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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacédo em Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

Isolamento e analise de indicadores genotéxicos em células-
tronco de polpa dentaria de caes

Autor: Jaime Sarda Aramburu Junior
Orientador: Prof. Dr. Ney Luis Pippi
Local da Defesa: Santa Maria, Fevereiro de 2013.

Quebras na dupla-fita do DNA sao consideradas uma das formas mais letais de
dano que podem comprometer a capacidade das células-tronco de se auto-
renovarem ou de se diferenciarem. Portanto, estudos adicionais sé&o
necessarios para identificar biomarcadores de danos genémicos que possam
ajudar os pesquisadores a escolher as melhores linhagens celulares para
estudos e seu uso clinico veterinario. Para tanto o presente estudo teve como
objetivo implantar uma técnica de obtenc¢ao de células-tronco a partir de polpa
de dente (dental stem-cells, DSCs) de caes avaliando a taxa de proliferagéo
celular, a morfologia das células e a qualidade celular através de indicadores
de dano de DNA e estresse oxidativo em oito diferentes passagens de cultura
em fase indiferenciada. A escolha de obtencdo de células-tronco a partir da
polpa dentaria se deu por ser de facil acesso, as células possuirem
crescimento rapido e 6timo potencial de diferenciagcdo celular. Para avaliar a
qualidade das células em oito diferentes passagens foi feita analise da taxa de
proliferacdo celular, de danos no DNA por duas técnicas complementares
(Ensaio do DNA Cometa e Fragmentagdo do DNA por analise fluorimétrica
utilizando-se o corante Picogreen) e dos niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs) que causam estresse oxidativo via ensaio fluorimétrico do
DCFH-DA. Os resultados mostraram importantes diferengcas entre as
passagens iniciais em relacdo as mais tardias. Em geral até terceira passagem
a taxa de proliferagdo celular foi mais alta, com menor dano gendmico e
producdo de EROs, sendo a segunda passagem a que apresentou melhor
qualidade. Entretanto outra questdo observada foi o grande numero de células
com DNA danificado observado em todas as passagens. Os resultados
sugerem que testes relativamente simples e baratos como o DNA cometa e a
andlise de fragmentacdo do DNA podem ajudar na escolher a passagem
celular em que as células apresentam melhor qualidade gendémica e funcional
tanto para as pesquisas quanto na aplicagao clinica regenerativa.

Palavras Chave: células-tronco, terapia regenerativa, toxicidade, polpa
dentaria, células mesenquimais



ABSTRACT

Master Thesis
Post-Graduate Program in Veterinary
Federal University of Santa Maria

Isolation and genotoxicity analyses of dog Dental Pulp
Stem Cells

Author: Jaime Sarda Aramburu Junior
Advisor: Prof Ney Luis Pippi
Date and place of the defense: Santa Maria, February, 2013

The double-strand DNA breaks are considered one of the most lethal forms of
damage that can compromise the ability of stem cells self-renew and
differentiate. Therefore, additional studies are necessary to identify genome
damage biomarkers that help the researchers to choice the better cell line to
apply in clinical use. Here, we evaluated the potential use of DNA Comet Assay,
DNA fragmentation fluorimetric assay using Picogreen dye and reactive oxygen
species (ROS) level by DCFH-DA fluorimetric assay as potential biomarkers to
identify the genome conditions of dental stem cells (DSCs) isolated from dog’s
canine teeth. The results showed important differences among the three initial
DSCs passage when compared to > 4" passages. In general, the initial DSCs
passages presented higher cell proliferation, lower DNA damage and ROS.
However, we noticed a large number of nucleus with some level of DNA
damage (30 to 40% in the initial DSCs passage and > 50% in the late passage)
that indicates an in vitro DSCs genomic fragility. The results suggest that these
relatively simple and inexpensive approaches as Comet, DNA fragmentation
could to help for sorting stem cell with less DNA damage used to research or
therapeutic use.

Palavras-chave: stem cells, regenerative therapy, dental pulp, genotoxicity,
ADN damage
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1 INTRODUCAO

As células-tronco sao células indiferenciadas capazes de autorenovagao
e de diferenciagdo em diversas linhagens celulares (HARADA et al., 1999;
LEALE, 2007), podendo ser classificadas quanto a origem em embrionarias e
adultas (DE SOUZA, 2008). Ao longo da embriogénese, as células
embrionarias, totipotentes sao aquelas que tém capacidade ilimitada de
proliferagdo e podem originar qualquer tecido corporeo. Ja, a principio, as
células-tronco adultas pluripotentes sao células indiferenciadas que estdo em
do repouso nos tecidos, mas que com estimulo apropriado podem originar
novas células (CASAGRANDE et al., 2011).

O avango das tecnoldgicas cito-gendmicas transformou a cultura de
células em uma valiosa ferramenta aplicavel aos estudos de biologia celular e
potencialmente a terapias regenerativas. Em termos técnicos, a cultura de
células consiste na manutencao e expansao celular in vitro com a indugao ou
nao da diferenciagdo celular via adicdo de compostos como fatores de
crescimento, horménios e outros agentes indutores. A cultura celular permite
assim a analise de comportamento, metabolismo, mecanismos de regulagéao,
sintese, destino de produtos celulares e demais aspectos de funcionamento da
célula (LUISI et al., 2004).

Assim, o cultivo celular € a base para pesquisas de terapia celular e
engenharia tecidual. Esta ultima é uma area atual da ciéncia relacionada com
biologia celular, bioengenharia, biomateriais, bioquimica e biofisica que tem
como objetivo a reconstru¢do de tecidos e orgaos corporais disfuncionais
(MITRANO et al., 2010).

Para utilizar a terapia celular primeiro €& necessario avaliar o
comportamento das células in vitro. As pesquisas com terapia celular fez com
que se buscassem tecidos que sirvam de fontes acessiveis de células-tronco
adultas (CASAGRANDE, 2011).

As células-tronco podem ter origem nos diversos tecidos do corpo
(MEIRELLES et al., 2006), como medula éssea, tecido nervoso, pele, retina,
intestino, tecido adiposo e polpa dentaria (HARADA et al.,, 1999; FUCHS e
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SEGRE, 2000; GRONTHOS et al., 2000; GRONTHOS et al., 2002; MIURA et
al.; 2003; TREICHEL et al., 2011).

1.1 Uso de células-troncos obtidas a partir da polpa dentaria

Pesquisas em células da polpa dentaria, ao contrario do que pode ser
pensado tém uma longa historia. A biologia precisa das células da polpa
dentaria foi originalmente descrita pelo Dr. Stantley e colaboradores em 1962.
Estes pesquisadores conseguiram obter fibroblastos a partir da cultura das
células de polpa dentaria. Entretanto, havia um grande mistério de como os
odontoblastos precursores eram recrutados ao longo da formagao da ponte de
dentina. Posteriormente foi descoberta a existéncia de células que tinham a
capacidade de regenerar os odontoblastos (FITZGERALD, 1979). Entretanto,
sO mais recentemente € que uma populacédo de células-tronco mesenquimais
(CTM) foi isolada deste tecido (GRONTHOS et al. 2000).

