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RESUMO

O proposito do presente estudo foi avaliar o comportamento de células pulpares
humanas expostas ao TGF1 e ao aFGF, em cultura, nas seguintes concentragoes: TGFf1 a
Ing/mL, TGFB1 a Sng/mL, TGFB1 a 1ng/mL + aFGF a 5ng/mL, TGFB1 a Sng/mL + aFGF
a Sng/mL e aFGF a 5ng/mL. Foi avaliada a morfologia celular, a atividade da fosfatase
alcalina, através de ensaio com pNPP como substrato e a expressao das proteinas
osteocalcina, sialoproteina dssea e sialofosfoproteina de dentina, através de RT-PCR. Apos
quatro dias, verificou-se que a média do numero de nucléolos no grupo tratado com TGF1
a Ing/mL fo1 significativamente maior que no grupo tratado com aFGF a 5Sng/mL. A média
da atividade da fosfatase alcalina no grupo tratado com TGFB1 a Ing/mL foi
significativamente maior que no grupo tratado com TGFB1 a Sng/mL + aFGF a 5ng/mL.
Foi observada a expressdo de osteocalcina em todas as células pulpares humanas que
proliferaram em cultura. Entretanto, no grupo em que foi utilizado o aFGF a 5ng/mL houve
diminui¢do da expressdo da osteocalcina. A exposicao dos fatores ndo induziu a expressao
de componentes da matriz de dentina tais como BSP e DSPP. Sugere-se que as células
expostas a0 TGFB1 Ing/mL foram estimuladas, apresentando uma maior atividade celular e
as células expostas ao aFGF 5ng/mL foram inibidas, apresentando uma menor atividade
celular.

PALAVRAS CHAVE: Cultura de células, fator de crescimento transformador beta,
fator de crescimento de fibroblastos, diferenciacdo celular, odontoblastos, morfologia,

fosfatase alcalina, osteocalcina, sialoproteina 6ssea (BSP), sialofosfoproteina de dentina

(DSPP).
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ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate the behavior of human dental pulp cells
exposed to TGFB1 and aFGF in culture, at the following concentrations: TGFB1 1ng/mL,
TGFB1 5ng/mL, TGFB1 1ng/mL + aFGF 5ng/mL, TGFB1 5ng/mL + aFGF 5ng/mL e aFGF
Sng/mL. We assessed the cellular morphology, alkaline phosphatase activity, using pNPP
as substrate, and expression of osteocalcin, bone sialoprotein, dentin sialophosphoprotein
proteins by RT-PCR. After four days, the nucleolus media in the group treated with TGFf1
Ing/mL was significantly higher than the group treated with aFGF 5ng/mL The alkaline
phosphatase activity in the TGFB1 Ing/mL treated group was significantly higher than the
media observed in TGFB1 Sng/mL + aFGF 5ng/m treated group. Osteocalcin expression
was observed in all human dental pulp cell cultures. However, in the aFGF 5ng/mL treated
group the osteocalcin expression decreased. The exposure to growth factors did not induced
the expression of dentin matrix components such as BSP or DSPP. Our data suggest that
the cells exposed to TGFB1 Ing/mL were stimulated and had a higher cell activity, and that
cells exposed to aFGF Sng/mL were inhibited having a cell activity decrease.

KEY WORDS: cell culture, dental pulp, transforming growth factor beta, fibroblast
growth factor, cell differentiation, odontoblasts, morphology, alkaline phosphatase,

osteocalcin, bone sialoprotein (BSP), dentin sialophosphoprotein (DSPP).
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INTRODUCAO

Durante a dentinogénese primaria existem moléculas (fatores de crescimento e
diferenciagdo) que sinalizam a cascata de eventos que resulta na diferenciacdo dos
odontoblastos. A possibilidade do uso destas moléculas em tratamentos conservadores da
polpa dentaria tem motivado inimeras pesquisas.

A expressdao de TGFp1 (fator de crescimento transformador beta 1) foi observada no
processo de desenvolvimento dentario (D’SOUZA et al. 1990), em odontoblastos maduros
(JEPSEN et al. 1992) e na dentina humana (JEPSEN et al. 1992 ¢ CASSIDY et al. 1997)
indicando um provavel papel desse fator na inducdo da formagao da dentina tubular.

No entanto, existem controvérsias a respeito do papel do TGFB1 em relagdo a
células da polpa dental. Segundo Nie et al. (2006) o TGFB1 estimula a proliferacdo celular
e a atividade da fosfatase alcalina em células humanas da polpa dental, em cultura. Por
outro lado, segundo Chan et al. (2005) o TGFB1 inibe o crescimento de células humanas da
polpa dental em cultura e, também, segundo Nakashima et al. (1994) este fator ¢ capaz de
inibir a regeneracao pulpar quando aplicado em polpas amputadas de caes.

Além disso, foi demonstrado, por Unda et al. (2000), em cultura de células da papila
dental de molares inferiores de camundongos, que ha um efeito sinérgico entre o TGFf1 e
o aFGF (fator acido de crescimento para fibroblastos). A associacdo destes dois fatores
promove a diferenciagdo de células semelhantes a odontoblastos, com caracteristicas
histologicas e funcionais, com vesicula de secre¢do de matriz, formag¢ao mineral, positiva
atividade da fosfatase alcalina e producao de colageno tipo 1.

No presente trabalho, com o objetivo de investigar o comportamento de células

pulpares expostas ao TGFB1 e ao aFGF optou-se pelo modelo experimental em cultura de



células. A cultura de células constitui excelente instrumento para investigagdes do
comportamento celular sob inimeros aspectos. Existem diversos modelos experimentais de
cultura do complexo dentino-pulpar que contemplam estudos com os mais diferentes
propositos. Com vistas ao desenvolvimento de um modelo experimental de cultura que
possibilitasse a avaliagdo do comportamento celular frente a exposi¢ao de fatores de
crescimento, foi realizada uma revisdo na literatura sobre técnicas de cultivo que sdo
empregadas em estudos do comportamento pulpar.

O modelo de cultura de células pulpares humanas de terceiros molares recém
extraidos ¢ uma ferramenta que permite, entre outros, a realizacdo de pesquisas que visam a
aplicacao de materiais biologicos para regeneracao do complexo dentino-pulpar.

Para o desenvolvimento de um protocolo de cultura de células pulpares humanas,
adotou-se como referéncia a metodologia empregada no estudo de Shirakawa et al. (1994).
Foram feitas algumas adaptagdes a técnica e inclusive um experimento foi realizado com
objetivo de avaliar o comportamento das células pulpares humanas na presenga e na
auséncia de um antifingico (anfotericina B).

A partir do estabelecimento de células pulpares humanas em cultura, estas foram
expostas ao TGFB1 e ao aFGF. O comportamento das células pulpares expostas aos fatores
de crescimento foi avaliado através de observacdes da morfologia celular com mensuracao
do numero de nucléolos e das areas de citoplasma, nticleo e nucléolos. Também foram
avaliadas a atividade da fosfatase alcalina e a expressdo de proteinas da matriz de dentina

tais como DSPP (sialofosfoproteina de dentina), osteocalcina e BSP (sialoproteina ossea).
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RESUMO

A cultura de células constitui um instrumento altamente valioso para investigacdes
do funcionamento celular sob inumeros aspectos. Existem diversos sistemas organicos de
cultura do complexo dentino-pulpar, seja a partir de modelos animais ou humanos. Esses
sistemas possibilitam o desenvolvimento de estudos in vitro sobre diferenciag¢ao celular,
dentinogénese primaria e terciaria, calcificagdo pulpar, componentes da matriz extracelular,
fatores de crescimento, etc que podem ser extrapolados ¢ aplicados a dentinogénese in Vvivo.
Esse artigo tem como objetivo realizar uma revisao na literatura sobre as técnicas de cultivo

que sdo empregadas para o estudo do comportamento pulpar.

PALAVRAS CHAVE: Polpa dentaria, cultura de células, odontogénese.

ABSTRACT
The cell culture is a valuable tool for the investigation of the cell functioning. There
are many organic systems for the culture of the dentine-pulp complex, using human or
animal models. These systems are useful for studies in vitro over cell differentiation,
primary and reparative dentin formation, calcification of pulp tissues, extra cellular matrix
components, growth factors, etc that may be extended and used to dentinogenesis in Vvivo.
This article goal is to review the literature about the culture techniques used in pulp

behavior studies.

KEY WORDS: Dental pulp, cell culture, odontogenesis.



INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A cultura celular consiste na manutengdo e multiplicagdo in vitro de células vivas.
Essa metodologia possibilita a analise do metabolismo ¢ do comportamento celular. E
possivel conhecer os mecanismos envolvidos na regulacdo, sintese e destino de produtos
celulares como proteinas, componentes da matriz extracelular além da influéncia de agentes
externos na biologia das células (fatores de crescimento, substancias toxicas, etc), o papel
da informacdo genética nas atividades celulares, enfim multiplos aspectos do
funcionamento celular.

A cultura de células constitui um instrumento valioso para investigacdes da biologia
celular. Esse artigo tem como objetivo realizar uma revisao das técnicas de cultivo que sdo
utilizadas para o estudo do comportamento das células da polpa dentaria.

O desenvolvimento de sistemas organicos de cultura do complexo dentino-pulpar a
partir de tecidos dentdrios seja a partir de modelos animais ou a partir de humanos
representa um avanco cientifico para investigacdes de aspectos relacionados com a
dentinogénese (SLOAN et al. 1994; SLOAN; SMITH, 1999). A tabela 1 apresenta um
resumo das diferentes metodologias empregadas até o momento para o estabelecimento de
culturas de células da polpa dental e algumas aplicagdes experimentais desses sistemas.

Begue-Kirn et al., apud Unda et al., (2000)°, estabeleceram um modelo para o
estudo da dentinogénese (primaria). Os primeiros molares inferiores de camundongos

Swiss de 17 dias foram dissecados e tratados com 1% de tripsina, por 50 minutos, a 4°C

2 BEGUE-KIRN, C. et al. Effects of dentin proteins, transforming growth factor beta 1 (TGF beta 1) and bone
morphogenetic protein 2 (BMP2) on the differentiation of odontoblast in vitro. Int. J. Dev. Biol. v. 36, no 4, p. 491-

503, Dec. 1992, apud Unda et al. (2000).



para dissociacdo dos tecidos. Cada papila dental foi embebida em 10ul de meio de cultura
semi-solido contendo BGJb (Meio Fitton-Jackson Modificado), 20% de soro fetal bovino,
acido ascorbico, L-glutamina, kanamicina e agar. Usando esse modelo, Unda et al. (2000)
avaliaram através da microscopia eletronica a citodiferenciagdo, cultivando a papila dental
de primeiros molares inferiores de camundongos em presenca da combinagdo de diferentes
fatores de crescimento (FGF1 (fator de crescimento para fibroblastos acido), FGF2 (fator
de crescimento para fibroblastos basico), TGFB1 (fator de crescimento transformante beta
1), FGF1 + FGF2, FGF1 + TGFB1 e FGF2 + TGFp1).

Sloan et al. em 1994 desenvolveram um método de cultura do complexo dentino-
pulpar de dentes maduros de ratos possibilitando o estudo da dentinogénese terciaria. Os
incisivos de ratos com 28 dias de vida foram dissecados e processados de duas maneiras
distintas: os dentes foram cultivados ap6s um corte no sentido longitudinal, que os autores
chamaram de cultura de dentes intactos e também foram cultivados em finos slices (fatias),
a partir de secgdes transversais de 2mm de espessura. Em ambos os casos os tecidos foram
embebidos em meio DMEM (Dulbecco’s Modification Eagle’s Minimum Essencial
Medium) contendo soro fetal de bovino, vitamina C, glutamina, antibioticos e agar. Os
tecidos foram cultivados a 37°C em uma atmosfera de 5% CO,, por um periodo de 2 a 5
dias em culturas Trowel-type em 3mL de meio contendo os mesmos componentes usados
para embeber os tecidos a exce¢do do agar. A morte celular foi observada, nas culturas de
dentes intactos, apds 2 dias e nas culturas de secgdes, apds 2 a 5 dias. A viabilidade do
complexo dentino-pulpar das secc¢des foi superior ao dente intacto e preservou a morfologia

dos tecidos e das células. Os autores concluiram que o método de cultura de sec¢des de



dentes de ratos oferece condi¢des satisfatorias para o estudo do complexo dentino-pulpar e
da dentinogénese terciaria.

Assim, Sloan e Smith (1999) usaram o modelo de cultura descrito por Sloan et al.
em 1994 para examinar os efeitos do TGFB1, TGFB2 e TGFB3 na resposta do complexo
dentino-pulpar. Os slices foram mantidos em culturas de Trowel-type por 7 dias. Apos a
cultura, os slices foram fixados em formalina neutra 10% por 24 horas ¢ desmineralizados
com acido formico 10% por 48 horas. O material assim preparado foi desidratado e
embebido em parafina, cortado e corado com hematoxilina e eosina. A manutencdo do
conjunto dentino-pulpar em cultura ¢ vantajosa, visto que a dentina tem origem a partir de
células pulpares e existe um prolongamento citoplasmatico do odontoblasto no interior dos
tubulos dentinarios. A cultura do complexo dentino-pulpar favorece a manutencdo da
morfologia original do tecido e das células sendo possivel inclusive o exame sob
microscopia optica deste complexo.

Heywood e Appleton (1984) avaliaram a integridade ultraestrutural dos
odontoblastos em um modelo de cultura também a partir de incisivos de ratos. Entretanto,
nesse modelo a polpa ¢ removida e os odontoblastos sdo cultivados aderidos a superficie da
dentina. Ratos de diferentes linhagens, de duas semanas de vida, foram usados no
experimento. Os dentes foram clivados através de uma incisdo longitudinal e a polpa foi
raspada cuidadosamente deixando-se apenas a camada de odontoblastos aderidos a dentina.
Os dentes foram colocados em placas de cultura contendo 5SmL de MEM (Eagle’s
minimum essential medium), suplementado com glutamina, glicose, solugdo de antibiotico
e antimicético e 10% de soro fetal bovino. Um tampao bicarbonato foi empregado para

obter-se um pH final de 7,4. As placas foram mantidas em uma incubadora umidificada a



uma atmosfera de 5% de CO, em ar por 24 horas. Apds, os dentes foram processados e a
camada de odontoblastos foi avaliada por microscopia de contraste de fase e microscopia
eletronica de transmissao. Os resultados indicaram que a camada de odontoblastos
permanece homogénea aderida a superficie da dentina. Além disso, os odontoblastos
apresentaram estrutura normal, com nticleos polarizados similar ao que ¢ observado in vivo.

Células bovinas também sao utilizadas em culturas para estudos do comportamento
pulpar. Em 1991, Nakashima estabeleceu um método de cultura primaria para polpa dental
de bovinos. Para tanto, o autor testou quatro métodos de separacdo enzimatica (tripsina,
colagenase com e sem pré-tratamento com tripsina e a associag¢do de tripsina e colagenase)
e cinco meios de cultura (DMEM, DMEM/Ham’s F12, F12, RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) e meio 199). O método de separacdo enzimatica mais eficiente € menos
lesivo que resultou em alto nimero de células isoladas, satisfatoria adesdo e bom
crescimento foi o que utilizou colagenase com pré-tratamento com tripsina. Com relagdo ao
meio de cultura 0o DMEM e o DMEM/Ham’s F-12 apresentaram os melhores resultados de
crescimento celular, adesdo e nimero de células confluentes. A metodologia de Nakashima
(1991) utiliza a polpa de primeiros incisivos permanentes extraidos de vacas de trés anos de
idade. A polpa ¢ cortada em pedacos e lavada com HBSS (Hank’s balanced salt solution)
livre de calcio, pH 7,0 e incubada a 37°C em 0,2% de tripsina e 0,02% de EDTA em HBSS
livre de célcio por trinta minutos. A solugdo ¢ entdo colocada em 0,2% de colagenase em
HBSS contendo 5SmM de calcio. Apds trinta minutos, a solu¢do enzimatica ¢ centrifugada
por 1 minuto a 50g, 4°C e o sobrenadante ¢ novamente colocado em igual quantidade de
solugdo enzimatica. O sobrenadante, contendo as células em suspensio, é centrifugado por
quatro minutos a 120g, 4°C. O material ¢ lavado com HBSS e ressuspendido em DMEM

contendo 10% de soro fetal bovino e antibidticos (penicilina/estreptomicina). O



procedimento ¢ repetido quatro vezes até ficar um minimo residuo de polpa dental. As
células isoladas sdo semeadas em placas de 35mm de didmetro na densidade de 5X10*
células por mL. O meio de cultura DMEM ¢ trocado a cada dois dias e as culturas sao
observadas em microscopio de contraste de fase.

Toyono et al. (1997) também utilizaram culturas de células pulpares de incisivos de
bovinos adultos, obtidas a partir da metodologia acima citada para avaliar as mudangas
temporais na expressao dos membros da superfamilia do TGFf e de seus receptores durante
a diferenciagdo de pré-odontoblastos.

