, que as denominou entio
de células formadoras de coldnias fibroblasticas (CFU-F) (Bianco et al,
2008).

As CTM sdo células multipotentes capazes de suportar a
hematopoese e de se diferenciar em diversas linhagens celulares, como
os condrécitos, adipdcitos e os tendcitos. Elas estdo presentes e t&ém sido
isoladas em diferentes tecidos, como musculo esquelético (Kamprera et
al, 2006), tecido adiposo, corddo umbilical, placenta, sistema
circulatério (Beyer & Meirelles, 2006), PD (Huang et al, 2009) e LP
(Gronthos et al, 2006; Coura et al, 2008).

Em cultura as CTM sio facilmente selecionadas pela facilidade
de adesdo ao plastico, por sua morfologia fibroblastdide e por sua
capacidade proliferativa. A cultura tem caracteristica homogénea e a
expansdo em meios de cultivo simplificados, com baixa concentracio de
SBF, facilitam seu manuseio e utilizacdo. Para a caracterizacio
fenotipica de uma CTM ¢é necessdrio que as células expressem um
conjunto de marcadores celulares, antigenos de superficie, que a
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identifiquem. Portanto, as CTM sdo descritas ndo expressando
marcadores hematopoiéticos como CD45, CD34, CD14 ou CDI11;
moléculas coestimulatérias como CD80 e CD40, marcadores de células
endoteliais (KDR ou VEGFR e VE-caderina), complexos de
histocompatibilidade principal da classe II (HLA-DR) e moléculas de
adesdo como CD31 ou PECAM-1 e CD56. Todavia, as CTM podem
expressar antigenos de superficie como CD105 (endoglina, que estd
relacionado com as células progenitoras endoteliais), CD90 (Thy-1,
negativo para progenitores hematopoéticos), CD73 (marcador de
subpopulacdes de células B e T, células dendriticas e células dos centros
germinativos), CD 44 e moléculas de adesdo como CD106, CD29 e
ICAM-1 (Zago e Covas, 2006; Chamberlain, 2007).

Existe ainda outra possibilidade de evidenciar uma CTM. A
diferenciacio em fendtipos mesodermais como adipogénico,
condrogénico e osteogénico in vitro (Krampera et al, 2006). A
diferenciacdo adipogénica ocorre quando as células sdo cultivadas na
presenca de isobutilmetilxantina, pois esta substincia ativa o gene
PPARa e a sintetase de 4cidos graxos, resultando num acimulo de
goticulas de lipideos (Beyer & Meirelles, 2006). A diferenciacio
condrogénica se estabelece quando as CTM sdo cultivadas em
ambientes tridimensionais com em meios com baixas concentracoes de
soro bovino fetal (SBF) e na presenca de TGF-a. Nestas condi¢des, as
células rapidamente mudam sua morfologia e comecam a secretar
glicosaminoglicanos, coldgeno do tipo Il e outros componentes normais
da matriz cartilaginosa normal (Mackay et al, 1998; Barry et al, 2001).
Para a diferenciagdo osteogénica as células devem ser mantidas em
presenca de indutores que incluem B-glicerofosfato, acido ascérbico,
dexametasona e SBF. Desta forma as CTM adquirem morfologia de
osteoblastos e passam a expressar fosfatase alcalina e a depositar matriz
extracelular rica em célcio (Beyer & Meirelles, 2006). A diferenciacio
neural das CTM foi demonstrada exigindo a presenca de fatores como
FGF, PDGF e BDNF em meio de cultura neuronal (Woodbury et al,
2003).

124 CT DA POLPA DENTAL

A PD € um tecido conjuntivo frouxo envolvido pela dentina que
se comunica com o periodonto. Sua por¢do periférica é caracterizada
pela sua participacdo na formacgdo dentindria durante a vida do dente,
além de manter a integridade da dentina. Caracteriza-se por apresentar

uma populacdo variada de células, unidas por substincia intercelular
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amorfa, constituidas principalmente de glicosaminoglicanos, &acido
hialurdnico, sulfato de condroitina, glicoproteinas e 4gua. A substancia
intercelular fibrosa € principalmente de natureza coldgena do tipo I e IIL
Apresenta ainda um amplo suprimento vascular e nervoso (Stevens et al,
2008).

