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Ledo, Moira Pedroso. Isolamento e caracterizacdo de células-tronco
humanas obtidas do saco pericoronario de dentes permanentes subjacentes
aos deciduos esfoliados - SUED. 2012. Tese (Doutorado em Odontologia -
area de concentracdo: Odontologia) - Programa de Pés-Graduagdo em

Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis.

RESUMO

A descoberta da presenca de células-tronco em tecidos odontol6gicos
abre uma nova frente de trabalho e de estudo aos cirurgides-dentistas, uma
vez que tecidos antes descartados poderdo servir de base para a pesquisa
cientifica e futura utilizacdo clinica. Os avangos no conhecimento sobre
células-tronco e na engenharia de tecidos tém aberto oportunidades para o
estudo de novas estratégias para a regeneracdo de tecidos lesados ou
perdidos na cavidade bucal. OBJETIVOS: Este trabalho teve como objetivos
verificar a presenca de células-tronco no saco pericoronario de dentes
permanentes humanos subjacentes a dentes deciduos em fase final de riz6lise
e esfoliagdo, bem como isolar, expandir e caracterizar estas células-tronco.
MATERIAL E METODOS: O tecido da regifio central do saco
pericorondrio recobrindo a coroa do dente permanente, abaixo do deciduo
em esfoliaco, foi coletado com o auxilio de uma I&mina de bisturi. Também
foi coletada a polpa do dente deciduo correspondente para o isolamento de
células-tronco de polpa de dentes deciduos em esfoliagdo (SHED). As
amostras do tecido pulpar e do saco pericoronario coletados foram colocados
em cultura e as células-tronco isoladas pela técnica do explant. As células
isoladas foram expandidas e submetidas a analise fenotipica por citometria

de fluxo. Posteriormente, as mesmas foram avaliadas quanto ao potencial de
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diferenciacdo osteogénica, condrogénica e adipogénica. RESULTADOS: Os
resultados das analises realizadas confirmaram que foi possivel a obtencéo
de células-tronco a partir do saco pericoronario. As células-tronco do saco
pericoronario do dente permanente subjacente ao deciduo em esfoliacdo
(SUED) proliferaram em condi¢es de cultura padréo e foram capazes de se
diferenciarem em células de linhagem adipogénica, condrogénica e
osteogénica. As células SUEDs e SHEDs tiveram marcacdo fenotipica
semelhante e condizente com as marcagdes esperadas para células-tronco
mesenguimais (MSCs). Foi necessario um tempo menor de cultura entre Py e
P, nas amostras de saco pericorondrio, em relacdo as amostras de polpa,
talvez por permitir um volume tecidual inicial maior. CONCLUSAOQ: Pode-
se concluir que o saco pericoronario de dentes permanentes subjacentes aos
deciduos em esfoliacho possuem  células-tronco  mesenquimais
indiferenciadas com capacidade de diferenciacdo em diversos tecidos, sendo
mais uma fonte vidvel para a obtencdo de células-tronco mesenquimais com

minima morbidade.

Palavras-chave: célula-tronco, dente permanente, saco pericoronario,

dente deciduo, tecido pulpar.
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Ledo, Moira Pedroso. Isolation and in vitro characterization of human
stem cells from the pericoronal bag of permanent teeth underlying
exfoliated deciduous teeth - SUED. 2012. Thesis (PhD in Dentistry -
Graduate Program in Dentistry - Implantology) - Graduate Program in

Dentistry, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

ABSTRACT

The discovery of stem cells in dental and oral tissues widens the
possibility of work and study for dental surgeons, as tissues that were usually
discharged can now be used as basis of scientific research and for future use
in clinics. Advances in the knowledge of stem cells and tissue engineering
represent opportunities for the study of new strategies to regenerate damaged
or missing tissues of the oral cavity. AIMS: to evaluate the presence of stem
cells in the pericoronal bag tissue of human permanent teeth underlying
deciduous teeth at their final stage of root resorption and exfoliation, as well
as to isolate, expand and characterize these stem cells. MATERIAL AND
METHODS: Tissue from the central region of the pericoronal bag covering
the crown of permanent teeth, underneath exfoliating deciduous teeth, was
collected with the aid of a scalpel. Additionally, pulps of the corresponding
deciduous teeth were collected for isolation of stem cells from exfoliated
deciduous teeth (SHED). Samples of pulp and pericoronal bag tissues were
separately put in culture medium and stem cells were isolated through the
explant technique. The isolated cells were expanded and underwent both
phenotypical and differentiation analyses. RESULTS: It was possible to
obtain stem cells from the pericoronal bag of permanent teeth underlying