Gronthos et al.(2000) foram os primeiros entdo a isolar células-tronco
adultas da polpa dentéaria a partir de dentes permanentes. Em 2003 Miura e
colaboradores isolaram estas células a partir de dentes deciduos. Logo a
seguir pesquisas mostraram que as ceélulas-tronco da polpa dentaria possuiam
alta taxa de crescimento, e de potencial de diferenciacdo em osteoblastos,
adipdcitos e células neuronais (KAWASHIMA, 2012).

Estes resultados abriram a perspectiva de estudos que possibilitassem o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas regenerativas utilizando células-
tronco de polpa dentéaria através do uso integrado de ferramentas de biologia
celular e molecular (CASAGRANDE et al., 2011; KAWASHIMA, 2012).

Esta tecnologia é de grande interesse na medicina veterinaria uma vez
que teoricamente permite a recuperacdo terapéutica de animais que
apresentam doencas degenerativas, ou mesmo que sofreram lesdes
traumaticas.

Dada a facilidade de obtencdo das células-troncos da polpa dentaria,

sobe ano a ano o nimero cada vez maior de trabalhos feitos tanto em animais
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quanto seres humanos. A Tabela 1 modificada a partir da revisao sobre o tema

feita por Kawashima (2012) fornece uma sintese da aplicagdo de células-tronco

de polpa dentaria. Nesta revisdo o autor compilou evidéncias atuais que

mostram que as células-tronco da polpa dentaria tém potencial de regeneragao

da dentina, de odontoblastos, da propria polpa dentaria, de ossos, cartilagens,

musculos, foliculo piloso, cornea, células neuronais, melandcitos e células

endoteliais. Entretanto, faltam ainda ensaios clinicos tanto em animais quanto

em humanos relacionados ao uso deste tipo de célula na regeneracao tecidual.

Tabela 1 Sintese de alguns estudos voltados a potencial aplicagdo de células-
tronco de polpa dentaria (modificada de KAWASHIMA, 2012).

Espécies

Hospedeiro do
transplante

Resultados do
transplante

Problemas relacionados ao
transplante e aplicagao
clinica

Humanos/Suinos

Ratos

Coelho

Humanos

Humanos

Caes

Camundongos
Suinos

Ratos — capsula
renal
Coelho

Células
foliculares
dentarias

dentaria
terceiros

Polpa
dos
molares
Polpa dental

Formagao de dentina,
tecido pulpar e
cemento

Formagao do dente

tecido
tecido

Formagao de
pulpar e de
nervoso
Formagao de tecidos
semelhantes a polpa-
dentina, do cemento e
do complexo
periodontal
Camundongos

Diferenciagao em
odontoblastos

Aparecimento de
odontoblastos nao tipicos

Estudos com ratos que sé&o
modelos experimentais
Histologia alterada
Aparecimento de
odontoblastos nao tipicos
Histologia alterada

Aparecimento de
odontoblastos nao tipicos

Estudo experimental

Além de ensaios clinicos também existe a necessidade de estudos

relacionados com indicadores de genotoxicidade das células-tronco de polpa

dentaria que poderiam afetar o sucesso regenerativo.
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1.2 Aspectos toxicoldgicos relacionados a cultura de células-
tronco

Um dos efeitos indesejaveis esta relacionado a reprogramagao das
células-tronco, nédo para a diferenciagao celular, mas sim para a formacao de
tumores benignos ou malignos. Estes eventos podem ocorrer na medida em
que as ceélulas-tronco quando em cultura podem sofrer e fixar mutacoes
genbmicas pro-carcinogénicas. Esta condicdo esta relacionada com reagdes
adversas como ocorréncia de mutagdes nas culturas de células-tronco,
instabilidade cromossd6mica, modificagbes nas taxas de proliferagdo celular o
que limita o uso terapéutico das células-tronco tanto em animais quanto em
seres humanos (BAUM et al., 2011).

Estudos recentes como o conduzido por Ferletta et al. (2011)
investigaram a presenca de células semelhantes a células-tronco na linhagem
tumoral canina CMT-U229. Esta linhagem tumoral foi estabelecida a partir de
um tumor mamario benigno, atipico que tem a propriedade de formar estruturas
similares a ductos em gel de colageno. Os autores localizaram as células-
tronco no epitélio e a analise mostrou que a linhagem tumoral expressava
marcadores de superficie CD44 e CD49f que estdo geralmente presentes em
células-tronco. Assim, se admite a necessidade de estudos que garantam n&o
s6 0 sucesso regenerativo dos 6rgaos e tecidos quanto a sua seguranga.

Comparado com o numero de estudos relacionados a diferenciagao de
células-tronco e terapia tecidual, investigagcdes relacionadas com aspectos
toxicogendmicos das células-tronco s&do muito reduzidas.

Um dos grandes problemas relacionados as células-tronco e a perda da
integridade gendmica durante longos periodos de cultura in vitro o que pode
ocasionar a aquisicdo de um fendtipo similar a um tumor cancerigeno. Uma
investigacao recente conduzida por Hyka-Nouspikel et al (2012) observou que
devido a auséncia da expressao das proteinas p21/Walf1/Cip1 células-tronco
embrionarias perdem a propriedade de checarem sua condi¢ao para a divisdo
celular e tornam-se vulneraveis a danos de DNA induzidos por fatores
ambientais como as radiagdes ultravioletas (UV). Quando expostas ao UV a
maioria das células-tronco morrem via indugéo da apoptose. Entretanto, uma

subpopulagdo de células continua a se proliferar acumulando diversas
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mutacdes no DNA danificado. Estas células resistentes ao UV retém a sua
capacidade proliferativa e seu potencial para a diferenciacdo pluripotentes
ainda que marcadamente sejam menos sensiveis as indugdes a morte celular
programada (apoptose). Estes achados demonstraram que, a resposta
deficiente relacionada ao DNA lesionado pode induzir situagdes indesejaveis
pro-carcinogénicas ou mesmo tornar ineficiente a diferenciacdo tecidual
esperada.

Considerando as células-tronco de polpa dentaria um dos aspectos que
pode interferir na qualidade destas células diz respeito a sua propria
conservagao. Atualmente, estas células sdo criopreservadas em suspensao
usando Me,SO. Este processo é feito a fim de evitar a formagdo de gelo
intracelular que é letal para as células.