No que diz respeito a utilizacdo de culturas primarias ou subculturas os autores
discordam quanto as vantagens. Nakashima (1992) por exemplo, prefere a cultura de célula
primdria, pois acredita que assim se mantém melhor as caracteristicas fenotipicas das
células pulpares originais a cultura de células subcultivadas ou clonadas.

Tjdderhane et al. (1998) acreditam que métodos de cultura a partir da papila dental
de camundongos e das células da polpa de bovinos, que induzem a diferencia¢do de células
mesenquimais em odontoblastos ndo sdo aconselhaveis para o estudo de odontoblastos
maduros. O uso desses modelos ¢ principalmente indicado para estudos de diferenciag¢do de
células precursoras. Os autores, considerando que o odontoblasto ¢ uma célula que
apresenta um prolongamento citoplasmatico na dentina, criaram um modelo de cultura de
odontoblastos humanos respeitando essa caracteristica. Sdo usados terceiros molares
intactos recém extraidos, de pacientes jovens. Imediatamente apds a extragdo os dentes sdo
colocados em PBS (Phosphate-Buffered Saline). A separagdo coroa/raiz ¢ obtida a partir de
um sulco realizado Smm abaixo da juncdo cemento esmalte. O tecido pulpar ¢ curetado e

colocado em cultura, porém em placas de 96 pogos contendo OPTI-MEM I (uma
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modificagdo do MEM contendo: tampao HEPES (N-2 Hidroxietil piperazine — N’- 2 acido
sulfonico etano pH 7,4), hipoxantina, timina, piruvato de sédio, L-glutamina, elementos
trago, fatores de crescimento e fenol vermelho reduzido) suplementado com penicilina G,
estreptomicina e anfotericina B. As coroas contendo a camada de odontoblastos que
permaneceu aderida, atapetando a camara pulpar, sdo embebidas parcialmente em agarose
com a superficie oclusal para baixo e sdo colocadas em placas de 24 pogos. As camaras
pulpares sdo gentilmente lavadas trés vezes por dez minutos com o meio de cultura acima
citado para remover o fluido tecidual pulpar. Aproximadamente 200 a 300uL. de meio de
cultura sd3o colocados no interior da coroa e ao redor do gel de agarose para minimizar a
desidratacdo. E colocada uma cobertura de vidro sobre as coroas para prevenir a
evaporagdo. As coroas sao cultivadas em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO..
O meio de cultura ¢ trocado diariamente e as células permanecem em cultura por até¢ 10
dias.

O método de Tjaderhane et al. (1998) contempla a cultura de odontoblastos
humanos maduros com atividade secretora definida. Esse método foi utilizado por Palosaari
et al. (2000), para investigar a expressdao ¢ localizagdo da MMP-8 (metaloproteinase da
matriz 8) em odontoblastos humanos e no tecido pulpar. Foram feitas culturas de trés
diferentes tipos celulares: células do tecido pulpar, odontoblastos e fibroblastos da polpa.
Para a obtengdo das culturas de fibroblastos, ap6s a curetagem da polpa, essa foi cortada em
fragmentos e estes colocados em uma placa que ficou sem meio de cultura durante 30
minutos para possibilitar a adesdo dos fragmentos. Apds este periodo, o meio de cultura foi
adicionado a placa e quando observado um grande numero de fibroblastos, os fragmentos

de tecido pulpar foram removidos. Apos os fibroblastos tornarem-se confluentes, uma
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linhagem dessas células foi estabelecida para subseqiiente tripsinizagao e cultura através de
varias passagens.

Holt et al. (2001) usou uma modificacao da técnica de Tjdderhane et al. (1998) para
observar os odontoblastos apds um preparo cavitirio com e sem refrigeracdo. Nesse
experimento os autores utilizaram como meio de cultura uma mistura de DMEM/F-12, 10%
de soro fetal bovino e antibidticos (penicilina/estreptomicina). A cultura de odontoblastos
foi incubada em uma atmosfera umidificada a 37°C, 5% de CO; por um periodo de dois a
quatro dias.

Cabe ressaltar que outros autores também tém utilizado culturas de células humanas
de terceiros molares recém extraidos, porém com diferentes metodologias (SHIRAKAWA
et al.,, 1994, MAGLOIRE, JOFFRE e BLEICHER, 1996; PALOSAARI et al., 2000;
MELIN et al., 2000).

Shirakawa et al. (1994) utilizaram células pulpares (nomeadas P1, P2, P3 ¢ P4)
obtidas de quatro terceiros molares que foram mantidos em culturas monocamada
separados para investigar os efeitos de TGFB1 sobre a atividade da fosfatase alcalina, o
nivel de mRNA e o conteudo de DNA. As polpas foram picadas em fragmentos. Esses
fragmentos foram incubados a 37° C por 60 minutos em um tampao contendo HEPES (pH
7,4), NaH,PO4, NaCl, KH,PO4, CaCl,, KCl, glicose, manitol, albumina de soro bovino,
penicilina, estreptomicina e colagenase bacteriana. A suspensdo de células foi centrifugada
800g por 10 minutos e o material resultante foi ressuspenso em DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino, penicilina, estreptomicina e fungizona (meio A). As células
foram semeadas em placas de cultura de 60mm de diametro e incubadas em 5% de CO»/

95% de ar a 37°C. Quando as células tornaram-se confluentes, elas foram colhidas com



12

tripsina e transferidas para subculturas de 8 x 10° células por 10 cm de placa, em presenca
do meio A.

Magloire, Joffre e Bleicher (1996) recomendam o uso de células humanas em
culturas de slices de terceiros molares, pois assim ¢ possivel manter tanto as interagdes
normais célula-célula, quanto a integridade micro-vascular. Os autores, afirmam que esse
modelo de cultura possibilita o estudo de fendmenos relacionados com o processo de cura
do complexo dentino-pulpar, tais como a indu¢do molecular, a neovasculariza¢do, a
proliferacdo, a migracdo ¢ a diferenciacdo de células precursoras em células tipo
odontoblastos. Nesse estudo os autores analisaram o comportamento do tecido pulpar apds
um preparo cavitdrio. Trinta terceiros molares recém extraidos foram cuidadosamente
perfurados sob refrigeracdo criando uma cavidade oclusal. Estes foram posicionados em
meio de cultura BME (Basal Medium Eagle) suplementado com &cido ascorbico,
estreptomicina, penicilina e 10% de soro fetal de bovino sendo rapidamente transportados
para o laboratorio. Os dentes foram entdo cuidadosamente seccionados sob um fluxo de
meio de cultura, em uma serra equipada com disco de diamante, em seccgdes de
aproximadamente 750 um de espessura. Geralmente 3 ou 4 slices, incluindo a cavidade ¢
tecido pulpar intacto foram selecionados por dente ¢ lavados com PBS. Os slices (com e
sem cavidades) foram cuidadosamente transferidos para placas de Petri (35mm de
didmetro), sendo cultivados em meio de cultura BME suplementado como descrito e
incubados por 3 a 30 dias em uma atmosfera com 5% de CO,. O meio de cultura foi
renovado a cada 2 dias.

A metodologia de Magloire, Joffre e Bleicher (1996) foi utilizada por Melin et al.

(2000) com o objetivo de demonstrar que os trés principais eventos para o reparo da polpa
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dentaria em humanos, isto ¢, proliferacdo celular, migragao celular e sintese de colageno
tipo I (uma caracteristica funcional de odontoblasto) sdo influenciados pelo TGFB1.

Feigal et al. (1985) compararam uma linhagem de células transformadas comumente
usada em testes de citotoxicidade (L929, linhagem continua de fibroblastos originada do
tecido conjuntivo do pulmao de camundongos — American Type Culture Collection) com
células humanas dipldides (presumivelmente fibroblastos) de origem pulpar, em resposta a
testes de citotoxicidade ¢ a alteragdes no soro adicionado ao meio de cultura. As células da
polpa foram obtidas de terceiros molares extraidos de pacientes entre 19 e 24 anos. A polpa
foi colocada em placas de Petri com meio de cultura contendo 25% de soro fetal bovino.
Apos, foi cortada em fragmentos e esses foram colocados em um frasco de 25¢cm?, sendo
adicionado sobre cada fragmento de tecido uma a duas gotas do meio. Os frascos foram
cuidadosamente colocados em uma estufa a 37°C em uma atmosfera de 95% de ar e 5% de
CO; umidificada. Ap6s uma a duas horas de adaptagdo a atmosfera da estufa, os frascos
foram selados e mantidos sob estas condi¢des por mais 48 horas. Apds esse periodo,
relativo a adesao celular, 6-7mL de meio com 25% de soro fetal bovino foram
cuidadosamente adicionados ao frasco. Quatro semanas apds, as células foram
subcultivadas pela primeira vez. ApoOs essa etapa, varias subculturas foram realizadas
usando-se meio standard Dulbecco, sendo os procedimentos iguais tanto para as células
humanas quanto para as células L929. Nas células humanas da polpa foi evidenciado que o
soro fetal bovino ofereceu o melhor suplemento para a divisdo celular quando comparado
com a associacdo soro fetal bovino/soro humano. As células diploides humanas
apresentaram uma maior sensibilidade que as células L929 nos testes de citotoxicidade,

sendo assim mais apropriadas para esse fim. Os autores afirmam que as células humanas
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dipldéides apresentam caracteristicas morfoldgicas de fibroblastos, porém como nao foram
realizados testes para caracterizad-las presume-se que sejam fibroblastos originarios da
polpa dental. Essas células mantém o caridtipo humano normal e apresentam senescéncia
apés a 15" ou 18" passagem.