exfoliated deciduous teeth (SUED), which proliferated in standard culture



conditions and were able to differentiate in adipogenic, chondrogenic and
osteogenic cell types. SUED and SHED cells showed similar phenotypic
profiles that matched the expected features of mesenchymal stem cells
(MSCs). A shorter time of culture between Py and P, was required in samples
of pericoronal bag when compared with pulp samples, perhaps because it
allows for a larger initial tissue volume. CONCLUSION: It can be
concluded that the pericoronal bag of permanent teeth underlying deciduous
teeth in exfoliation hold indifferentiatied mesenchymal stem cells in various
tissues. Therefore, it is another viable source of mesenchymal stem cells with

minimum morbidity.

Keywords: stem cell, permanent tooth, pericoronal bag, deciduous tooth,

pulp tissue.



CAPITULO II



22

INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

A versatilidade e a previsibilidade dos implantes dentarios colocaram
esta modalidade terapéutica entre as que possuem as mais altas taxas de
sucesso da Odontologia (ALBREKTSSON, 1983; ALBREKTSSON et al.,
1986; TRIPLETT et al., 2000). Entretanto, quando um elemento dentério €
perdido, o tecido dsseo que provia sustentagdo ao Orgdo é comumente
reabsorvido (MARX e GARG, 1998), dificultando sobremaneira a
reabilitacdo integral do paciente (TARNOW et al 2003). A fisiologia do
tecido 6sseo tem sido amplamente estudada nas Ultimas décadas (WOZNEY
1989, 1992; WOZNEY et al., 1988, 1990; URIST et al., 2003), pois, além de
comprometer a estabilidade necessdria para a fixacdo de implantes
osseointegraveis de titanio para substituir elementos dentarios ausentes, a
perda do osso alveolar também compromete a estética dos pacientes
(SCHROPP et al, 2003). Responsavel pela sustentacdo dos tecidos moles
presentes ao redor dos dentes, a subsequente reabsorcdo do osso alveolar
apds a perda dentaria também contribui para a perda de sustentacdo dos
labios e musculos da face e impossibilita a manutencdo da posicdo
fisiolégica dos tecidos moles. As modificacdes resultantes da perda desta
estrutura se apresentam na forma de alteracfes das atividades funcionais da
fala, da mastigacdo e da degluticdo, modificando habitos e a dieta do
paciente. Tao importante quanto os aspectos fisicos que a “invalidez oral”
deflagra, estdo as alteracOes psicossociais. Nos trabalhos que avaliam a
satisfacdo dos pacientes ap6s a reabilitagdo com implantes osseointegraveis
se evidencia claramente a melhora na autoestima dos pacientes reabilitados
(STELLONGSMA et al., 2003; LEAO etal., 2009, EMAM I et al., 2009).



23

Varios grupos ao redor do mundo estudam a obtencdo do 6rgédo
dentario por meio da engenharia tecidual (YAO et al., 2008; YEN e
SHARPE, 2008; HUANG, 2009; YAN et al., 2011). Promover a formacéao
de um dente em laboratério € realmente algo que merece elevado
reconhecimento cientifico devido a complexidade de sua estrutura. A
organizacao celular que forma trés tecidos duros distintos, esmalte, dentina e
cemento, interligados ao 0sso pelo ligamento periodontal e recebendo
nutricdo por um delicado tecido interno, a polpa dentéria, faz deste 6rgdo um
dos mais complexos do organismo (MANGKORNKARN et al., 1991). Do
ponto de vista embrioldgico, os dentes sdo classificados como sendo de
origem ectodermal, pois o esmalte dentario ¢ formado gracas a uma
sequéncia reciproca de interagBes entre as células do epitélio oral
(ectoderma) e células mesenquimais derivadas da crista neural. As células
epiteliais ddo origem aos ameloblastos que formam o esmalte, porcdo mais
externa do dente, e as células mesenquimais formam todas as outras células
diferenciadas (tecido pulpar, odontoblastos que irdo formar a dentina,
ligamento periodontal e cementoblastos que irdo formar o cemento) (Figura
1) (VOLPONI et al, 2010).
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Figura | - Desenvolvimento dentario — (Reproduzido de VOLPONI, AA.; PANG, Y.;
SHARPE, P.T. Stem cell-bases biological tooth repair and regeneration. Trends in Cell Biology.
2010. 20(12):715-722).