O estudo conduzido por Zhurova et al. (2010) mostrou que a viabilidade
das células-tronco de polpa dentaria apds o descongelamento afetou a
integridade da membrana das células e a capacidade de formag&o de colbnias.
Por outro lado, na criopreservagao feita em monocamadas celulares estas
células conseguiram manter a integridade da membrana ainda que tenham
perdido a capacidade proliferativa. Outros estudos também relataram efeitos
citotoxicos nas células-tronco de polpa dentaria como o metacrilato (TRUBIANI
et al., 2012), de compostos utilizados na restauragéo dentaria (KANJEVAC et
al., 2012; GUVEN et al., 2012).

Um estudo recente que utilizou células-tronco de polpa dentaria oriundas
de seres humanos também descreveu que 70% das células investigadas
apresentavam anormalidades cariotipicas incluindo poliploidia, aneuplodia e
formacgao de cromossomos em anéis. Também foi observada alta frequencia de
mutagbes cromossdmicas que se originam continuamente nos cultivos
celulares (DUAILIBI et al. 2012).

Os autores postularam que estas células, por possuirem uma taxa de
proliferacdo rapida apresentando alta densidade celular em condi¢des in vitro
acabam sofrendo estresse metabdlico e, consequentemente exibem
instabilidade cromossémica durante as passagens celulares iniciais De fato as
expansbes in vitro podem refletir mudangas genéticas adaptativas destas

células. Estes resultados sugerem cautela no uso das células-tronco e a
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necessidade de estudos adicionais sobre a genotoxicidade que auxiliem na
criacado de protocolos regenerativos com eficacia e seguranga adequada.

Apesar da necessidade de estudos adicionais e até mesmo de
marcadores que auxiliem os pesquisadores a identificar rapidamente linhagens
de células com um grande numero de danos gendmicos estudos nesta area
estao abaixo do esperado.

Talvez isto ocorra porque existe a necessidade do estabelecimento de
abordagens interdisciplinares envolvendo nao s6 aspectos da biologia celular e
molecular, mas também da area da gendmica toxicoldgica. Existem muitos
ensaios amplamente utilizados no mundo que avaliam, de modo geral danos no
DNA. Tais ensaios podem ser potencialmente aplicaveis a avaliacbes de

linhagens de células-tronco com potencial de diferenciagao celular.

1.3 O Ensaio DNA Cometa Alcalino

Durante os ultimos 20 anos o ensaio de DNA Cometa tem provado ser uma
excelente ferramenta para a investigagdo de danos no DNA de diversos tipos
de células. No caso, esta técnica permite avaliar agentes que induzem dano no
DNA e também agentes que induzem o reparo do DNA.

Com base neste contexto e na necessidade de analise de dados, o
presente estudo teve como objetivo estabelecer uma metodologia de
isolamento, cultivo e expansado de células-tronco indiferenciadas da polpa de
dentes deciduos de cdo analisando indicadores de estresse metabdlico celular
ao longo das passagens celulares que poderiam afetar a qualidade das células-
tronco obtidas. Este método também é considerado como muito versatil, pois
avalia o dano de DNA de cada célula individual.

Inicialmente o Ensaio de DNA Cometa foi desenvolvido para detectar
quebras das duplas-fitas da molécula de DNA. Atualmente este teste esta
muito bem estabelecido e tem sido extensivamente utilizado por ser simples,
relativamente rapido, economicamente pouco dispendioso e reproduzivel. Por

este motivo, o DNA cometa € um ensaio que tem sido aplicado em muitos
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campos da biologia basica e aplicada bem como na area médica humana e
animal.

O ensaio DNA Cometa também chamado de “eletroforese em gel de
célula unica” é considerado entdo como um método genotoxicoldgico sensivel
onde qualquer tipo de célula nucleada pode ser avaliado (BELPAEME et al.,
1998).

A técnica foi desenvolvida a partir de trabalhos iniciais feitos por Ostling
e Johanson (1984) e de Singh et al (1988). Como pode ser visto na Figura 1,
para a realizacdo da técnica uma amostra de células em estudo é disposta em
uma lamina histologica. A seguir as laminas s&o imersas em solugbes que
lisam as membranas celulares (citoplasmatica e nuclear) e também as
proteinas histonas que estdo ligadas no DNA. Apds este procedimento as
laminas sao submetidas a eletroforese em uma cuba contendo tampao alcalino.
Este tampao desnatura o DNA e todos os fragmentos que estiverem quebrados
(formando simples fita de DNA) migram mais lentamente formando uma
espécie de cauda. Assim, quando maior o dano no DNA maior é o tamanho da
cauda. Para visualizar os nucleos de DNA a amostra € primeiro neutralizada,
fixada e entdo corada geralmente com brometo de etidio que liga-se ao DNA e
emite uma coloracao fluorescente ou com nitrato de prata, que escure-se os
nucleos. Para analisar os danos foram criadas cinco categorias (dano O,
1,2,3,4) conforme o tamanho da cauda. DNAs completamente fragmentados
indicam também apoptose. Para cada amostra sao feitas duas laminas do qual
sdo lidas 50 nucleos em cada. Este procedimento deve ser feito por dois

observados independentes para garantir a interpretagao correta.
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Figura 1 Sintese das principais etapas do ensaio DNA Cometa Alcalino

(SINGH et al., 1988).

1.4 Ensaio de Fragmentacao de DNA por fluorimetria utilizando

o corante Picogreen®

Apesar do amplo uso da técnica de DNA Cometa Alcalino para avaliar
dano de DNA a principal limitacdo deste teste € a sua interpretacéo
subjetiva e, portanto os resultados gerados sao qualitativos. Por este
motivo, novos ensaios tém sido propostos para analisar dano de DNA via
técnicas quantitativas.

E importante comentar que danos no DNA podem ser reparaveis (como
a fragmentacao) e nao reparaveis (se ocorrer incisbes e modificagbes nas

moléculas de acgucar e das bases nitrogenadas). Ambas as condi¢oes
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podem ser causadas por fatores ambientais onde o ataque oxidativo € uma
das principais causas de genotoxicidade.

Geralmente danos n&o reparaveis do DNA eram medidos por ensaios
como o Ensaio DNA Cometa (qualitativo), analise de micronucleos (semi-
quantitativo) ou através de eletroforese em gel de agarose de DNA isolado.
Nos ultimos anos analise quantitativa de DNA utilizando corantes
fluorescentes comecgou a ser feita. Recentemente, Georgiou et al (2009)
desenvolveram um protocolo em que andlise da quantidade de DNA é
medida por fluorimetria. Nesta técnica, corantes ultrassensiveis como o
DNA picogreen ligam-se apenas ao DNA que esta em dupla-fita (double-
strand ou dsDNA). O corante consegue detectar uma quantidade minima de
dsDNA no meio (25 pg/ml). Para dar uma ideia do quanto esta quantidade é
minima 80 pg de DNA correspondem ao DNA genémico de apenas 120
células. Portanto, se o DNA apresentar algum tipo de fragmentagao
provocada por fatores enddégenos ou exdgenos a fluorescéncia emitida vai
diminuir e assim pode ser avaliado efeito genotdxico. Assim, Georgiou et al
(2009) sugeriram que o uso de ensaio de quantificagcdo do DNA medido por
fluorimetria utilizando o DNA Picogreen® pode ser um teste quantitativo
complementar ao Ensaio DNA Cometa.