A proliferacdo das células da papila dentdria de origem
ectomesenquimal ocorre durante a odontogénese e é responsdvel pelo
molde da futura juncdo amelodentindria. As diferenciacdes citolégicas
associadas a histogénese da PD ocorrem em primeiro lugar na periferia
da papila dentdria com o epitélio dental interno no inicio da
dentinogénese. A papila dentdria passa a ser denominada de PD somente
quando fica delimitada por dentina. Todavia, a diferenciacido celular
continua a ocorrer lentamente por varios anos, uma vez que, as células
especializadas sdo fundamentais na manutengdo da substincia
intercelular (Stevens et al, 2008).

As células que se fazem presentes na PD podem ser
odontoblastos, fibroblastos, macréfagos, linfécitos e, recentemente,
observou-se células com caracteristicas mesenquimais indiferenciadas
(Miura et al, 2003). Estas células mesenquimais indiferenciadas se
mostraram promissoras na Medicina e na Odontologia, uma vez que,
exibem um potencial para diferenciacdo neuronal em PD humanas de
dentes permanentes e deciduos (Gronthos et al, 2002; Miura et al, 2003;
Nosrat et al, 2003), apresentam capacidade de regeneracdo da dentina
(Iohara et al, 2004), possuem capacidade de se diferenciarem em
osteoblastos e podem servir de fonte de tecido 6sseo (Harada et al,
2008).

Um trabalho anterior desenvolvido no laboratério “Célula-Tronco
e Regeneracdo Tecidual” (Departamento de Biologia Celular,
Embriologia e Genética/ Centro de Ciéncias Bioldgicas/ UFSC), em
2008, resultado da Tese de Doutorado do aluno Gustavo S. Coura
demonstrou que o LP humano representa um potencial nicho de células-
tronco com caracteristicas da CN. Em culturas de células de LP foram
identificadas células com fendtipos mesodermais (adipogénico,
osteogénico e de musculo liso), células com caracteristicas de CT da CN
(células marcadas positivamente para Nestina, HNK1 e p75) e células
que apresentaram marcadores de tipos celulares diferenciados como f-
tubulina III, Neurofilamento M (NF-M), Periferina e Proteina associada
microtibulo 2 (MAP-2) (marcadores de neurdnios), Alfa-actina de
musculo liso (a-SMA, marcador de célula de miisculo liso) e Proteina
zero (PO, marcador de célula glial). Desse modo, o LP humano possui
células que apresentaram marcadores de CT da CN, marcadores
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mesodermais e neurais (Coura et al., 2008). Portanto, se a PD e o LP
compartilham da mesma origem embriondria, derivadas das células da
CN, e se apresentam populacdes celulares com caracteristicas
mesodermais, surge a pergunta: a PD pode compartilhar da expresséo
dos marcadores indiferenciados da CN assim como o LP? E a PD capaz
de retomar sua origem embriondria e reverter a um fendtipo
indiferenciado? As células da PD sdo CT multipotentes? Como estas
perguntas nio foram respondidas no trabalho de Coura e colaboradores
(2008), surgiu a necessidade da elaboragdo de um trabalho que pudesse
responder as perguntas sugeridas sobre a PD e, por conseguinte, vir ao
encontro de nossos anseios.