Kasugai, Adachi e Ogura (1988) acreditam que o estabelecimento de culturas
primarias de células da polpa dental consome tempo e o resultado pode ser varidvel, sendo
preferivel estabelecer uma linhagem de células com caracteristicas de tecido pulpar a partir
de células clonais da polpa de incisivos de ratos. O propdsito do estudo citado foi
estabelecer uma linha de células clonais da polpa de incisivos de ratos, usando a fosfatase
alcalina como uma enzima marcadora da clonagem. Foram usados ratos Wistar machos, de
7 semanas, com um peso de 180 gramas. Os ratos foram sacrificados por decapitacdo sob
anestesia e a polpa dental dos incisivos superiores foi assepticamente dissecada, picada e
incubada em 20ml de PBS contendo 0,5% de tripsina e 0,02% de EGTA (ethylene glycol
bis (2-aminoethyl ether)-N,N,N'N'-tetraacetic acid) a 37° C por 60 minutos. As células que
se soltaram foram filtradas através de uma delgada malha de ago inoxidavel e centrifugadas
(400g por 10 minutos, 4°C). O material foi ressuspendido em meio de cultura MEM (Meio
Essencial Minimo de Eagle) suplementado. As células pulpares foram colocadas em placas
de cultura de 60mm em uma concentragio de 2,5 x 10° células. O pH do meio foi
estabelecido em 7,4 com NaHCO; e as células foram mantidas sob uma atmosfera de 95%
de ar ¢ 5% de CO; a 37°C. O meio foi mudado apods 24horas e subseqiientemente em
intervalos de 48 horas. As células se tornaram confluentes apds 14 dias e subculturas foram
feitas usando PBS contendo 0,1% de tripsina e 0,02% de EGTA. A concentragdo do soro
foi alterada para 10% na 46" subcultura. A densidade de inoculagdo celular foi de 0,6-1 x

10*/cm®. Apods a 52° subcultura foi realizada clonagem. As células que apresentavam alta
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atividade de fosfatase alcalina foram novamente clonadas. O clone RPC-C2A que
apresentou a mais alta atividade fosfatase alcalina foi usado nos experimentos
subseqiientes. Os autores usaram a fosfatase alcalina como marcadora, pois esta ¢ uma
enzima expressa in vivo em células pulpares e em odontoblastos de cuja bioquimica tem
sido bem estudada. Além disso, a fosfatase alcalina pode estar funcionalmente envolvida
com o processo de mineralizagdo. A atividade da fosfatase alcalina nas células RPC-C2A
foi a mesma quando comparada a células isoladas da polpa dentaria. Os autores concordam
com Feigal et al. (1985), que as células humanas sdo mais apropriadas para testes de
citotoxidade, entretanto, ressaltam que a cultura primaria da polpa dental humana ¢ dificil e
o crescimento dessas células ¢ lento. Para Kasugai, Adachi e Ogura (1988) as linhagens de
células de rato também sdo apropriadas para testes de citotoxidade, especialmente para
testes iniciais de avaliagdo de uma grande diversidade de drogas.

As células RPC-C2A (KASUGAI; ADACHI; OGURA, 1988) foram usadas em
estudos com diferentes propdsitos. Liang, Nishimura e Sato (1992) investigaram o efeito da
insulina sobre estas células e a influéncia do fator de crescimento epidérmico e do fator de
crescimento transformante beta sobre o efeito da insulina. Nishikawa et al. (2000)
avaliaram os constituintes de glicosaminoglicanos sintetizados por estas células e o efeito
de TGFPB na sintese de glicosaminoglicanos através da medida de sulfato radioativo
incorporado.

MacDougall (1995) também acredita que pesquisas em culturas de células ndo
imortalizadas sdo dificeis devido ao pequeno nimero de células, a dificuldade de
isolamento de uma populacdo pura e o fato de odontoblastos serem células pos-mitoticas.

Dessa forma, o autor estabeleceu, a partir de primeiros molares inferiores de camundongos
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Swiss Webster, uma linha de odontoblastos imortalizados como modelo para investigagdes
de mecanismos da diferenciacao dos odontoblastos em nivel molecular.

A partir de germes dentdrios de primeiros e segundos molares de ratos Sprague-
Dawley de 3 a 5 dias de vida, Hao et al. (2002) desenvolveram uma linha de odontoblastos
imortalizados capaz de produzir tecido mineralizado in vitro e in vivo. Os autores afirmam
que esse modelo pode ser uma valiosa ferramenta tanto para estudo da diferenciagdo de
odontoblastos, quanto para estudo dos eventos moleculares envolvidos na formagdo da
dentina.

O sistema de cultura de células da polpa dental é um modelo util para o estudo da
calcificacdo pulpar. Nodulos mineralizados podem ser formados a partir de culturas de
células pulpares (TSUKAMOTO et al., 1992; KASUGALI, et al., 1993; ALLIOT-LICHT;
HURTREL; GREGOIRE, 2001). Tsukamoto et al. (1992) cultivando fibroblastos da polpa
de dentes humanos deciduos e supranumerarios desenvolveram um modelo para o estudo
das calcificagdes pulpares. O tecido pulpar foi removido e colocado em frascos de cultura
com DMEM suplementado com acido ascorbico e soro fetal bovino em uma atmosfera
umidificada de 95% de ar e 5% de CO, a 37°C. As células foram tripsinizadas e
subcultivadas a 1X10° células/10mL com DMEM em frascos de cultura de 75cm” sendo o
meio substituido em periodos de 5 a 7 dias. Das 200 culturas de fibroblastos pulpares, seis
formaram noddulos ap6s 10 a 15 dias de cultura. Através de microscopia eletronica os
autores constataram que os nodulos apresentavam vesiculas de matriz e cristais em forma
de agulha associados a uma densa rede de fibras colagenas.

Por sua vez, Kasugai, et al. (1993) utilizaram células pulpares de ratos para
estabelecer um modelo experimental que formasse tecido mineralizado em cultura. As

células de incisivos superiores de ratos machos Wistar (7 semanas de vida) foram,
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inicialmente processadas segundo Kasugai, Adachi e Ogura (1988) e cultivadas com 10nM
de dexametasona ou em sua auséncia, usando o meio essencial minimo de Eagle
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 4cido ascorbico. As células confluentes
foram subcultivadas e o meio foi suplementado com B-GP (B-glicerofosfato). Os resultados
indicaram que a Dexametasona em cultura primaria e/ou secundaria acentua a formagao de
tecido mineralizado e que >5mM de B-GP sdo necessarios para a indu¢ao de mineralizagao.
Os resultados indicaram que algumas células da polpa dental do rato, em cultura,
expressam um fenotipo tipo odontoblasto.