Esta técnica de andlise de fragmentacdo do DNA pelo Picogreen esta
comecgando a ser utilizada em diversas situagdes incluindo analise da acao
genotdxica de pesticidas em ensaios in vitro com culturas celulares (PARRA
et al., 2012), no plasma do sangue para identificar morte celular extensa de
leucdcitos principalmente em estados de doencgas infecciosas como a
dengue (HA et al.,, 2011) e para a quantificagdo de DNA em culturas de
células bi e tridimensionais (CHEN et al., 2012).

A técnica para analise € bastante simples: uma pequena quantidade da
solugcao contendo o DNA Picogreen deve ser adicionada na amostra que,
deve ser deixada no escuro durante 5 minutos. Logo apds é feita a leitura
no fluorimetro em uma faixa de 485 nm de excitacdo e 520nm de emissao
em condicbes de temperatura ambiente. Esta técnica pode ser feita em
placas de 96 pogos com uma quantidade muito pequena de amostras e

reagentes.
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Portanto, o uso desta técnica para avaliar a condicdo do DNA em
diferentes passagens de culturas de células-tronco seria bastante
interessante. Entretanto, ndo foi encontrado na literatura estudo prévio
utiizando tal técnica para avaliagdo de células-tronco em diversas

passagens.



2 OBJETIVO

O estudo aqui desenvolvido teve como objetivo implantar uma técnica de
obtencdo de células-tronco a partir de polpa de dente (dental stem-cells,
DSCs) de cachorros avaliando a taxa de proliferagao celular, a morfologia
das células e a qualidade celular através de indicadores de dano de DNA e
estresse oxidativo em oito diferentes passagens de cultura em fase

indiferenciada.
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Abstract

The double-strand DNA breaks are considered one of the most lethal forms of
damage that can compromise the ability of stem cells self-renew and
differentiate. Therefore, additional studies are necessary to identify genome
damage biomarkers that help the researchers to choice the better cell line to
apply in clinical use. Here, we evaluated the potential use of DNA Comet
Assay, DNA fragmentation fluorimetric assay using Picogreen dye and reactive
oxygen species (ROS) level by DCFH-DA fluorimetric assay as potential
biomarkers to identify the genome conditions of dental stem cells (DSCs)
isolated from dog’s canine teeth. The results showed important differences
among the three initial DSCs passage when compared to > 4" passages. In
general, the initial DSCs passages presented higher cell proliferation, lower
DNA damage and ROS. However, we noticed a large number of nucleus with
some level of DNA damage (30 to 40% in the initial DSCs passage and > 50%
in the late passage) that indicates an in vitro DSCs genomic fragility. The results
suggest that these relatively simple and inexpensive approaches as Comet,
DNA fragmentation could to help for sorting stem cell with less DNA damage
used to research or therapeutic use.

Keywords

Stem cell, genotoxicity, Dental Stem Cells, oxidative stress, DNA damage
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1. Introduction

The considerable therapeutic potential of embryonic and adult stem cells
has generated increasing interest in a wide variety of biomedical disciplines
mainly with mesenchymal stem cells. This is the case of adult dental stem cells
(DSCs) have been isolated from humans and animals including dogs,
presenting a distinctive population of pluripotential cells [1,2,3,4]. The DSCs
offer a potentially renewable source of cell types that are easily isolated and
expanded for use in regenerative therapies as dentine, odontoblasts, dental
pulp, bone, cartilage, muscle, hair follicle, cornea, neuronal cells, melanocytes,
and endothelial cells [5].

However, while the therapeutic potential of advanced stem cell
modification has been observed in clinical trials with long term follow-up [6],
potential adverse reactions related to insertional mutagenesis by integrating
gene vectors and chromosomal instability in proliferating cells have emerged as
a major limitation [7]. The stem-cells susceptibility to the acquisition of
chromosomal anomalies is related to significant their cell proliferation and
metabolic activity [8,9,10,11,12]. The major concern related to chromosomal
instability is if in vitro manipulation during culture expansion increases
tumourigenicity risk [13,14,15].

A study performed by Duailibi et al. [16] using a human DSCS lines
revealed that approximately 70% of the cells exhibited karyotypic abnormalities
including polyploidy, aneuploidy and ring chromosomes. The authors
emphasize the need for the careful analysis of the genome instability of cultured

hDSCS before they can be clinically used.
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Despite the relevance of regenerative therapies to human and
veterinarian medicine [17], studies to determine potential genome damage
biomarkers that help the researchers to choice the better cell line to realize
regenerative studies or to applied in clinical use are still incipient.

The Comet assay is a versatile and sensitive method of measuring DNA
damage in individual cells that Kruszewski and collaborators [18] showed that
the 100 comets usually analyzed in a typical comet experiment are sufficient to
obtain a reliable cell cycle distribution comparable with the results obtained by
the flow cytometry for the same cell population. The comet assay has proven to
be a useful tool for investigating the induction and repair of DNA in various cell
types and o identify patients oversensitive to DNA damaging agents and in
predicting resistance of tumor cells to radio- and chemotherapy [19].

Therefore, this study aimed to isolate dog DPSCs using previously
methods described by human DPSCs evaluating the potential genotoxicity
using DNA Comet assay during eight undifferentiated cell passages. However,
as Comet assay present some subjective level, we also evaluated the DNA
fragmentation by fluorimetric quantification as well as the reactive oxygen
species (ROS) levels as biomarker of oxidative status of DSCs cultures

passage
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2. Material and Methods

21 Samples

The deciduous canine tissues were removed from a healthy dog
determined through physical examination and to canine removal the dog was
submitted a preanesthetic procedure using ketamine (15 mg kg™), midalozan
(0.2 mg kg™") and morphine (0.5 mg kg™') and fully anesthetized with propofol (4
mg kg'). The heart rate and oxygen saturation of dogs were monitored during
the tooth extraction procedure. The study protocol (084/2011) was approved by
the Research Animal Ethics Committee of Universidade Federal de Santa

Maria, RS-Brazil.

2.2 Isolation and cultivation conditions of dog DSCS

The isolation and cultivation of DSCS was performed as previously
described by Bernardi et al. [20]. Briefly, soon after the extraction, teeth were
immersed in 1 mL DEMEN/HEPES culture medium, 10% bovine fetal serum,
100 U/mL penicillin, 100pg/mL de streptomycin and 0.45ug/mL de gentamicin to
transport the teeth samples from surgery room to cellular laboratory.