16

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURA CELULAR

Um total de sete terceiros molares vitais e erupcionados foram
extraidos de individuos adultos (18 — 35 anos de idade), ndo fumantes,
de ambos os sexos, cuja anamnese revelou estado sist€mico normal. O
estudo conta com aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH/UFSC, protocolo No. 625/10). Os voluntarios foram
devidamente informados sobre a pesquisa. Apds as exodontias, 0s
dentes foram lavados com solug¢do fisioldgica estéril e armazenados em
tubos de polipropileno com meio de cultura padrdo a-Modified Eagle’s
Medium (a-MEM, Invitrogen) acrescido de 20% soro bovino fetal (SBF)
(Cultilab) e antibidtico (100U/ml de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina) (PS). O dente foi seccionado com broca, de maneira
menos invasiva possivel a fim de preservar o tecido pulpar. A PD foi
entdo removida, com auxilio de uma cureta, e incubada por 1 h, em tubo
de polipropileno contendo meio de cultura padrido descrito acima. Apds
este procedimento, a PD foi incubada em estufa com solucdo de
digestdo enzimadtica contendo 3 mg/mL de colagenase tipo 1 (Sigma) e 4
mg/mL de dispase (BD) por 01 h de incubagdo em estufa a 5% de CO, e
37°C (Jo et al, 2007). A digestdo enzimdtica das amostras foi paralisada
pela saturacdo em meio de cultura descrito acima. Posteriormente a
centrifugacdo (500 x g, 7 min), os pellets celulares foram ressuspensos
em 2 ml do meio de cultura o-MEM, Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (D-MEM) e Dulbecco’s Modified Eagle Medium Hight
Glucose (D-MEM HG) e PS. A suspensao de células isoladas foi obtida
passando as células através de um filtro celular de 70 um (BD); e apds
foi acrescentado 2 ml do meio de cultura padrio e 2posteriormente se deu
a transferéncia para as garrafas de cultivo (25 cm”). O meio de cultivo
das garrafas foi modificado conforme o objetivo proposto para cada
experimento, descrito abaixo. O meio de cultura foi trocado a cada 3 ou
4 dias. As células foram cultivadas em estufa a 37 °C, 5% CO, e 95% de
umidade. As passagens utilizadas nos experimentos foram as passagens
4eb6.
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4.2 DIFERENCIACAO EM FENOTIPOS MESODERMAIS

4.2.1 Diferenciacao adipogénica

Para inducdo da diferenciacio adipogénica, 5x10° células/pogo
foram cultivadas em placas de 24 pocos (Corning) em meio de cultura
o-MEM acrescido de SFB a 10%, dexametasona 10°® M, indometacina a
50 uM e insulina a 10 pg/mL (todos Sigma) e PS. Como controle, foi
utilizado a-MEM acrescido de SFB a 10% e PS. As células foram
mantidas como descrito acima com troca de meio a cada 3 dias. Apds 40
dias, as células foram fixadas em paraformaldeido (Vetec) a 4% e
coradas com a soluc¢do de Oil-Red-O (Sigma) a 0,2% em isopropanol
(Merck) (Lillie e Ashburn, 1943). A coloracio foi precedida de lavagem
das células em cultura com tampao fosfato-salina (PBS) e com H,O
destilada, por 2 vezes. Para proceder a coloracdo, as placas foram
incubadas, por 50 min, em temperatura ambiente com a solucdo do
corante e entdo lavadas com dgua destilada por trés vezes. A leitura foi
realizada em microscépio de contraste de fase, com aumentos de 100 x e
400 x. Os experimentos foram feitos em triplicata com trés repeti¢des
em cada linhagem avaliada.