Alliot-Licht, Hurtrel e Gregoire (2001) desenvolveram e reproduziram um modelo
de cultura de células pulpares humanas na qual houve a formagdo de nddulos
mineralizados, na auséncia de dexametasona ou B-glicerofosfato. Os autores utilizaram a
polpa corondria de terceiros molares humanos. As polpas foram cortadas em pequenos
fragmentos (<Imm®) e colocadas em placas contendo meio RPMI 1640 suplementado com
L-glutamina, penicilina/estreptomicina, anfotericina B e 10% de soro fetal bovino em uma
atmosfera umida com 95% de ar e 5% de CO, a 37°C. Os fragmentos foram apenas
cobertos com o meio de cultura para facilitar sua adesdo. O meio foi trocado a cada 2 dias.
Ap6és 4 semanas algumas células foram colhidas com tripsina-EDTA (4&cido
etilenodiaminotetracético) e subcultivadas em meio RPMI completo até a quinta passagem.
As células remanescentes foram mantidas em cultura primaria, por dois meses, em RPMI
suplementado com dexametasona (10®M). Fibroblastos pulpares foram usados como
controle. Essas células foram obtidas pelo mesmo procedimento, sendo rapidamente
subcultivadas em meio minimo essencial completo sendo analisadas apos sua vigésima

passagem. Através da microscopia eletronica de varredura foi confirmada a presenca de
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calcio e fosforo em ambas culturas: primaria de longo tempo e na subcultura na 5%

passagem.
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AUTORES | ORIGEM DENTES MATERIAL EMPREGADO | MEIOS UTILIZADOS E EMPREGO
Begue-Kirn et al, | Camundongos Swiss | 1° Molares inferiores | Papila dental Meio semi-solido contendo BGJb e
apud Unda et al., | (17 dias) 5% de Agar;

2000 Estudo da dentinogénese priméria

Unda et al., 2000 Camundongos Swiss | 1% Molar inferiores Papila dental Meio semi-solido contendo BGJb e

(17 dias) 5% de Agar;
Estudo do FGF1, FGF2 e TGFB1

Sloan et al. 1994 Ratos (28 dias) Incisivos Dente intacto e slices (secgdes | Meio liquido DMEM;

transversais) Estudo da dentinogénese terciaria.
Sloan; Smith, 1999 Ratos (28 dias) Incisivos slices Meio liquido DMEM;
Estudo do TGFp1, 2 e 3.

Heywood; Appleton, | Ratos (2 semanas) Incisivos Odontoblastos da coroa Meio liquido MEM;

1984 Avaliagdo da integridade
ultraestrutural dos odontoblastos.

Nakashima, 1991 Bovinos (3 anos) 1 Incisivos | Polpa (dissociada) Testou 5 meios liquidos e 4 métodos

permanentes de separagdo enzimatica.

Toyono et al., 1997 Bovinos (3 anos) Incisivos permanentes | Polpa (dissociada) Meio liquido DMEM. Avaliagdo da
expressdo da superfamilia TGFB e
seus receptores

Tjéderhane et al. 1998 | Humanos (18-25 | 3° Molares Polpa; Meio liquido OPTI-MEM I;

anos) Odontoblastos da coroa Agarose + OPTI-MEM I;
Estudo dos odontoblastos maduros.

Palosaari et al. 2000 | Humanos 3% Molar Polpa;Fibroblastos e Meio liquido DMEM

Odontoblastos da coroa Agarose + OPTI-MEM [;
Investigar a expressdo e localizagdo da
MMP-8

Holt et al. 2001 Humanos 3% Molares Odontoblastos da coroa Meio liquido DMEM;

Observar odontoblastos ap6s preparo
cavitario

Shirakawa et al. 1994 | Humanos 3° Molares Polpa dissociada Meio liquido DMEM para estudo dos
efeitos do TGFp1 sobre a polpa.

Magloire; Joftre; | Humanos (12-22 | 3* Molares Slices Meio liquido BME

Bleicher, 1996 anos) Analisar o comportamento pulpar apds
preparo cavitario.

Melin et al., 2000 Humanos 3° Molares Slices Meio liquido BME;

Estudo da influéncia do TGFB1 no
reparo pulpar.

Feigal et al., 1985 Humanos (19-24 | 3° Molares Polpa Meio  liquido  Dulbeccos  com

anos) variagdes no soro utilizado;
Linhagem L929 Compararam as respostas a testes de
citotoxidade.

Kasugai; Adachi; | Ratos Wistar machos | Incisivos Superiores Polpa (dissociada) Meio liquido MEM;

Ogura, 1988 (7 semanas) Estabelecimento de linhagem RPC-
C2A

Liang; Nishimura; | Ratos Wistar machos | Incisivos Superiores linhagem RPC-C2A Meio liquido MEM. Analise do efeito

Sato, 1992 da insulina, EGF e TGFB

Nishikawa et al., 2000

Ratos Wistar machos

Incisivos Superiores

linhagem RPC-C2A

Meio liquido MEM. TGFp e analise
dos constituintes glicosaminoglicanos
e o efeito do TGF[} em sua sintese.

Tsukamoto et al., | Humanos Dentes deciduos e | Polpa Meio liquido DMEM;

1992 supra-numerarios Desenvolvimento de um modelo de
estudo para a calcificagdo pulpar

Kasugai, et al., 1993 | Ratos Wistar machos | Incisivos Polpa (dissociada) Meio Liquido MEM;

de 7 semanas Desenvolvimento de um modelo que

forma tecido mineralizado induzido
por Dexametasona e B-glicerofosfato

Alliot-Licht; Hurtrel; | Humanos 3° Molares Polpa Meio liquido RPMI.

Gregoire, 2001

Estudo sobre a formacdo de nddulos
mineralizados.

Tabela 1: Metodologias empregadas para o estabelecimento de culturas de células da polpa
dental e algumas aplicacdes experimentais desses sistemas.
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CONCLUSOES

A presente revisao de literatura mostra a existéncia de uma grande variedade de
técnicas de cultura para o estudo do comportamento pulpar. Para a escolha de uma técnica ¢
importante, primeiramente a defini¢do dos objetivos da pesquisa e da metodologia de
avaliacao dos resultados.

Em relagdo aos estudos sobre a diferenciagdo de células pulpares maduras, o modelo
de estudo mais indicado é o que utiliza as proprias células humanas da polpa de terceiros
molares recém extraidos. Nesse modelo, a obtengdo das células para cultura ndo ¢ um
obstaculo, pois terceiros molares sdo extraidos com muita freqiiéncia. Além das vantagens
de se trabalhar com células humanas que ndo sofreram qualquer alteracdo (imortalizagao,
etc) este processo ndo ¢ tdo dispendioso quanto um modelo animal. Entretanto, nesse
modelo de estudo ¢ importante definir detalhadamente os critérios de exclusao, pois o uso
de medicagdes por parte do paciente, doengas sistémicas, ou outros fatores, podem alterar o
comportamento das células em cultura.

O uso de finos slices de dentes humanos cultivados in vitro mantém as intera¢des
normais célula-célula, além de permitir uma metodologia de avaliagdo com o uso de
microscopia Optica com coloracdes de rotina como hematoxilina e eosina. Entretanto,
convém ressaltar que esse complexo permanece viavel em cultura pelo periodo maximo de
30 dias. Outros modelos humanos ndo priorizam a manuten¢ao do complexo dentino-pulpar
em cultura e utilizam ou odontoblastos aderidos a coroa ou células pulpares dissociadas,
sendo que o ultimo permite um periodo de cultura maior, porém um dos inconvenientes
apresentados ¢ que o crescimento das células ¢ lento e limitado, ja que ndo se trata de uma

linhagem, e o pesquisador deve ter tempo e paciéncia para estabelecer as culturas.
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Os estudos em cultura de células pulpares humanas sdo muito promissores, pois
além das perspectivas que surgem na Odontologia como pesquisas de técnicas e recursos
que proporcionam terapias cada vez menos invasivas € mais conservadoras das estruturas
dentarias, novos horizontes se abrem, ja que células tronco foram isoladas na polpa dental
(GRONTHOS et al. 2000; GRONTHOS et al. 2002). Gronthos et al. (2000) demonstraram
que a polpa dental pos-natal contém células clonogénicas, altamente proliferativas e
capazes de regenerar tecidos, propriedades que efetivamente definem células tronco. Em
2002, Gronthos et al. aprofundaram os estudos sobre as propriedades das DPSCs (células
tronco da polpa dental) e os resultados demonstraram que essas células possuem capacidade
de auto-renovacao e diferenciagdo em multi-linhagens.

Portanto, a utilizagdo de células pulpares em cultura é importante para o

desenvolvimento de metodologias que objetivam a regenerac¢ao dentaria e tecidual.