O saco pericoronario € o remanescente dos tecidos que participaram
da formagéo dental (odontogénese) e permanecem circunjacentes & coroa de
um dente que ainda ndo irrompeu a cavidade oral (DAMANTE, 1987).
Cahill e Marks, em 1980, demonstraram a importancia do saco pericoronario
no processo de erupcdo ap6s observarem, em estudos com cées, que este
tecido foi a Unica estrutura imprescindivel para a formacdo do caminho

irruptivo desde a base da cripta 6ssea até a margem gengival (Figura II).
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Figura Il - Dente deciduo com raiz integra, dente deciduo com rizélise avangada e
saco pericoronario subjacente. pd: polpa dentéria; ga: gengiva adjacente; sp: saco
perocoronario; dp: dente permanente.

Apesar de existirem inimeros fatores coexistentes na formacdo de
0ss0 e dentes, a formacédo do dente por meio de bio-engenharia independe da
presenca do 0sso (YOUNG et al., 2005). Por esta razdo, obter um dente em
laboratério ndo significa que os problemas encontrados na clinica
odontoldgica para reabilitar os nossos pacientes serdo resolvidos, pois a
situacdo da falta do tecido ésseo para sustentar o novo dente continuara a ser
uma questdo fundamental para manter estdvel o elemento substituto
aloplastico, como sdo os implantes de titanio, ou bioldgicos como os bio-
dentes. Além disto, o longo periodo necessério para a reorganizagao celular e
mineralizacdo durante a formacdo dos tecidos dentarios (VOLPONI et al.,
2010) pode ser um transtorno de dificil administracdo quando se trata de

pacientes adultos.
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SituagBes como estas tém sido o0 mote da busca por multiplas abordagens
terapéuticas para a preservacdo ou reparacdo dos tecidos duros e moles da
cavidade oral (ZOLLNER et al., 2008; ITO et al., 2006).

A descoberta das células-tronco e a possibilidade de sua utilizacdo na
regeneracdo de tecidos perdidos trouxe um novo animo a Odontologia
(MAO et al., 2006; HUANG et al., 2009; CORDEIRO et al., 2008; SAKAI
et al., 2010; CASAGRANDE et al., 2010, 2011; HONDA et al., 2011 ).
Trabalhos como os de Yamada et al. (2011), que utilizam células-tronco de
medula 6ssea (BMMSCs) conjuntamente com implantes osseointegraveis
em cirurgias de enxerto de seio maxilar em humanos, constituem uma
esperanca para a utilizacdo clinica da engenharia de tecidos (MUSCHLER et
al., 2004), que busca regenerar o tecido com células de mesma linhagem, em
especial na recuperacdo de tecido 6sseo ausente ou perdido devido a perdas
dentérias, doengas degenerativas, traumas, neoplasias ou mesmo alteragdes
congeénitas (ASSEL, 2003; CONRAD e HUSS, 2005; XU et al., 2010).
Caplan, em 1991, utilizou o termo célula-tronco mesenquimal (MSC) para
nomear as células com capacidade de diferenciagdo em multiplas linhagens
encontradas nos tecidos. Entretanto, h& mais de 40 anos, Friedenstein et al.
(1968) demonstraram a presenca de células na medula Gssea, com
capacidade de diferenciarem-se in vitro em 0sso, cartilagem, tecido adiposo,
tenddo e masculo, demonstrando a chamada multipotencialidade,
caracteristica peculiar a estas células.