Upon removal of pulp tissue, the teeth were clinically evaluated for the
presence of absence of the remaining root to evaluate the possible contact
zones of the pulp tissue with the external environment. The pulp was isolated

from the dental tissue with the aid of an excavator, and all pulp tissue was



22

removed (crown and root) from the dentin. This procedure was performed in the
laminar flow in sterile conditions. The pulp was minced an incubate at 5% CO,
37°C for 60 minutes in buffer containing 0.2% type 1 collagenase (Gibco). The
cells were disrupted from the dental pulp and cultured in the same media
conditions described before. The culture medium was changed after 24 hours of
initial plating and, after this time, every 3-4 days. When the culture reached 90%
of confluence, a passage using trypsin-EDTA 0.5% (Sigma-Aldrich) was
performed to loosen the cells from the plate. The density of cells seeded in each

passage was 10* cells/cm?.

2.3Cell proliferation and DSCs morphological analysis

The proliferation rate in different DSCS culture passages was determined
by cell counting using a Neubauer chamber as well as by MTT assay (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- tetrazolium bromide) using DPSCs seeded
into 96-well plates at a density of 5 x 10° cells/well. The MM assay was
evaluated according to the manufacturer’'s instructions (Sigma). MTT
reduction/attenuation values for  each well were measured
spectrophotometrically at 570 nm. The MTT assay was carried out every each
culture cell passage in quadruplicate. The morphological analysis of DSCs in
different passages was also microscopically evaluated considering the cell form,

and general tissue structure.
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2.4 Reactive Oxygen Species production

The accumulation of intracellular oxidative damage is related to cell in
vitro aging and subsequently decrease in potential cellular proliferation and
differentiation [21]. Therefore, we evaluated to biomarkers during different
DSCS culture passages: intracellular ROS production and lipid peroxidation.
The reactive oxide species (ROS) production was evaluated using a non-
fluorescent cell-permeating compound 2-70-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA assay) as described by Wallace et al. [22]. DCFH-DA is hydrolysed
by intracellular esterases to DCFH, which is trapped within the cell. This non-
fluorescent molecule is then oxidized to fluorescent dichlorofluorescein (DCF)
by cellular oxidants. DSCS samples of each culture passage were treated with
DCFH-DA (10 Imol/l) for 60 min at 37 °C. The fluorescence was measured at an
excitation of 485 nm and an emission of 520 nm. The calibration curve was
performed with standard DCF (0—1 mmol) and the level of ROS production was

calculated as nmol DCF formed/mg protein [22].

2.5 DNA fragmentation assay

The level of DNA fragmentation of DSCS from each culture cell passages
was performed using a ultrasensitive protocol to quantifies the degree of DNA
fragmentation using Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA (Invitrogen) using a
protocol for the quantitative assessment of DNA concentration and damage
(fragmentation) using a protocol similar to described by Batel et al. [23] and

Georgiou et al. [24] and adjusted by culture cell in 96-well.
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The method is based on the ability of the specific fluorochrome dye
(PicoGreen®) to make a very stable complex with double-strand DNA (dsDNA)
in alkaline conditions instead of ssDNA, proteins, SDS, and urea. This
selectivity characteristic is used to follow DNA denaturation with decreasing
fluorimetric  signal intensity proportionate to increasing ssDNA and
mononucleotide content. To perform the assay the PicoGreen dye was diluted
1:200 with TE buffer (10mM Tris—HCI, 1mM EDTA, pH 7.5) and incubated with
cell culture samples (1 x 10° cells/well) in the dark at room temperature for 5
min. To minimize photobleaching effects, time for fluorescence measurement
was kept constant for all samples. The fluorescence was measured at an
excitation of 485nm and an emission of 520nm recorded at room temperature.
All the fluorescence measurements were recorded on a fluorimeter
(SpectraMax M2/M2e Multi-mode Plate Reader, Molecular Devices Corporation,
Sunnyvale, CA, USA). A standard curve was generated using double-stranded
(ds) lambda DNA provided by the manufacturer. The fluorescence emission
measurement of each sample of eight DSCs passage was evaluated. To cell
sample was an average of four independent measurements and the
corresponding standard error is indicated in the data. As during the cell passage
the number cells is variable due to potential different cell proliferation the data
were initially corrected to number of cells in each passage (dsDNA
fluorescence/number of cells). Additionally, the DNA fragmentation in different
DSCS culture passage was expressed as a percentage of dsDNA calculated in

relation to first culture cell.
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2.6 Single cell gel electrophoresis (comet assay)

The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al.
[25] in accordance with the general guidelines for use of the comet assay
[26,27,28] in DSCS samples of 1st ,3rd and 8th passages. One hundred cells
(50 cells from each of the two replicate slides) were selected and analyzed.
Cells were visually scored according to tail length and received scores from 0
(no migration) to 4 (maximal migration). Therefore, the damage index for cells
ranged from 0 (all cells with no migration) to 400 (all cells with maximal
migration). The slides were analyzed under blind conditions by at least two

different individuals.

2.7 Statistical analysis

The results of the all experiments were analyzed with one-way analysis of

variance followed by Tukey post hoc test. P-values <0.05 were considered as

significant.
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3 Results

The DSCs cells presented a fusiform morphology similar to fibroblast
cells that was maintained from all cell culture passages (Figure 1, A). The
growth curve (Figure 1B, 1C) showed the proliferation of DSCS cells active from
passages two and three (p=0.001) and after the DSCS proliferation presented

an intermediary values among the first and second/third passages.
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Figure 1 (A) Morphologic appearance of DPSCs isolated from dog’s canine
teeth. No differences were found in morphologic appearance between DSCs
during the eight cell passages; (B) growth among in different DSCs passage
analyzed by cell counting ) and MTT assay.



22

The ROS levels were also evaluated in different passages of dog DSCs.
As can see in Figure 3 the, comparing to first passage the others presented

higher ROS levels mainly in 3" and from > 6™ passages (p=0.003).

40,007

30,00
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Fluorescencelcell number
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0,00—
100 200 300 400 500 600 7,00 800

Passage

Figure 2 Concentrations of reactive oxidative species (ROS) production by
DSCs in different passage evaluated by fluorimetric DCFH-DA assay and
corrected by cell number of each passage. Different letters indicating significant
statistical differences evaluated by analysis of variance followed by Tukey post
hoc test (p<0.05).
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DNA fragmentation was evaluated by fluorimetric assay and the results
of dsDNA levels are presented in Figure 2. Comparing to first passage that was
used to reference and represented 100% of dsDNA level the second passage
presented higher dsDNA levels (p=0.0001). The other DSCs passages
presented intermediary levels between the first as well as the second passages.
As the data were corrected to number of cells these results the effect of higher
number cells also observed in the proliferation cell analysis was not considered

result of differential cell number observed in DSCs passage.