4.2.2 Diferenciacio osteogénica

Para indugdo da diferenciacdo osteogénica, 5x10° células/pogo
foram cultivadas em placas de 24 pocos com meio de cultura a-MEM
acrescido de SFB a 10%, dexametasona 107 M, ascorbato-2 fosfato a 50
ug/ml e B-glicerofosfato a 20 mM (todos Sigma) e PS. Como controle,
foi utilizado a-MEM acrescido de SFB a 10% e PS. As células foram
mantidas como descrito acima, com troca do meio a cada trés dias. A
revelacdo dos ndédulos de mineralizagdo foi determinada no dia 40,
através da técnica de coloragdo com vermelho Alizarina 2% (pH = 4,1 -
4,3), para observacdo da deposicdo de cdlcio. Para o inicio de execugéo
da técnica, primeiramente, as células foram lavadas uma vez com PBS,
fixadas em paraformaldeido a 4% por 30 min a temperatura ambiente
(TA), lavadas uma vez com &gua destilada e depois de coradas com a
solucdo de vermelho de Alizarina por 5 min. Posteriormente, as placas
foram lavadas vérias vezes para a andlise de imagens. Os nddulos de
mineralizacdo pela deposicdo de célcio foram observados através de
microscopia de luz e contraste de fase (microscopio Olympus modelo
CK 40), em campo claro e as imagens foram fotografadas através de
maquina digital Olympus modelo C-5060, em aumentos de 100x e 400x.
Os experimentos foram feitos em triplicata com trés repeti¢des em cada
linhagem estabelecida.
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43 ANALISE DE FENOTIPOS ECTODERMAIS E DE
MARCADORES DE CELULAS PROGENITORAS DA CN

4.3.1 Meio para o crescimento de células derivadas da CN

Para o crescimento e diferenciagdo em células semelhantes 8 CN
ou seus derivados, foram utilizadas as seguintes condi¢des descritas na
literatura para o cultivo das CTE da CN, de embrides de aves e
camundongos (Trentin et al. 2004; Coura et al, 2008, Garcez et al, 2009;
Costa-Silva et al., 2009): as células foram cultivadas na densidade de
1x10° células/pogo (placas de 24 pogos) em meio de cultura o-MEM
acrescido de 10% SFB, 2% de extrato de embrido de galinha, hormonios
e fatores de crescimento [transferrina (10 mg/ml), hidrocortisona (0,1
mg/ml), glucagon (0,01 ng/ml), insulina (1 ng/ml), T3 (triiodotironina,
0,4 ng/ml), fator de crescimento epidermal (EGF, 0,1 ng/ml) e fator de
crescimento fibrobl4stico tipo 2 (FGF2, 1 ng/ml)] e PS. Todos os fatores
de crescimento e hormdnios foram adquiridos do fabricante Sigma. As
células foram mantidas como descrito acima com troca do meio a cada
trés dias. As culturas foram analisadas para a presenga de marcadores
celulares especificos por imunocitoquimica ou reagdo de polimerase em
cadeia com transcriptase reversa (RT-PCR) (Trentin et al. 2004; Coura,
2008, Garcez et al, 2009; Costa-Silva et al., 2009).

4.3.2 Analise da Expressao Génica por Reacdo em Cadeia da
Polimerase com Transcricdo Reversa (RT-PCR)

4.3.2.1 Extracao e isolamento do RNA total

Para realizacdo do RT-PCR, o RNA total foi isolado utilizando-se
o reagente Trizol™ (Invitrogen, SP, Brasil), conforme instru¢des do
fabricante. 1 mL de Trizol® foi usado para cada 25 cm” de drea da placa
de cultura. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 5 min a
TA e foram adicionados 200 puL de cloroférmio (Merck) g@para separac¢ao
das fases orgnicas e aquosa) para cada 1 mL de Trizol™ utilizado. As
amostras foram agitadas rigorosamente por 15 seg e incubadas por 3
min a TA. Depois de centrifugadas as amostras, a 15000 x g por 15 min
(4°C), a fase aquosa (camada superior, menos colorida) foi transferida
para um tubo estéril. A esta fase, onde se encontra o RNA total, foram
adicionados 500 pL de isopropanol (Merck), para precipitacdo do RNA.
Seguiu-se nova incubagdo por 10 min a TA. As amostras foram
centrifugadas a 15000 x g por 10 min (4 °C) e o sobrenadante
descartado. O sedimento formado foi lavado duas vezes com 1 mL de
etanol (Merck) a 75% (diluido em dgua tratada com o detergente DEPC
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0,1% autoclavada), inibidores de RNases. As amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 6000 x g por 5 min (4°C). Apés a
evaporagdo do etanol dos tubos, o RNA obtido foi eluido em 50 pL de
dgua livre de RNase e armazenado a —20°C. Para quantificar o RNA
total obtido apds o processo de extracdo, as amostras foram analisadas
por espectofotometria, em espectrofotdmetro Nanovue (Eppendorf,
Hamburg) através da leitura simultinea da densidade 6tica (DO) nos
comprimentos de onda 260 e 280 nm, observando-se a razdo entre eles.