O tempo de estudo das BMMSCs colocam estas células em grande
vantagem quando se quer previsibilidade e seguranca quanto aos protocolos
de obtengdo e manejo. Porém, uma coleta tradicional, por meio da aspiracéo
da medula 6ssea do osso iliaco, ndo faz parte da area de atuacdo do

cirurgido-dentista, dificultando a acessibilidade a estas células para a
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pesquisa e uma futura utilizacdo em engenharia de tecidos na Odontologia. A
descoberta da presenca de MSCs em tecidos odontoldgicos abre uma nova
frente de estudo, e também de trabalho, aos cirurgides-dentistas, uma vez
que tecidos antes descartados poderdo servir de base para a pesquisa
cientifica e futura utilizacéo clinica na regeneracdo de tecidos lesados, quer
seja apenas por meio da administracdo direta destas células ou preparadas em
arcabougos que possam prover suporte e ambiente adequados a elas
(AQUINO et al., 2009; SAKAI et al., 2011) . Zheng et al., em 2009,
demonstraram que células de polpa de dentes deciduos foram capazes de
reparar defeitos Gsseos criticos de 2,5 x 1,5 x 1,5 cm3 em mandibulas de
mini-pigs. Mendonca Costa et al. (2008) provaram que células humanas de
polpa de dentes deciduos em esfoliacdo foram capazes de se diferenciarem
em osteoblastos e reparar lesbes cranianas extensas em ratos
imunocompetentes.

A atividade imunomoduladora das células de origem odontoldgica
também tem sido objeto de investigaces (PIERDOMENICO et al., 2005).
Yamaza et al. publicaram um trabalho em 2010 onde reconhecem um
potencial fortissimo para a utilizacdo em terapia celular das células-tronco
encontradas na polpa de dentes deciduos em esfoliacdo. Neste estudo, tais
células humanas foram isoladas, expandidas, caracterizadas e usadas por
meio de perfusdo venosa, onde foram capazes de reverter a atividade do
lpus eritematoso em camundongos.

Além disto, células-tronco coletadas a partir de diferentes tecidos
dentarios poderdo se mostrar adequadas para uso em sitios distantes da face,
fornecendo aos pesquisadores e médicos um material de facil acesso para
inimeras patologias. Sakai et al., 2012, demonstraram que células-tronco

oriundas de polpa dentaria foram mais eficazes na regeneracdo de lesdes
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agudas de medula espinhal, em ratos, quando comparadas as BMMSCs. Os
autores ponderam que a origem embrionaria multipla do 6rgdo dental pode
predispor a mecanismos celulares 0s quais provocaram resultados
animadores, como a inibicdo da apoptose de neurdnios, astrécitos e
oligodendrocitos, enquanto também promoveram a regeneracdo dos axénios
seccionados devido a atividade paracrina destas células. Neste mesmo
estudo, as células-tronco da polpa foram capazes de substituir as células
perdidas diferenciando-se em oligodendrécitos maduros e tiveram uma
extraordindria taxa de sobrevivéncia de 30%, depois de diferenciadas. Por
originarem-se a partir da crista neural, as células-tronco presentes na polpa
expressam marcadores para células-tronco mesenquimais (MSCs) e também
células-tronco neuroectodérmicas como demonstrado nos trabalhos de
Gronthos et al. (2000) e Miura et al. (2003).

Gandia et al., (2008), também usaram células de origem odontoldgica
para melhorar a funcdo ventricular esquerda, induzir a angiogénese e reduzir
a area lesada em infarto agudo do miocéardio de ratos. Os autores acreditam
gue os multiplos fatores pro-angiogénicos e anti-apoptéticos secretados pelas
células-tronco de polpa dentaria usadas no estudo foram fundamentais para a
obtengdo dos resultados satisfatérios. Com resultados semelhantes aos
obtidos com as BMMSCs, os autores reconhecem na polpa dentaria uma
nova fonte de obtenc&o de células-tronco com potencial para o tratamento do
infarto agudo do miocérdio.