22

REFERENCIAS
ALLIOT-LICHT, B. ; HURTREL, D. ; GREGOIRE, M. Characterization of a-Smooth
Muscle Actin Positive Cells in Mineralized Human Dental Pulp Cultures. Arch. Oral Biol.,
Oxford, v. 46, no 3, p. 221-228, Mar. 2001.
FEIGAL, R. J. et al. Differential Sensitivity of Normal Human Pulp and Transformed Mouse
Fibroblasts to Citotoxic Challenge. Arch. Oral Biol., Oxford, v. 30, no 8, p. 609-613, Aug.
1985.
GRONTHOS, S. et al. Posnatal Human Dental Pulp Stem Cells (DPSCs) in Vitro and in
Vivo. Proc. Natl Acad. Sci., Washington, v. 97, no 25, p. 13625-13630, Dec. 2000.
GRONTHOS, S. et al. Stem Cells Properties of Human Dental Pulp Stem Cells. J. Dent.
Res., Alexandria, v.81, no 8, p. 531-535, Aug. 2002.
HAO, J. et al. Odontoblast Cells Immortalized by Telomerase Produce Mineralized Dentin-
like Tissue both in Vitro and in Vivo. J. Biol. Chem., Baltimore, v. 277, no 22, p. 19976-
19981, May 2001.
HEYWOOD, B. R. ; APPLETON, J. The Ultrastructure of the Rat Incisor Odontoblast in
Organ Culture. Arch. Oral Biol., Oxford, v. 29, no 4, p. 327-329, Apr. 1984.
HOLT, K. G. et al. Wet and Dry Deep Cavity Preparations Compared by a Novel
Odontoblast Culture Technique. J. Endod., Baltimore, v. 27, no 2, p. 103-106, Feb. 2001.
KASUGALI S. ; ADACHI, M. ; OGURA, H. Establishment and Characterization of Clonal
Cell Line (RPC-C2A) from Dental Pulp of the Rat Incisor. Arch. Oral Biol., Oxford, v. 33,
no 12, p. 887-891, Dec. 1988.
KASUGALI S. et al., Characterization of System of Mineralized-Tissue Formation by Rat

Dental Pulp Cells in Culture. Arch. oral Biol., Oxford, v. 38, no 9, p. 769-777, Sept. 1993.



23

LIANG, R. F. ; NISHIMURA, S. ; SATO, S. Effects of Epidermal Growth Factor and
Transforming Growth Factor-f on Insulin-Induced Differentiation in Rat Dental Pulp Cells.
Arch. Oral Biol., Oxford, v. 37, no 10, p. 789-95, Oct. 1992.

MACDOUGALL, M. Odontoblast Citodifferentiation in Monolayer Cell Cultures:
Establishment of immortalized Odontoblast Cell Lines. Dentin/Pup Complex. Proceedings of
the International Conference on Dentin/Pulp Complex 1995 and International Meeting on
Clinical Topcs of Dentin/Pulp Complex. Tokyo: Quintessence Publishing, 1996, p. 116-123.
MAGLOIRE, H. ; JOFFRE, A. ; BLEICHER, F. An in Vitro Model of Human Dental Pulp
Repair. J. Dent. Res., Alexandria, v.75, no 12, p. 1971-1978, Dec. 1996.

MELIN, M. et al. Effects of TGF-B1 on Dental Pulp Cells in Cultured Human Tooth Slices.
J. Dent. Res., Alexandria, v. 79, no 9, p. 1689-1696, Sept. 2000.

NAKASHIMA, M. Establishment of Primary Cultures of Dental Pulp Cells from Bovine
Permanent Incisors. Arch. Oral Biol., Oxford, v. 36, no 9, p. 655-663, Sept. 1991.
NAKASHIMA, M. The Effects of Growth Factors on DNA Synthesis, Proteoglycan
Synthesis and Alkaline Phosphatase Activity in Bovine Dental Pulp Cells. Arch. Oral Biol.,
Oxford, v. 37, no 3, p. 231-236, Mar. 1992.

NISHIKAWA, H. et al. Sulfated Glycosaminoglycan Synthesis and its Regulation by
Transforming Growth Factor-f3 in Rat Clonal Dental Pulp Cells. J. Endod., Baltimore, v. 26,
no 3, p. 169-171, Mar. 2000.

PALOSAARI, H. et al. The Expression of MMP-8 in Human Odontoblasts and Dental Pulp
Cells is Down-Regulated by TGFB1. J. Dent. Res., Alexandria, v. 79, no 1, p. 77-84, Jan.

2000.



24

SHIRAKAWA, M. et al. Trasforming Growth Factor-f1 Reduces Alkaline Phosphatase
mRNA and Activity and Stimulates Cell Proliferation in Cultures of Human Pulp Cells. J.
Dent. Res., Alexandria, v.73, no 9, p. 1509-1514, Sep. 1994.

SLOAN, A. J. ; SMITH, A. J. Stimulation of the Dentine-Pulp Complex of Rat Incisor Teeth
by Transforming Growth Factor-f Isoforms 1-3 in Vitro. Arch. Oral Biol., Oxford, v. 44, no
2, p. 149-156, Feb. 1999.

SLOAN, A. J. et al. Culture of the Dentine-Pulp Complex of Rat Incisor Teeth. J. Dent.
Res., Alexandria, v.73, no 4, p. 838, Apr. 1994.

TJADERHANE, L. et al. A Novel Organ Culture Method to Study the Function of Human
Odontoblasts in Vitro: Gelatinase Expression by Odontoblasts is Differentially Regulated by
TGF-B1. J. Dent. Res., Alexandria, v. 77, no 7, p. 1486-1496, July 1998.

TOYONO, T. et al. Temporal Changes in Expresion of Transforming Growth Factor-f3
Superfamily Members and their Receptors During Bovine Preodontoblast Diffentiation in
Vitro. Arch. Oral Biol., Oxford, v. 42, no 7, p. 481-488, July 1997.

TSUKAMOTO, Y. et al. Mineralized Nodule Formation by Cultures of Human Dental Pulp-
Derived Fibroblasts. Arch. Oral Biol., Oxford, v. 37, no 12, p. 1045-1055, Dec. 1992.
UNDA, F. J. et al. Dissection of the Odontoblast Differentiation Process in Vitro by a

Combination FGF1, FGF2 e TGF-Beta 1. Dev. Dyn., New York, v. 218, no 3, July 2000.



25

USO DE ANFOTERICINA B COMO ANTIFUNGICO NO MEIO DE CULTURA PARA
CELULAS PULPARES HUMANAS

USING OF AMPHOTERICIN B AS ANTIFUNGAL
AGENTS IN A HUMAN DENTAL PULP CELL CULTURE
MEDIUM

Luisi, Simone Bonato #3
Barbachan, Jodo Jorge Diniz **
Chies, José Artur Bogo ***
Sant’ana Filho, Manoel ****

Artigo encaminhado para Revista Odonto Ciéncia em janeiro de 2006. Este se encontra
formatado segundo as normas de publicacio da revista.

* Mestre em Odontologia/ UFRGS. Doutoranda em Patologia Bucal pelo Programa de Pés-
Graduagao da UFRGS. Professora das Disciplinas de Endodontia da PUCRS.

** Professor titular da Disciplina de Patologia Bucal da UFRGS.

**#*PhD em Ciéncias da Vida/ Imunologia — Université de Paris VI. MSc em Genética e
Biologia Molecular — UFRGS

*#**Doutor Estomatologia/PUCRS. Professor de Patologia Bucal da UFRGS e PUCRS.
Coordenador do PPGO da UFRGS.



26

RESUMO

O meio de cultura e seus suplementos sao aspectos importantes a serem definidos no
desenvolvimento de sistemas de cultura de células humanas. O presente trabalho tem como
objetivo avaliar o comportamento de células da polpa, de terceiros molares humanos,
cultivadas na presenca ou auséncia de um antifungico (anfotericina B). As células pulpares
foram obtidas de seis terceiros molares inclusos, apds extragcdo por motivos ortodonticos.
Os procedimentos foram realizados em uma capela de fluxo laminar, sob condig¢des
estéreis. A coroa foi separada mecanicamente da raiz ¢ a polpa foi cortada em fragmentos
que foram incubados a 37°C, por 60 minutos, em tampao contendo 0,2% de colagenase. A
suspensdo de células foi dividida em 2 tubos e centrifugada, sendo um pellet ressuspenso
em meio - DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 unidades/mL de
penicilina 100pug/mL de estreptomicina, 0,45ug/mL de gentamicina e 3,7mg/L HEPES ¢ o
outro ressuspenso no mesmo meio, porém contendo 2,5ug/mL de anfotericina B. As células
foram semeadas em placas de cultura plasticas e incubadas em atmosfera 5% de CO,/ 95%
de ar a 37°C. Os meios de cultura foram trocados a cada trés dias. Dos seis dentes testados,
em dois, as células pulpares ndo apresentaram crescimento em qualquer dos meios testados.
Nos demais quatro dentes, houve crescimento das células pulpares em ambos meios, sendo
este mais proeminente no meio sem anfotericina B. Apesar da anfotericina B ser importante
para a prevencdo de contaminagdes por fungos, concluiu-se que esta dificulta o
estabelecimento de células pulpares humanas em cultura.