The results of potential DNA damage during the eight DSCS passages
analyzed by DNA Comet assay are presented in Table 1 and Figure 4. The
DNA damage index that evaluated the intensity of DNA damage was to three
initial DSCs passages. However, the DNA damage trended to increase from 4"
passage and presented higher levels in the 7" passage (Table 1). A second
analysis to evaluated the number of cells that not present any DNA damage
(damage 0) was also evaluated and the data are presented in the Figure 4. The
results showed that in the three initial passages 40% or more cells did not

present high DNA damage when compared to other passages.
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Figure 3 dsDNA level evaluated by fluorimetric Picogreen assay of DSCs in
different passages. The results are presented in % related to first DSCs
passage. Different letters indicating significant statistical differences evaluated
by analysis of variance followed by Tukey post hoc test (p<0.05).

However, the number of nucleus without any DNA damage can
considered low (< 50%) in the DSCs cells. Them, we sum the nuclei without
damage with nuclei classified as having damage 1. The three initial DSCs
passage had on average 75.4% of nucleus without damage or damage level 1
whereas the other 24.6% nucleus had damage in categories > 2. From the 4™

passage the average of nucleus without damage or damage level 1 was 65.9%.
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Table 1 DNA migration in the comet assay for the assessment of genotoxicity of
several dental stem cells in different cell culture passages.

Passages Comet class frequency (/100 nucleus analyzed) Index

Damage
Mean + SE
0 1 2 3 4

1 445+9.3 27.7+29 134142 63+16 25+06 555%75

2 449+ 6.1 304+28 126+25 72+18 27+03 551%6.1

3 541194 247+76 82%7.3 6.3+2.6 3.3+0.8 459147

4 379+86 289+77 114+38 105+33 52%+12 620+86

5 43.4 7.0 271+42 102+42 82116 3.7+12 636159

6 478+ 8.8 155+21 107+47 7014 41+16 522+89

7 271+9.8 36.0+£94 147+54 132+3.0 117129 828+94

8 48.9+9.6 265+39 10749 7.8+1.0 6.8+24 51.2+9.8
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Figure 4 DNA Comet Alkaline Assay: (A) DNA damage levels. (B) Frequency of
nucleus without DNA damage (zero) in different DSCs passages. Different
letters indicating significant statistical differences evaluated by analysis of
variance followed by Tukey post hoc test.



4 Discussion

Adult stem cells, as DSCs are important in the long term maintenance of
tissues throughout life, since these lineages are responsible for body tissues
regeneration that suffer some damage or to replacing senescent terminally
differentiated cells [29]. According, these cells have an effective system to
maintain their genomic integrity, both by increased stress defense and DNA
repair mechanisms. This maintenance is very important because genomic
alterations can potentially compromise the functionality of entire cell lineages.
The dsDNA breaks are considered one of the most lethal forms of damage, and
failure to adequately repair that can compromise the ability of stem cells as
DSCs self-renew and differentiate, as well as can lead to genomic instability

and disease [29].

Therefore, the major challenge concerning the use of DSCs or other
adult stem cells as a source of cells in tissue regeneration therapies is related to
ability to maintain their genetic integrity during long term culture and

differentiation [7,16].

However, to evaluate in in vitro conditions the genome quality of stem
cells is not easy. This is because most stem-cell cultures did not present some
morphological biomarkers that help us the better cells that cells with genome
compromised. For this reason, a potential fast screening of genomic conditions
of cells that will be used in regenerative approaches is desirable. Therefore, in

the present study we investigated the quality of eight initial DSCS passages
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derived from dog dental tissue in relation to potential DNA damage using two

approaches: DNA Comet and DNA fragmentation assays.

Before we discuss the results found here is important to comment about
the use of DNA fragmentation assay as quantitative complementary test in the
analysis of DNA damage of DSCs. As the characterizing the structural integrity
of DNA is critical in a wide variety of biological applications, the analysis of DNA
damage has important clinical and molecular research applications. Several
studies have analyzed, for example the repair precision in pluripotent cells and
their differentiated progeny using several biomarkers as zinc finger nucleases
[30]. However, assays as DNA fragmentation using DNA picogreen dye could
help us to eliminate the subjectivity to become easier to evaluate the presence
of DNA damage in an easy and fast way. Thereby, we used a protocol adapted
from Georgiou et al. [23] to quantitatively evaluate the DNA damage in different
DSCs passage together with DNA Comet assay, a classic and broadly used

genotoxic assay.

The Picogreen dye has the ability to measure 25 pg/mL of dsDNA with a
standard spectrofluorometer and fluorescein excitation and emission
wavelengths and minimize the fluorescence contribution of RNA and single-
stranded DNA (ssDNA). Additionally, the Picogreen-based DNA quantification is
used in different cell lysis protocol frequently used to quantify the cellularity of
three-dimensional (3D) cell-seeded scaffolds to induce in vivo tissue formation
[31] and to quantify the DNA from two-dimensional and three-dimensional cell

cultures [32]. Since the necrosis, apoptosis and dsDNA breaks cause DNA
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degradation, cells with DNA damage potentially present lower level of dsDNA

and, therefore lower fluorescence than cells with genomic integrity.

Oh the other hand, during the last 20 years, the comet assay has proven
to be a useful tool for investigating the induction and repair of DNA in various
cell types. Previous studies, as performed by Nikitina et al. [33] have analyzed
the assessment of DNA damage in human bone marrow cells and multipotent

mesenchymal stromal cells using DNA Comet assay

Our results showed important differences among the three initial DSCs
passage when compared to > 4" passages when the data of DNA
fragmentation as well as Comet assay are considered. These data are in
agreement to results described by Nikitina et al. [32] that assessed the DNA
damage in human bone marrow cells and multipotent mesenchymal cells from
3 to 11 cell culture passages. These authors observed that in the early and late
passages the mesenchymal cells presented some cells with DNA damage.
These results suggest that both test could to be used a complementary assay to
help researchers choose which cell passage containing less damage in

genomic studies of cell regeneration and differentiation.

However, a fact that needs to be discussed concerns the large number of
cells with DNA damage that were found in the comet assay in all DSCs passage
(approximately 30-40% of nucleus presented some DNA damage level!). These

results point to the potential " DSCs fragility genomic these cells in conditions in
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vitro" that could to be some impact on further differentiation and regenerative

processes.