Foram identificadas até agora diferentes células-tronco mesenquimais
de origem odontoldgica. Sao elas: células-tronco de polpa dental (DPSCs)
(GRONTHOS et al., 2000), células-tronco de polpa de dentes deciduos
esfoliados (SHED) (MIURA et al., 2003), células-tronco de ligamento
periodontal (PDLSCs) (SEO et al., 2004), células-tronco precursoras do
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foliculo dental (PCs) (MORSCZECK et al.; 2005), células-tronco de
queratindcitos orais (IZUMI et al, 2007), células-tronco de medula dssea
mandibular (MBMSC) (JO et al., 2007), células-tronco da papila apical
(SONOYAMA et al, 2008), células-tronco de polpa de dente
supranumerario (HUANG et al., 2008), células-tronco de polpa de germes
dentarios humanos (TAKEDA, et al., 2008), células-tronco da polpa de
dente natal humano (hNDPs) (KARAOZ et al., 2010), células-tronco da
mucosa oral humana (hOMSC) (MARYNKA-KALMANI et al., 2010) e
células-tronco de gengiva hiperplasiada (TANG et al., 2011).

Na pratica clinica odontoldgica sdo raros 0s casos onde dentes e/ou
mucosa saudaveis sdo removidos, em geral, intervencdes mais invasivas sao
realizadas quando alguma patologia ja esta instalada. Entretanto, todo ser
humano saudavel troca os dentes deciduos (dentes-de-leite) por
correspondentes permanentes entre 0s cinco e 12 anos de idade. Esta troca
costuma ser muito bem aceita pelas criancas e pelas sociedades em geral.
Assim, diferentemente de outras fontes de obtencdo de células-tronco
(CHANDA et al., 2010; ZUK et al., 2011), as SHEDs séo consideradas hoje
como sendo uma promissora fonte de captacdo de células-tronco (KADAR
et al., 2009) e tém sido usadas para a regeneragdo tecidual em diferentes
modelos animais e em diferentes sitios lesados (KERKIS et al., 2008;
ZHENG et al, 2009).

O facil acesso, a inexisténcia de conflitos éticos e, principalmente, a
potencialidade de uso sistematico destas células em engenharia tecidual tem
levado uma legido de pesquisadores a entender melhor como estas células
funcionam e por que elas apresentam peculiaridades diferentes em relacéo as

células encontradas em outras fontes (HUANG et al., 2009).
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Entretanto, o potencial regenerador destas células demonstrado nos
diversos trabalhos citados é conflitante com a clinica diaria. Todo dentista
sabe que uma lesdo cariosa proxima a polpa em um dente deciduo que esteja
em processo de reabsorcdo da raiz (rizélise) avancada, levara fatalmente a
uma degeneragdo da polpa, ou seja, esta polpa perdera a sua capacidade de
recuperacdo. A descoberta da presenca de células-tronco na polpa dos dentes
deciduos e a indicacdo de que estas células estio em maior ndmero no
momento da esfoliacdo do que quando a raiz estd completa (BERNARDI et
al., 2011), nos traz mais dlvidas do que respostas. Estariam estas células de
algum modo se proliferando em maior intensidade para mediar 0s processos
decorrentes a troca dos dentes deciduos pelos permanentes? A atividade anti-
inflamatoria seria tdo intensa que inativariam os odontoblastos inibindo o
reparo da dentina com a obliteracdo dos tibulos dentinarios e formacao de
dentina reparadora? Qual a atuagéo das células mesenquimais presentes no
mecanismo de esfoliacdo dos dentes deciduos? Elas estdo quiescentes ou tém
participacéo ativa nos processos de reabsorcdo radicular e aposicao do tecido
0sse0? Quais sdo os fatores moleculares que sdo ativados e/ou inativados,
qual a sua ordem e quantidade necessaria para que os eventos de reabsorcio
radicular, deposicdo 6ssea e erupcdo do dente sucessor sejam realizados?
Sera que as SHEDs, tdo amplamente divulgadas e depositarias de tantas
esperangas pela comunidade cientifica, estdo presentes o tempo todo no
interior do dente ou migraram para a polpa vindas do sangue periférico, dos
pericitos adjacentes ou mesmo do saco pericoronario que recobre a porgéo
da coroa do dente permanente subjacente?