4.3.2.2 Tratamento do RNA com DNase

O tratamento foi realizado para eliminagdo do DNA das amostras
de RNA para experimentos de RT-PCR. Apds a extracdo do RNA,
colocou-se em um microtubo estéril: 1 ug de cada amostra de RNA, 1
uL de tampdo 10 x de rea¢do da DNase (Promega, SP, Brasil), 1 U de
DNase RQ1 RNase free (Promega) e dgua livre de RNAses, em um
volume total de reacdo de 10 pL. Em seguida, a amostra foi incubada
por 30 min a 37 °C. Para inativar a acdo da enzima DNase RQ1 RNase
free, foi adicionado 1 pL da solug@o de parada e a reagdo foi aquecida
por 10 min a temperatura de 65°C. O RNA foi entdo quantificado por
espectrofotometria em  espectrofotometro Nanovue (Eppendorf,
Hamburg).

4.3.2.3 Reacao da Transcriptase Reversa

Foram usados 3 ug de RNA na reacdo de transcricdo reversa,
para sintese de cDNA, usando o kit ImProm-II Reverse Trascriptase
(Promega), segundo orientagdes do fabricante. A reagdo de transcri¢do
reversa foi realizada em trés etapas: (1) em microtubo estéril, foram
acrescidos Oligo dT, RNA total extraido e dgua livre de RNases para um
volume final de 5 uL de reacdo. As amostras foram entdo submetidas a
um ciclo de 70°C por 5 min e imediatamente postas no gelo por outros 5
min. Apds esta etapa, foram adicionados a solu¢do: o tampao de reagdo
da enzima concentrado 5 x, magnésio, ANTPs, RNAsin, d4gua e a enzima
transcriptase reversa. Na seqiiéncia, esta solucdo foi homogeneizada,
centrifugada por 5 seg a 10000 x g e em seguida incubada a 25 °C por 5
min, 42 °C por 1 h, e finalmente a 70 °C por 15 min. Ao final da reagao,
o DNA complementar (¢cDNA) foi armazenado a -20 °C, compondo um
banco de cDNA para posterior utiliza¢do nas reagdes de PCR.
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4.3.2.4 Amplificacao

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando-se 1 puL da reagéo
de RT, iniciadores senso e antisenso especificos para cada gene
analisado (Integrated DNA Technologies, Inc) (tabelas 1 e 2) e o kit
GoTaq® Green Master Mix (Promega). As reacdes de amplificacdo de
cDNA tiveram de 40 a 45 ciclos (desnatura¢do a 94 °C por 1 minuto;
temperatura de anelamento (T.A.) por 1 min e extensdo a 72 °C por 1,5
min), com uma etapa inicial de desnaturacdo de 94 °C por 5 min e uma
etapa final de extensdo de 72 °C por 7 min. A amplificagio de um
housekeeping gene - GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) -
foi usada como controle interno da reacao.

Tabela 1. Marcadores utilizados na rea¢do de RT-PCR

Expressao génica Fendtipo

Nanog e OCT4 CTE

P75, Sox 10, Snail e Nestina CT/progenitora da CN
NFL, Periferina e Neuronio

B-Tub III * (Neurdnio ou CTM) *
a-SMA Célula muscular lisa
PO e GFAP Célula Glial

Marcadores agrupados conforme o fenétipo.
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Tabela 2 Iniciadores utilizados na avaliacdo da expressdo génica

OLIGO

NUCLEOTiDEOS >/ AS SEQUENCIAS TA.