This assumption is supported by a previous study performed by Duailibi
et al. [16]. These authors analyzed human DSCs cytogenetic integrity using
classical G banding and fluorescent in situ hybridization (FISH) with X
chromosome specific probe in the second cell passage. They found about 70%
of the cells with karyotypic abnormalities including polyploidy, aneuploidy and
ring chromosomes. These results showed a heterogeneous spectrum of
abnormalities indicates a high frequency of chromosomal mutations that
continuously arise upon extended culture. Unfortunately, the authors did not

study other further passages to permit a comparison with our results.

To ensure maintenance of the stem cells as DSCs and to coordinate
differentiation of progeny, all these cells must protect the genome from
genotoxic lesions potentially caused by exogenous and endogenous factors.
Among the endogenous factors, the ROS has an important role. ROS generate
DNA damage by oxidative modification of DNA bases or by spontaneous
hydrolysis of nucleosides. These molecules lead to the formation of DNA

double - strand breaks. Since DNA damage can originate from oxidative attack

of ROS to DNA, from nuclease action during DNA repair or during early or late
events in apoptosis or necrosis [23] we investigate if the DSCs ROS production
could to be different in different DSCs cultures passage. Our results showed
increase in ROS levels from DSCs second passage that increased significantly

in the > 6™ cell passage.
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Considering the whole of results, cell proliferation rate, DNA damage
evaluated by DNA picogreen and Comet assay as well as ROS production, the
second DSCs passage was better with lower indicator of DNA damage and

oxidative.

Baum et al. [7] commented that about management of genotoxicity of
stem cells with potential therapeutic use some mutations occurring in the
production of stem cell are not necessarily dangerous. However, we don’t know
where and when “bad mutations” can affect the success of regeneration or

cause adverse effects as cellular malignization.

Considering the results presented here, we suggest that integrative
approach involving stem culture cells and relatively simple and inexpensive
approaches as Comet, DNA fragmentation as well as ROS levels for sorting
stem cell with less DNA damage used in research or therapeutic use. This
suggestion can be considered important since different somatic lineages may

respond differently to the same toxic challenge or cell culture conditions [34].

Some methodological limitations related to our study need to be
comment: we did not investigate other potential DNA damage biomarker as
mutation in genes related to cellular cycle as p53 and retinoblastoma. We did
not test if the DSCs cells in different passage that present different DNA
damage conditions could to modify the differentiation and cellular senescence
processes. However, we believe that the lack of these additional experiments

did not invalidate the results presented here.
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Finally, we point out that for our best knowledgment this is the first one
study that analyzed the potential DNA damage effects in different DSCS
passages by DNA fragmentation assay as well as DNA Comet assay. The
results obtained suggest that incorporation of DNA damage assays in stem cell
culture as DSCs may help us to choice the best stem cell passage to conduce

regenerative experiments.
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4 DISCUSSAO

Os resultados aqui descritos mostraram diferengas importantes entre as
trés primeiras passagens das DSCs quando comparadas com = 42 passagem.
No caso, as trés primeiras passagens mostraram uma melhor taxa de
proliferagdo celular e menor indicagdo de danos genbmicos via analise de
fragmentagcdo do DNA e ensaio DNA Cometa bem como de estresse oxidativo
avaliado pelos niveis de produgao de ROS pelas células. Estes dados estao de
acordo com os resultados descritos por Nikitina et al. (2011) que avaliaram os
danos no DNA em células de medula 6ssea humana e células mesenquimais
multipotentes entre a 3% e 112 passagem de cultura celular. Os autores
observaram que nas passagens iniciais e finais as células mesenquimais
apresentaram algumas células com dano no DNA.

Considerando a revisdo de literatura feita, até o presente momento o
estudo aqui descrito ndo havia sido conduzido em células-tronco de polpa
dentaria assim como nao foram encontrados estudos envolvendo analise de
fragmentagcdo de DNA pelo ensaio fluorimétrico do Picogreen® em diferentes
passagens de células-tronco de qualquer natureza. Portanto, € importante tecer
algumas consideragdes sobre a relevancia da realizagcdo de testes de
genotoxicidade em estudos e aplicagbes terapéuticas envolvendo células-
tronco adultas ou mesmo embrionarias.

Células-tronco adultas, como a DSCs sao importantes para manutencao
de um grande numero de tecidos ao longo da vida. Estas linhagens sé&o

responsaveis pela regeneragéo dos tecidos do corpo que sofreram algum dano
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ou para a reposicao de células envelhecidas terminalmente diferenciadas
(ROCHA et al., 2012).

Evidéncias tém sido acumuladas mostrando que as células-tronco
adultas assim como as células-tronco embrionarias tém um sistema eficaz para
manter sua integridade gendmica, tanto pela defesa ao aumento de estresse e
pelos mecanismos de reparo do DNA. Esta manutengdo é muito importante,
pois as alteragbes gendmicas podem, potencialmente, comprometer a
funcionalidade de linhagens inteiras de células. As quebras nas moléculas de
DNA dupla-fita (dAsDNA) sdo consideradas uma das formas mais letais e os
danos causados podem gerar incapacidade das células reparar
adequadamente o seu genoma. Esta condigdo pode gerar instabilidade
gendmica e assim pode comprometer a habilidade das células-tronco de se
auto-renovarem, se diferenciarem. e diferenciacdo, bem como pode conduzir a
a estados de doenga como o cancer (ROCHA et al., 2012).

Portanto, o principal desafio relativo a utilizacdo de DSCs ou células-
tronco adultas como uma fonte de células em terapias de regeneragdo de
tecidos potencialmente aplicadas na medicina veterinaria esta relacionada com
a capacidade de manter a sua integridade genética ao longo do tempo da
cultura e a diferenciagcdo (BAUM et al., 2012).

No entanto, para avaliar, as condi¢des in vitro de qualidade do genoma
das células-tronco nao é facil. Isto porque a maioria das culturas de células-
tronco ndo apresenta algum biomarcador morfoldgico que permita identificar as
células com um genoma “saudavel’ das células genomicamente
comprometidas. Por esta razdo, € desejavel o desenvolvimento de avaliagdes

sobre a condigdo gendmica das células através de ensaios rapidos. Portanto,
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no presente estudo, investigou-se a qualidade das DSCS em oito passagens
iniciais derivadas de tecido dental cao em relacdo a danos ao DNA através de
duas técnicas: DNA Cometa e ensaios de fragmentagdo de DNA.

A medida integridade estrutural do DNA é fundamental numa grande
variedade de aplicagdes bioldgicas, a analise de danos no DNA tem
importantes aplicagdes na pesquisa clinica e molecular. Varios estudos
analisaram, por exemplo, a precisdo de reparo em células pluripotentes e
progénies diferenciadas usando algum biomarcador como nucleases que
possuem “zinc fingers” [29]. No entanto, os ensaios de fragmentagdo de DNA
como ensaios de fragmentagdo de DNA usando o corante DNA Picogreen®
poderia ajudar a eliminar a subjetividade para avaliar a presenga de danos no
DNA de uma maneira facil e rapida. Desse modo, foi utilizado um protocolo
adaptado de Georgiou et al. (2012) para avaliar quantitativamente os danos ao
DNA nas diferentes passagem das DSCs, juntamente com DNA ensaio
Cometa, um ensaio classico de genotoxidade.