A ciéncia ainda néo é capaz de responder a todas estas perguntas, mas
a curiosidade e a inquietacdo diante das ddvidas € o que movimenta as

pesquisas. Isolar células-tronco do saco pericorondrio dos dentes
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permanentes subjacentes aos deciduos em esfoliagdo e estuda-las
comparativamente as SHEDs pode ser o primeiro passo para elucidar estas
questdes.

O proposito deste trabalho foi investigar se 0 saco pericoroonario dos
dentes permanentes poderia ser uma fonte viavel de células mesenquimais
indiferenciadas com capacidade de diferenciagdo ampliando as
possibilidades de obtencdo de células-tronco mesenquiimais com potencial
de uso futuro em Terapias Celulares ou em Engenharia de Tecidos. Portanto,

este trabalho teve como:

Objetivo geral:
- verificar a presenga de células-tronco no saco periocoronario do

dente permanente subjacente ao deciduo em esfoliagao.

Objetivos Especificos:

- Isolar células-tronco mesenquimais do saco pericoronario do dente
permanente subjacente ao deciduo em esfoliacdo e da polpa do deciduo
correspondente (SHEDSs) expandi-las e compara-las entre si quanto a sua
capacidade de proliferacdo, caracteristicas fenotipicas e potencial de

diferenciacao.
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DISCUSSAO

A possibilidade de se obter células-tronco mesenquimais com alto
poder de multiplicacdo e diferenciacdo, que possam levar a regeneracdo de
tecidos e Orgdos lesados a partir de fontes de facil acesso, mobiliza a
comunidade cientifica nos Gltimos anos (Mendonga Costa et al, 2008;
Gandia et al., 2008; Zheng et al., 2009; Sakai et al., 2012). Os tecidos
odontoldgicos intra ou extradentarios sdo hoje mais uma fonte
comprovadamente conhecida de origem destas células. A natureza
fisiologica da esfoliagdo dos dentes deciduos e 0 momento da vida em que
isto acontece tornam esta fonte doadora especialmente interessante para se
coletar um material que seria originariamente um descarte bioldgico. Muito
embora Miura et al. (2003), ja tenham descrito a presenca de células-tronco
de polpa de dentes deciduos esfoliados (SHEDs) e Cordeiro et al. (2008) e
Sakai et al. (2010) tenham comprovado o seu potencial de neoformacéo
endotelial, Bernardi et al. (2011) demonstraram que tais células estdo em
maior nimero e em maior quantidade no momento da esfoliacdo e ndo
quando a rizolise esta incompleta.

Esta situagdo pode sugerir que estas células ndo estavam
originariamente na polpa do dente deciduo, mas podem ter migrado do saco
pericoronario do dente permanente subjacente, de outros tecidos adjacentes
ou do sangue periférico. Potencialmente, 0 saco pericoronario, por ter sua
origem a partir de células da crista neural, poderia conter células
indiferenciadas que, por natureza, também possuiriam a desejada
multipotencialidade quanto a sua capacidade de diferenciacdo (Volponi et
al., 2010), fornecendo uma quantidade adicional de células-tronco no

momento da esfoliagdo do deciduo.
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Na analise morfoldgica das amostras desta pesquisa, SHEDs
apresentaram aspecto semelhante a descrita por Guimardes et al. (2011), ou
seja, aspecto polimdrfico, predominante estrelado, além de células
fusiformes, enquanto SUEDs apresentaram-se predominantemente
fusiformes. Quanto a proliferacdo das células em cultura, neste trabalho
foram feitas 3 medicOes distintas: dias de cultura, area de proliferacdo e
contagem do ndmero de células. Apesar de apresentarem diferenca em
valores numéricos, 0s testes aplicados (t-Student) ndo demonstraram
diferenca estatistica sigmnificante (p>0,05). Dias de proliferacdo pode ser
um dado importante quando se pretende prever 0 tempo necessario para se
obter a quantidade de células-tronco desejada. Eslaminejad et al. (2010)
compararam a velocidade de proliferaco entre células de incisivos deciduos
em relacdo as células- tronco de polpa de molares permanentes, ap6s
isolamento por digestdo enzimatica, e observaram que as SHEDs de
incisivos tiveram uma velocidade de proliferagdo menor do que as células
obtidas dos molares permanentes. Estes dados, conflitantes ao trabalho de
Miura et al. (2003), que obteve resultados contrarios da proliferacdo das
SHEDs em relagdo as células de polpa adulta, corroboram a possibilidade de
gue o volume inicial da amostra, assim como o local da coleta e o grau de
reabsorcdo radicular (Bernardi et al., 2011) podem influenciar na
composicdo da populagdo selecionada. Neste contexto, 0 saco pericoronario
poderia fornecer uma quantidade de tecido maior que o remanescente pulpar,
0 que pode significar um inicio mais rapido no estabelecimento de uma
cultura de MSCs.