UNITERMOS: Anfotericina B, cultura de células, polpa dentaria.
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SUMMARY

The culture medium and his supplements are important aspects on human cells
culture development. The aim of the present work is to evaluate the behavior (survival and
proliferation) of human third molar pulp cells cultivated in the presence or absence of
amphotericin B. The cells were obtained from six impacted third molars extracted for
ortodontic reasons. The procedures were made in a laminar flow under sterile conditions.
The crown was separated from the root and the pulp was minced into pieces which were
incubated at 37°C for 60 minutes in a buffer containing 0.2% collagenase. The cell
suspension was divided into two tubes, centrifuged, and resuspensed in DMEM medium,
supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 units/mL penicillin, 100pg/mL
streptomycin, 0.45pg/mL gentamincin and 3.7mg/L HEPES with or without 2.5ug/mL of
amphotericin B. The cells were plated in plastic culture dishes and incubated with 5%
C0O,/95% air at 37°C. The culture medium was changed every three days. From the sample
of six teeth pulp cells, two did not growth at any of the tested medium. The other four
samples growth in both medium. The growth was more effective at the medium without
amphotericin B. Although can be important to prevent fungic contamination it was
concluded that amphotericin B makes it difficult to culture of human pulp cells.

UNITERMS: Amphotericin B, cell culture, dental pulp.
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INTRODUCAO

Entre os principais tipos microbianos que contaminam as culturas celulares
encontram-se bactérias, fungos, micoplasmas e virus. Para evitar contaminagdes sao
adicionados antimicrobianos aos meios de cultura, tais como anfotericina B, penicilina,
estreptomicina e gentamicina. A adi¢ao de antimicrobianos aos meios de cultura deve ser
criteriosamente realizada, pois estes devem apresentar simultaneamente um amplo espectro
de a¢do e um minimo efeito nocivo para o cultivo.

Para o estabelecimento de um sistema de cultura de células pulpares de terceiros
molares humanos deve-se ainda evitar a contaminagdo pela microbiota bucal indigena, no
momento da coleta do material. A boca é um ambiente naturalmente séptico onde se
encontram mais de 350 espécies bacterianas, além de fungos, protozoarios e virus (Bamann
et al.' (1999)).

Shirakawa et al."”” (1994) e Tjdderhane et al. '® (1998), para obterem uma acio
antifungica e antimicrobiana, adicionaram ao meio de cultura de células pulpares humanas
2,5ug/mL de fungizona (anfotericina B), 100 unidades/mL de penicilina e 100pug/mL de
estreptomicina. Por sua vez, Palosaari et al.’® (2000) ndo s6 adicionaram ao meio de cultura
100 unidades/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina como também dois
antifingicos (0,25ng/mL de anfotericina B e 50UI/mL de nistatina). Por outro lado,
Gronthos et al. ® (2000 e 2002), Batouli et al.> (2003) e Saito et al."* (2004) nio adicionaram
antifingicos ao meio de cultura. Os autores adicionaram 100 unidades/mL de penicilina e
100pug/mL de estreptomicina. Assim € possivel perceber que diferentes estratégias de uso

de antimicrobianos sdo empregadas em sistemas de cultivo de células pulpares humanas.
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Com relagdo a contaminagdo por fungos, a anfotericina B ¢ um dos antifingicos
mais antigos ¢ ¢ considerada a droga de referéncia para o tratamento da maioria das
infec¢des fungicas (Hoeprich® (1992) e Fica* (2004)). Seu efeito antifingico se d4 mediante
a interacdo direta com o ergosterol da membrana celular fingica (Fica' (2004)). A
anfotericina B ndo interfere na sintese da membrana, mas sim a desestabiliza, facilitando a
formacdo de fendas que permitem a perda de ions e componentes celulares (Hsu et al.'
(1997) e Fica® (2004)).

Convém salientar que a anfotericina B ¢ capaz de se ligar ao colesterol da
membrana das células humanas (Hoeprich’ 1992) e induzir efluxo de potassio (K")
(Marklund et al.'* (2000) e Marklund et al.'' (2001)) e também apoptose em células
eucarioticas (Marklund et al.'> (2000)). Marklund et al.'' (2001) demonstraram que a
anfotericina B aumenta significativamente o efluxo de K* em células P31 (linhagem de
cé¢lulas humanas de mesotelioma pulmonar) em cultura. Dessa forma, justifica-se avaliar o
comportamento (viabilidade e proliferacdo) das células da polpa, de terceiros molares

humanos, cultivadas em meio na presenga e auséncia deste medicamento.
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MATERIAL E METODO

As células pulpares foram obtidas de seis terceiros molares humanos inclusos, com
raiz completamente formada, apds terem sido extraidos (sem odontossec¢do) por motivos
ortodonticos, na Disciplina de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da PUCRS.

Foram incluidos no estudo pacientes com idades entre 20 e 21 anos, que nao
apresentavam comprometimento de saude de ordem sistémica. As diretrizes € normas que
regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos foram seguidas de acordo com
Goldim® (1997). Os pacientes foram esclarecidos sobre os objetivos do presente estudo e
assinaram um Termo de consentimento livre e esclarecido, doando os dentes extraidos para
a realizagdo do experimento. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da UFRGS.

Imediatamente apds a extragdo, os dentes foram colocados em frascos contendo
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle médium, Gibco/NY) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 0,45ug/mL de gentamicina (Garamicina, Shering-
Plought/RJ) e 2,5ug/mL anfotericina B (fungizone, Gibco). Um sulco horizontal de 2mm
de profundidade foi feito na superficie radicular, abaixo da jun¢do cemento-esmalte, com
uma ponta diamantada, em alta rotagdo e sob refrigeracdo, ao lado da chama de uma
lamparina. Imediatamente apos, o dente foi transportado para o Instituto de Genética da
UFRGS. Os procedimentos foram realizados em uma capela de fluxo laminar, sob
condicdes estéreis. A coroa foi separada da raiz por meio de formao e martelo e a polpa foi
cortada com uma ldmina de bisturi em pequenos fragmentos. Os fragmentos de tecido
foram incubados a 37°C, por 60 minutos, em tampao contendo 25mmol/L HEPES (N-2

Hidroxietil piperazine — N’- 2 acido sulfonico etano pH 7,4 (Gibco)), 10mmol/L NaH,;PO4
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(fosfato de soédio mono-basico (Nuclear/SP)), 100mmol/L NaCl (cloreto de sddio
(Dinamica/ Sao Paulo)), 3mmol/L KH,PO4 (fosfato de potassio (Reagen/RJ)), 1mmol/L
CaCl, (cloreto de calcio (Synth/SP)), 24mmol/L KCl (cloreto de potéassio (Synth)), 0,5% de
glicose (Sigma-Aldrich/ St Louis), 12mmol/L. de manitol (Synth), 0,2% de albumina de
soro bovino (Sigma-Aldrich), 45ug/mL de gentamicina (Garamicina, Shering-Plought) e
0,2% de colagenase bacteriana (Gibco). A suspensdo de células foi dividida igualmente em
dois tubos e centrifugada a 800g por 10 minutos a 4°C. O material resultante foi
ressuspenso nos seguintes meios: Meio A: 1,5mL de meio DMEM (Gibco) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 100 unidades/mL de penicilina/100pg/mL de
estreptomicina (Gibco), 0,45ug/mL de gentamicina (Garamicina, Shering-Plought) e
3,7mg/LL. HEPES (Gibco); e meio B: meio A acrescido de 2,5ug/mL de anfotericina B
(fungizone, Gibco).

A ressuspensdo tanto para o meio A quanto para o meio B foi realizada em placas
de cultura plasticas (TPP Trasadigen/Suica) de 24 pocgos, e estas foram incubadas em
atmosfera 5% de CO; a 37°C. As células de cada pogo foram mantidas separadamente em
culturas mono camada. Quando as células tornaram-se confluentes, estas foram colhidas
com solucdo tripsina-EDTA (0,5%) (Sigma-Aldrich) e transferidas para subculturas, na
razdo 1:2, no respectivo meio de cultivo. Independente do meio em que as células estavam
crescendo no segundo repique, as células novamente eram transferidas para dois novos
pogos, sendo um no meio A e outro no meio B, dando origem novamente a dois grupos
teste. Os meios de cultura foram trocados a cada trés dias. A proliferagdo foi avaliada pela

capacidade das células tornarem-se confluentes, permitindo um novo repique.
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Tanto os meios utilizados no experimento quanto o tampao para dissociacao celular
foram preparados e filtrados em uma capela de fluxo laminar, ao lado da chama de uma
lamparina e armazenados. Todos os dentes foram processados com os meios armazenados,
ndo ocorrendo variagao no lote do material ou no preparo dos meios. As células foram

observadas ao microscopio de campo invertido AxioVert 25 (Zeiss, Germany).
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RESULTADOS

A polpa coronéria, de todos os seis dentes, apresentava-se rigida, resistente ao corte,
com coloragao rosea e superficie lisa.