GAPDH

NANOG

OCT4

P75

SNAIL

SOX 10

NESTINA

PERIFERINA

NFL

B-TUB III

PO

GFAP

a-SMA

S
AS
S
AS

S
AS

5'-ATC ACT GCC ACC CAG AAG AC-3'
5'-ATC ACT GCC ACC CAG AAG AC-3'
5'-TGC AAA TGT CTT CTG CTG AGA T-3'
5'-GTT CAG GAT GTT GGA GAG TTC-3'
5'-CTC CTG AAG CAG AAG AGG ATC
AC-3'
5'-CTT CTG GCG CCG GTT ACA GAA
CCA-3'
5'-GCC AGG ACA AGCAGA ACA CCG T-
3’
5'-GCT TGC AGC TGT TCC ACC TCT
TGA-3'
5'-AGA CGC GAA CTC AGG TGC CTT-3'
5'-GGA GCA TGC GCC AGG AAT GTT-3'

5'-ACC TTG GGA CAC GGT TTT CCA CT-
3’
5'-GTT GAT GGG CCG CTT GAC GTG-3'

5°-CAG CTG GCG CAC CTC AAG ATG-3
5’AGG GAA GTT GGG CTC AGG ACT
GG-3°

5'-CGG TCC ACC GCC CTC ACT AT-3'
5'-CGG TCC ACC GCC CTCACT AT-3'

5'-GCT CCC AGG TCT TTG GCC GAT-3'
5'-GGT TGG TTG GTT GGT GAT GGG G-
3'

5-AGA TGT ACG AAG ACG ACG AGG
AG-3°
5'-GTA TCC CCG AAA ATA TAA ACA
CAA A3
5'-TCT GCC CTT ACA CCC ATG ACT GA-
3'
5'-TCC CCC ACT CCC TGA CCT ATG AG-
3'
5'-GGT TGG TTG GTT GGT GAT GGG G-
3’
5'-TGG AGG GCG ATG TAG TAG GTG C-
3’

5-CGA TAG AAC ACG GCA TCA TC-3°
5°-CAT CAG GCA GTT CGT AGC TC-3°

58

58

58

58

58

56

58

58

58

55

58

61

54

Iniciadores senso (S) e antisenso (AS) utilizados na avaliacdo da expressdo de
proteinas. Iniciadores e suas respectivas seqiiéncias S e AS e a TAnel em °C.
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4.3.2.5 Visualizacao dos produtos do RT-PCR

Os produtos amplificados nas reacdes de RT-PCR foram
submetidos a separacdo eletroforética em gel de agarose 2% (p/v)
preparados em tampdo TAE (Tris base, dcido acético e EDTA). Os géis
foram corados com Blue Green (Promega), e em seguida visualizados
sob luz ultravioleta em transluminador e fotografados para
documentacdo com camera fotografica digital (KODAK) utilizando o
programa UVP Life Science Software.

4.4 AVANLIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR POR
INCORPORACAO COM BRDU

A proliferacéo foi avaliada por ensaio de incorporagdo com BrdU
(5-bromo-2- deoxiurina, Invitrogen) que corresponde a um andlogo da
timidina, incorporando-se ao DNA das células que estdo proliferando. O
procedimento foi realizado conforme descrito previamente por Costa-
Silva e colaboradores (2009) com modifica¢des. Apds 9 dias de cultura,
as células em meio da CN foram incubadas com 1 pg/mL de BrdU
durante 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo as células foram lavadas
por trés vezes com PBS e fixadas com 4% de paraformaldeido por 20
min. Logo apds, foram lavadas mais duas vezes com dgua destilada e
incubadas com solugdo de dcido cloridrico a 2N durante 30 min a 37 °C.
As culturas foram novamente lavadas com PBS e procedeu-se a reacio
imunocitoquimica, descrita no item 4.5.