Pierdomenico et al. (2005) isolaram células-tronco usando a técnica
do explant, assim como foi feito nesta pequisa. Os autores descreveram que

os fragmentos de polpa de molares permanentes deixados em cultura



51

precisaram de 15 a 20 dias para estabelecer uma cultura inicial. Por outro
lado, trabalhos que utilizam a técnica de digestdo enzimética, em geral
colagenase (3mg/ml) e/ou dispase (4mg/ml) por 30min por 01 hora a 37°C
(Miura et al.,, 2003; Sonoyama, et al. 2008), tém como vantagem o
desprendimento das células-tronco do interior do tecido com maior rapidez.
Entretanto, € preciso estar ciente de que a utilizagdo destas enzimas para
liberar as células-tronco da matriz extracelular pode alterar a selecdo da
populacéo celular obtida. Bakopoulou, A., et al. (2011a) demonstraram que a
técnica de digestdo enzimatica consegue liberar uma populacdo CD34 em
maior quantidade do que quando comparada a técnica do explant. Esta
informacdo é especialmente importante quando se deseja controlar a
quantidade de células precursoras hematopoiéticas nas populages de MSCs.

Quanto a complexidade celular (presenca de organelas
citoplasmaticas) e o volume celular, foi possivel observar uma diferenca na
analise comparativa entre os histogramas gerados a partir da comparagéo
entre as amostras de SUEDs e SHEDs correspondentes, entretanto, esta
diferenca também esta presente entre os sitios coletados, o que indica que o
grupo dentario ao qual a célula pertence pode influenciar no comportamento
celular. Nao encontramos na literatura outro trabalho que tenha captado
células-tronco de grupamentos dentarios distintos obtidos de maxila e
mandibula, portanto, ndo foi possivel comparar os nossos achados com os de
outros autores.

Neste trabalho, optou-se por utilizar um painel preconizado por
Dominici et al., 2006 que relaciona os critérios minimos para a determinacéo
de MSCs. Na marcagdao fenotipica realizada por citometria de fluxo, a média
obtida entre a soma das amostras de cada grupo teve resultados acima do

esperado para marcagfes com CD34 negativo para MSCs nas amostras
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SUEDs, entretanto, apenas uma amostra foi responsavel pela marcacéo
maior (incisivo inferior esquerdo), o que enfatiza que pode haver variacéo
conforme o local de coleta e/ou o individuo doador. Quanto ao CD90
positivo, este foi 0 que demonstrou a maior variacdo quanto aos valores
percentuais esperados. Em nosso estudo o tragado da gate, que marca a
porcentagem de células marcadas pelo anticorpo estudado, foi realizada com
um critério de 1% sobre a marcacao controle 1gG, que marca a fluorescéncia
natural da célula (Fig. 3A).