O corante Picogreen® que tem a capacidade de detectar quantidades
muito pequenas de dsDNA com um fluorimetro padrdo n&o se liga a outras
moléculas de acidos nucleicos com DNA fita-simples ou RNAs. Assim, se e
somente a fluorescéncia emitida sera relacionada apenas a presenca de
dsDNA. Além disso, a quantificagdo de DNA Picogreen é utilizada em
protocolos de lise celular utilizados para quantificar as células semeadas em
estruturas tridimensionais, scaffolds, para induzir a formagao de tecido vivo
(IMPENS et al.,, 2010) e a quantificaggo do DNA em culturas celulares
bidimensionais e tridimensionais (CHEN et al., 2012). Uma vez que, necrose,

apoptose e quebra de dsDNA causam degradacédo do DNA, células com dano
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no DNA apresentam baixo potencial de dsDNA, portanto uma flurorescéncia
mais baixa que células integras.

Por outro lado, durante os ultimos 20 anos, o ensaio cometa provou ser
uma util ferramenta para investigar a indugao e reparagdao de DNA em varios
tipos de células. Estudos anteriores, realizados por Nikitina et al. (2011)
analisaram a avaliagao de danos no DNA em células de medula 6ssea humana
e células estromais mesenquimais multipotentes utilizando o ensaio cometa
DNA.

No entanto, um fato que precisa ser também discutido e que emergiu
dos resultados aqui descritos diz respeito ao grande numero de células com
danos no DNA que foram encontrados no ensaio cometa em todas passagem
DSCs (aproximadamente 30-40% dos nucleos apresentaram algum nivel de
danos no DNA!). Estes resultados apontam para o potencial de "fragilidade
genbmica das DSCs in vitro", que poderia ter algum impacto maior sobre os
processos de diferenciacao e regenerativos.

Esta suposicédo é apoiada por um estudo prévio realizado por Duailibi et
al (2012). Estes autores analisaram a integridade citogenética das DSCs
humana utilizando faixas G classicas e hibridizagao in situ fluorescente (FISH)
com a sonda especifica de cromossomo X na segunda passagem celular. Eles
descobriram que aproximadamente 70% das células com alteracdes
cariotipicas incluindo aneuploidia, poliploidia € cromossomas em forma de anel.
Estes resultados mostraram um espectro heterogéneo de anomalias que indica
uma alta frequéncia de mutagdes cromossdmicas que apresentam culturas
prolongadas. Infelizmente, os autores n&do estudaram outras passagens

adicionais 0 que nao permitir a comparagao com 0s nossos resultados.
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Para assegurar a manutencdo das células-tronco como as DSCs e para
coordenar a diferenciagdo de descendéncia, todas estas células tém que
proteger o genoma a partir de lesdes potencialmente genotdxicas causadas por
fatores enddgenos e exdgenos. Entre os fatores enddgenos, o ROS
desempenha um papel importante. ROS pode gerar danos ao DNA através da
modificagcdo oxidativa de bases de DNA ou por hidrolise espontanea de
nucledsidos. Estas moléculas podem conduzir a quebra das dupla fitas de
DNA.

Uma vez que os danos do DNA podem ser provenientes de ataque
oxidativo de ROS de DNA, a partir de acbes das nucleases durante a
reparacdo do DNA ou durante eventos precoces ou tardios de apoptose ou
(NAGARIA et al., 2012) foi também aqui investigado se a produgao de ROS
pelas DSCs poderia ser diferente em diferentes passagens da cultura de DSCs.
Nossos resultados mostraram aumento nos niveis de ROS das DSCs na
segunda passagem, que aumentou de forma significativa na 6% passagem
celular.

Considerando-se o conjunto dos resultados, os danos do DNA, a taxa de
proliferagdo de células, avaliada por ensaio de Picogreen® e Cometa, bem
como a produgdo de ROS, a segunda passagem das DSCs foi a melhor
apresentando baixo indicadores de danos no DNA e de oxidagéao.

Baum et al. (2012) teceram comentarios a cerca de comportamento da
genotoxicidade das células-tronco utilizadas com fins terapéuticos e que
algumas mutagdes ocorridas na produgdo destas células ndo sé&o

necessariamente perigosas. No entanto, ndo sabemos onde e quando
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"mutagdes ruins" podem afetar o sucesso da regeneragdo ou causar efeitos
adversos como tumores malignos.

Considerando os resultados apresentados aqui, pode se sugerido que o
uso de uma abordagem integrada envolvendo cultura de células-tronco seja
relativamente simples e de baixo custo como o Cometa, fragmentagdo de DNA,
bem como niveis de ROS para classificar as células-tronco com menos danos
do DNA a serem usadas em pesquisas com fins terapéuticos. Esta sugestao é
importante, pois diferentes linhagens somaticas podem responder de forma
diferente para o mesmo desafio tdxico ou condi¢cdes de cultura celular [33].

Algumas limitagdes metodologicas relacionadas ao estudo aqui
desenvolvido também precisam ser comentadas: ndo foram investigados outros
biomarcadores para dano potencial de DNA como mutagdo nos genes
relacionados ao ciclo celular como p53 e retinoblastoma. Nao foram testadas
se a celula DSCs em diferentes passagens que apresentam diferentes
condicbes de danos do DNA pode alterar a diferenciagdo e processos de
senescéncia celular. No entanto, acreditamos que a falta desses experimentos
adicionais nao invalida os resultados aqui apresentados.

Os resultados obtidos sugerem que a incorporagédo de ensaios de danos
ao DNA em cultura de células-tronco como DSCs pode ajudar-nos a escolha da

melhor passagem de células-tronco para conduzir experimentos regenerativos.



5. CONCLUSOES

O presente estudo:

- implantou com sucesso a técnica de obtencdo de células-tronco
adultas (DSCs) a partir da polpa dentaria de cédes e pode ser aplicavel a
pesquisas de terapias regenerativas na area da medicina veterinaria;

- considerando todos os marcadores avaliados, para a cultura de DSCs
a linhagem que seria potencialmente a com maior qualidade proliferativa e
genbmica seria as células da segunda passagem podendo ser indicado seu
uso;

- 0s resultados sugerem que a integragao de técnicas de cultura celular
com técnicas de analise qualidade genémica como o ensaio DNA cometa e a
analise fluorimétrica de fragmentacdo do DNA sado importante para cultura

celular com fins terapéuticos.
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