4.5 IMUNOCITOQUIMICA E ANALISE FENOTIPICA

Para a realizacdo do ensaio de imunocitoquimica e andlise
fenotipica, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 30
min, em TA, lavadas trés vezes em PBS e permeabilizadas com PBS-
Triton-X-100 a 0,25% durante 15 min a TA. Os sitios inespecificos
foram bloqueados com SBF a 5% durante 40 min a TA e em seguida, as
células foram incubadas com os anticorpos primarios especificos
(Tabela 3), durante 1 h a TA. A seguir procedeu-se a trés lavagens com
PBS-Tween 20 a 0,05% a TA e a incubagdo com os anticorpos
secunddrios durante 1 h a TA. Foram utilizados anticorpos secundarios
anti-imunoglobulinas  especificas de camundongos ou coelhos
conjugados a fluoresceina isotiocianato (FITC), Texas Red (TX) ou
Alexa 488 (Tabela 3). A seguir foram realizadas mais trés lavagens com
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PBS-Tween a TA. O ndcleo das células foi corado com solugdo de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) 50 ng/mL, durante 15 seg, a TA.
As marcacdes fluorescentes das expressdes fenotipicas foram
visualizadas e fotografadas em microscépio de epifluorescéncia
Olympus IX71.

Tabela 3. Anticorpos primarios (Acs 1°) e secundérios (Acs 2°)
utilizados nas reagdes imunocitoquimicas e de andlise fenotipica.

P o Diluicio o Diluicao
Fenétipo Acs 1 Ac1° Acs 2 Ac 2°
Anti-nanog IgG Anti-IgG de
CTE de Coelho- 1:200 Coelho — 1:100
policlonal Alexa 488
Anti-Oct4 1gG Anti-IgG de
CTE de Coelho - 1:200 Coelho — 1:75
policlonal FITC
CN Anti —P75 IgGl1 Anti-IgG de
" q de Camundongo 1:100 Camundongo - 1:100
indiferenciada
monoclonal Alexa 488
Precursor Anti-nestina Anti-IgG de
neural/ CT 1gG1 de Coelho - 1:250 Coelho — 1:100
policlonal Alexa 488
CN Anti-HNK1 IgM Anti-IgM de
Ap . de Camundongo 35ulL* camundongo — 1:75
indiferenciada
monoclonal FITC
Precursor Anti-PO IgG Anti-IgG de
neel;lr;lo de Coelho 1:500 Coelho — 1:75
policlonal FITC
Anlng_lnjit; 1t Anti-IgG1 de
Neuronio g 1:500 Camundongo — 1:75
Camundongo -
TX
monoclonal
p anti-aSMA Anti- [gG2a de
Células de I1gG2a de
p . 1:800 Camundongo — 1:75
misculo liso Camundongo
FITC
Monoclonal
oliferacao & 1:100 Camundongo — 1:75
celular - FITC

monoclonal
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Acs 1° foram obtidos da Chemicon (nanog, OCT4, p75), Santa Cruz (PO),
Promega (B-tub III) e Sigma (a-SMA). E os Acs 2° foram obtidos da Zymed
(Anti-IgM de camundongo — FITC, Anti-IgG1 de Camundongo — TX ) e da
SouthermBiotech (Anti-IgG de Coelho — Alexa488, Anti-IgG de Coelho —
FITC, Anti-IgG de Camundongo -Alexa 488, Anti-IgG de Coelho — FITC, Anti-
IgG2a de Camundongo — FITC).

4.6. DETERMINACAO DO PERFIL FENOTIPICO MESODERMAL

As CTM da PD foram caracterizadas por citometria de fluxo
através da andlise da presenca de moléculas de superficie celular CD73,
CD90 e CD105 que sdo consideradas como marcadores positivos de
CTM (Pittenger, et al, 1999), e a auséncia de moléculas de superficie
celular CD45, que sdo considerados marcadores negativos de CTM.