Quanto a diferenciacdo celular, neste trabalho as células SUEDs e
SHEDs mantiveram o padrdo de cinco semanas de indugdo para a
diferenciacdo adipogénica encontrado para as SHEDs por Miura et al.
(2003). Por outro lado, na diferenciacdo osteogénica, os precipitados
minerais formaram-se muito precocemente, jA na primeira semana de
inducdo, igualmente para SHEDs e SUEDs. A diferenciagdo condrogénica
seguiu sem modificagbes ao indicado pelo fabricante do meio de
diferenciacdo, com formacéo de esferas que mantiveram-se aderidas a placa
para SHEDs e SUEDs, porém, as trocas de meios foram realizadas sempre
com muito cuidado para evitar a aspiracdo do grupamento celular/colageno
(Fig.4A-F). As culturas controles da diferenciagdo adipogénica,
condrogénica e osteogénica do nosso estudo foram mantidas apenas com
meio de cultivo e ndo apresentaram diferenciagdo espontanea em adipdcitos,
condrécitos ou ostedcitos durante os 21 e 35 dias de cultivo. Diferencas entre
0 tempo e o potencial de diferenciacdo celular entre fontes celulares
diferentes é esperado. Rebelatto et al. (2008) compararam células-tronco
derivadas de medula 6ssea, de sangue de corddo umbilical e de tecido
adiposo e demonstraram que cada uma destas fontes apresentaram

caracteristicas proprias, porém, todos 0s grupos mostraram potencial
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semelhante entre si para a diferenciacdo em osteoblastos e condroblastos;
entretanto, houve diferenca quanto a capacidade de diferenciagdo em
adipocitos, sendo as células derivadas de medula 6ssea e de tecido adiposo
capazes de gerar adipécitos mais maduros e melhor desenvolvidos em menor
tempo, em comparacdo as células oriundas do corddo umbilical, que
precisaram de um tempo superior a 40 dias.

Morsczek et al. (2005), caracterizou células-tronco precursoras do
foliculo dental (PCs) utilizando para isto a porgdo coronaria do saco
pericoronario de 3% molares. Em nossa pesquisa foram coletadas pequenas
porcdes de tecido presente na &rea central subjacente ao dente deciduo com
rizélise avancada que correspondem ao saco pericoronario do dente
permanente sucessor. Diferentemente dos molares permanentes que nao
possuem dentes deciduos antecessores, 0s dentes permanentes subjacentes
aos deciduos séo originados a partir da projecdo da lamina lateral da lamina
dentaria que deu origem aos dentes deciduos. Enquanto os dentes deciduos
ainda estdo na fase de capuz, presos a lamina dentaria se formam os “botdes
dentais” que dario origem aos dentes permanentes. A coleta de amostras de
regides diferentes nos permitiu avaliar a possibilidade da existéncia de
variaveis como o potencial de expanséo e de diferenciacdo entre os pacientes
e sitios coletados. Os resultados obtidos nos mostraram que esta variagdo
existe e o registro sistematico das condicdes de coleta e locais especificos da
obtencdo das amostras poderdo, no futuro, direcionar na escolha da melhor
categoria celular a ser utilizada para determinada patologia e/ou uso clinico.

Este estudo abre uma nova frente de pesquisa e demonstra que
fragmentos teciduais potencialmente descartados como o saco pericoronario

dos dentes permanentes subjacentes aos deciduos em esfoliacdo e os tecidos
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pulpares podem ser coletados e armazenados como fonte de células-tronco
mesenquimais para uso futuro em pesquisas e terapias.

Em resumo, pode-se concluir que o saco pericoronario dos dentes
permanentes subjacentes aos deciduos em esfoliagdo possui células
indiferenciadas com caracteristicas imunofenotipicas e capacidade de
diferenciacdo que permitem a sua classificagdo como células-tronco
mesenquimais. As células-tronco obtidas a partir das amostras de saco
pericoronario demonstraram ter uma velocidade de proliferacdo inicial maior
do que as SHEDs, porém, o volume inicial do material coletado pode ter
influenciado na obtengdo de uma cultura primaria precoce em relacdo as
SHEDs. A partir da P; foi possivel observar uma elevada taxa de
proliferacdo das SHEDs. O aspecto morfolégico e as caracteristicas
imunofenotipicas e a capacidade de diferenciacdo celular das SHEDs e
SUEDs demonstram que ambas possuem um comportamento compativel
com MSCs, entretanto, mais estudos devem ser realizados a fim de se
determinar se estas células podem ser usadas em conjunto ou separadamente
para fins de Terapia Celular e Engenharia de Tecidos. O grupo dentéario a
que o tecido pertence, assim como caracteristicas pessoais do doador podem
influenciar no ndmero inicial de células-tronco obtidas, bem como em sua

capacidade de multiplicacdo e de diferenciagao.
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