A realizacdo do ensaio do perfil fenotipico mesodermal teve um
minimo de 5.000 eventos adquiridos. Para a avaliagdo da caracteristica
mesodermal, foi necessario um minimo de 3x10° células para realizagdo
do experimento em citdmetro. Portanto, até que o nimero de células
desejadas fosse atingido, a cultura foi mantida em garrafa de cultivo
com meio da CN. Depois de transcorrido o tempo necessario, as células
foram lavadas por trés vezes em PBS e tripsinisadas por 1 minuto a 37
°C. A inativagdo enzimdtica foi realizada com solucdo de PBS acrescido
de 10% de SBF. As células foram entdo centrifugadas a 2000xg por 5
min, repetindo este procedimento por mais duas vezes. O sedimento foi
ressuspendido em 100 ml de solu¢do PBS acrescida de SBF 10%. As
amostras foram entdo ajustadas para uma concentracdo celular de 1x10°
células/mm’® e incubadas com os anticorpos (quantidades de uso,
especificadas, de cada anticorpo na Tabela 4) monoclonais conjugados a
fluorocromos por 40 min a 4°C, em auséncia de luz (Tabela 4).

Os dados obtidos foram analisados no programa Flowjo.
Primeiramente, a populacdo de células a ser estudada foi delimitada
através de regides que s@o definidas em graficos nos quais foram
plotedos drea versus granulosidade, gerados pela andlise de células que
nao foram submetidas a nenhum tipo de marcacdo. Posteriormente,
utilizou-se um grafico de histograma para se delimitar a regido do
controle negativo de fluorescéncia referente as células que foram
incubadas apenas com o anticorpo monoclonal de coelho anti-IgG de
camundongo marcado com FITC, PE e PerCP- Cy. A partir da
defini¢do destes pardmetros, iniciou-se a andlise das células marcadas
com os anticorpos primdrios e secunddrios. Os resultados foram
plotados em forma de histograma.
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Tabela 4: Anticorpos Monoclonais utilizados na avaliagdo do fenétipo

mesodermal
Marcador Volume Isotipo Fonte.
Comercial
. IgG1 de Camundongo BD
152D Sul - FITC Pharmingen
. IgG1 de Camundongo BD
Isotipo Sul -PE Pharmingen
54 IgG1 de Camundongo BD
Isotipo K PerCP- Cy Pharmingen
IgGlde Camundongo BD
CD45 2.5ul anti-humano - FITC Pharmingen
IgGlde Camundongo BD
LS o[ anti-humano - PE Pharmingen
IgGlde Camundongo BD
CD90 Tl anti-humano - FITC Pharmingen
IgG1 de Camundongo BD
CD105 10 pl anti-humano - PerCP- .
Cy Pharmingen
BD
CD73/ Sul+ IgGlde Camundongo Pharmineen
CD90/ 1 ul+ anti-humano — £
CD105 10ul  PE + FITC+ PerCP- Cy

Foi realizado o método de marcacdo simples e dupla, com anticorpos
monoclonais  conjugados com diferentes fluorocromos: fluoresceina
isotiocianato (FITC), ficoeritrina (PE) e PerCP-Cy. Estes anticorpos sao
dirigidos contra antigenos de superficie de células-tronco mesenquimais: CD 45
(-),CD 73 (+), CD 90 (+) e CD (105).

4.7. ANALISE ESTATISTICA

A significancia das diferengas foi avaliada através da andlise do
teste t de Student, pelo programa Graphpad Prism. Os resultados foram
considerados significativos quando P < 0,05.
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7. CONCLUSOES

¢ O modelo de cultura estabelecido foi adequado para os
objetivos propostos. Os meios de cultura o-MEM acrescido de
10% SBF e da CN sd3o equivalentes em relagdo a adesdo,
morfologia e proliferacio celular e expressdo de marcadores de
CTE, CT da CN, neurais e de musculo liso.

¢ As células derivadas da PD foram caracterizadas como
CTM: comcapacidade de adesdo ao plastico, morfologia
fibroblastéide, alto potencial proliferativo positivo para CD 73,
CD90 e CD 105, e negativa para CD 45.

¢ As células de PD apresentam ainda caracteristicas de
células da CN, avaliado pela presenca do marcador Snail e
nestina e pelo potencial de diferenciagdo em fendtipos
derivados da CN como neuronal, glial e muscular liso com
necessidade de maiores estudos.
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