No grupo teste o qual as células foram cultivadas no meio A (sem anfotericinaB),
em dois casos ndao houve crescimento celular, em trés casos havia poucas células e estas
ndo proliferaram e em um caso as células se organizaram em pequenos nucleos de
crescimento (FIG.1A) e tornaram-se confluentes. Apos o primeiro repique, em dois novos
pogos as células ndo se organizaram em nucleos de crescimento, mas ficaram dispersas por
toda a placa (FIG.1B). Estas se tornaram confluentes, formando um grande tapete celular
(FIG.1C). Apos sete dias foi realizado o segundo repique, porém, as células de cada pogo
foram repicadas em dois novos pogos, sendo um no meio A e outro no meio B, dando
origem novamente a dois grupos teste. Dos dois pogos cultivados no meio B, um
nitidamente apresentava-se, apds uma semana, com o mesmo numero de células que os
pogos cultivados no meio A (células confluentes com formagdo de tapete celular). No
outro, porém, as células nao se tornaram confluentes. Foi realizado novo repique em todos
os pocos mantendo os dois grupos teste. Apos uma semana, as células cultivadas no meio A
apresentavam-se em condigdes para um proximo repique e as células cultivadas no meio B,
nao se multiplicaram, inviabilizando futuros repiques.

Na 7% passagem, foi possivel observar uma diminui¢do na capacidade proliferativa
das células cultivadas no meio A. A morfologia celular variou de células afiladas e
estreladas. Observaram-se ainda muitas mitoses, células com nucleos avolumados e
nucléolos bem evidentes e, também, a producdo de granulos no citoplasma que se

desprendiam para o meio extracelular (FIG.1D).
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No grupo teste o qual as células foram cultivadas no meio B (com anfotericina B),
em dois casos nao houve crescimento celular, em dois casos havia poucas células e estas
nado proliferaram e em dois casos as células inicialmente organizaram-se em pequenos
nucleos de crescimento, porém apos o primeiro repique, nao proliferaram.

A ordenagdo dos pacientes e dos resultados obtidos esta apresentada na Tabela 1.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Apesar de Shirakawa et al.”” (1994) e Tjaderhane et al.'® (1998) terem obtido
sucesso no estabelecimento de culturas de células pulpares humanas, utilizando 2,5ug/mL
de anfotericina B isso ndo foi possivel no presente experimento. Até mesmo as células que
estavam proliferando no meio A (sem anfotericina B), quando repicadas no meio B
apresentaram comportamento proliferativo menor.

A anfotericina B ¢ citotoxica para células eucarioticas, segundo Hoeprich® (1992),
Marklund et al.'? (2000) e Marklund et al.'' (2001). Essa acdo citotoxica pode explicar a
dificuldade de crescimento das células da polpa de terceiros molares humanos nos meios de
cultura com anfotericina B.

Nao foi objetivo do trabalho avaliar a necessidade da anfotericina B no meio de
cultura que foi utilizado como transporte, mas sim nos meios de cultura utilizados para
incubacdo. Para todos os dentes, foram utilizados meios de transporte contendo anfotericina
B, pois o sulco feito no dente, apesar de criteriosos cuidados de assepsia, foi realizado fora
da capela de fluxo laminar, ao lado da chama de uma lamparina, em um laboratorio
odontolégico. E licito dizer que os laboratérios odontologicos sdo ambientes sépticos e o
aerossol produzido pela caneta de alta rotacdo ao acioné-la ¢ contaminado. No entanto, o
fato do meio de transporte conter anfotericina B deve ser investigado, uma vez que em
apenas um dente e no meio sem anfotericina B foi possivel o estabelecimento da cultura das
células pulpares.

O estabelecimento da cultura, nesse experimento, foi obtido na presenga de 100
unidades/mL de penicilina/ 100pug/mL de estreptomicina e 45ug/mL de gentamicina ao

meio de cultura. A penicilina e a estreptomicina exercem acdo antibacteriana tanto para
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bactérias Gram+ quanto Gram- e a gentamicina exerce sua agdo sobre micoplasmas
(Hannan® (1995)). A deteccdo da contaminacdo da cultura por micoplasma ¢ dificil e exige
a utilizagdo de técnicas especificas. Além disso, os efeitos da contaminagdo por
micoplasma incluem reducao nas taxas de crescimento, alteragdes morfologicas, aberragoes
cromossdmicas ¢ alteragdes no metabolismo dos aminoacidos ¢ dos acidos nucléicos.
Entretanto, convém ressaltar que a freqiiente inclusdo dos aminoglicosideos aos meios de
cultura para combater a contaminagdo de bactérias e micoplasmas pode explicar, segundo
Hannan® (1995), a emergéncia de Mycoplasma fermentans resistente. Segundo Cumino® et
al. (1998) o uso indiscriminado de antibidticos pode levar ao desenvolvimento de cepas de
micoplasmas resistentes.

No presente experimento, para evitar mudangas bruscas de pH foram adicionados
3,7mg/L. de HEPES no meio de cultura, pois esta ¢ uma solugdo com elevada capacidade
tamponadora.

No estudo realizado por Shirakawa et al.”” (1994) foram utilizadas placas de seis
pocos. Neste experimento foram utilizadas placas de 24 pocos. Estas placas apresentam
pogos menores ¢ foram selecionadas, pois como as células da polpa do mesmo dente
deveriam dar origem a duas culturas iniciais, o nimero de células seria muito reduzido para
ser cultivado em pogos que requerem grandes volumes. As células necessitam para se
estabelecerem, além das condigdes de cultura de sinalizagdes intercelulares. A baixa
densidade celular (pobre sinalizagdo) pode ser uma razdo para a auséncia de
estabelecimento celular em algumas polpas testadas. Uma vez que a metodologia foi
repetida criteriosamente em todas as amostras a variavel pode estar na propria amostra.
Nao foi possivel correlacionar qualquer fator como sexo, idade, aspecto visual da polpa

coronaria, grau de formagao da raiz e se o dente era um 3° molar superior ou inferior com o
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estabelecimento das células pulpares em cultura. E de se destacar que o estudo de

Shirakawa et al."

(1994) foi realizado a partir de células de quatro terceiros molares. O
tamanho de sua amostra nos sugere que os autores também possam ter encontrado
dificuldades no estabelecimento das células pulpares em cultura. Na metodologia utilizada

por Shirakawa et al."’

(1994) nao esta descrita a temperatura de centrifugagdo, apds a
utilizagdo do tampao com colagenase. Nesse experimento as condigdes ideais para a
realizacdo desta centrifugacdo foram obtidas na temperatura de 4°C. Como as células
cultivadas sdo aderentes, a baixa temperatura impede que se percam células por aderéncia
das mesmas as paredes do tubo. E possivel sugerir, frente aos achados que, a anfotericina B
dificulta o estabelecimento de células pulpares humanas em cultura. Novos estudos devem

dar continuidade ao estabelecimento das células da polpa de humanos em cultura, uma vez

que esse modelo permite a realizagdo de inimeras investigagdes.
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Tabela 1: Ordenagao dos pacientes e dos resultados obtidos:
Pacien Dente Idade Sexo  Formagdo Comportamento celular nos meios de
te (anos) radicular  cultura
Meio A Meio B
sem anfotericina B com anfotericina B
1 3° molar 20 Fem Completa  Sem crescimento ~ Sem crescimento
inferior
2 3° molar 21 Mas Completa Poucas células, e Apds o primeiro
superior nao houve repique, ndo houve
proliferacao proliferacio.
3 3° molar 20 Fem Completa  Poucas cé¢lulas, e Apds o primeiro
superior nao houve repique, ndo houve
proliferacao proliferacio.
4 3° molar 21 Fem Completa  Sem crescimento  Sem crescimento
superior
5 3° molar 21 Fem Completa Poucas células, e Poucas células, e
superior nao houve nao houve
prolifera¢ao proliferacao
6 3° molar 20 Mas Completa  As células Poucas células, e
superior proliferaram, nao houve
tornaram-se proliferacao
confluentes e
varios repiques

foram feitos®. Na
7" passagem, foi
possivel observar
uma diminui¢do na
capacidade
proliferativa
celular.

Porto Alegre, 2006

* Houve na segunda passagem, divisdo da cultura em meio A e meio B, com crescimento

celular importante apenas no meio A.



42

e — . iThe
FIG.1 : Células cultivadas no meio A. (A) Formagdo inicial de nucleos de
crescimento. Visualizagdo em microscopia de contraste de fase, aumento 50X. (B)
Distribuicao celular apds os repiques. Visualizagdo em microscopia de contraste
de fase, aumento 50X. (C) Células confluentes e formacdo de um grande tapete
celular. Visualizagdo em microscopia de contraste de fase, aumento 50X. (D)
Células afiladas e estreladas, com nucleos avolumados e nucléolos bem evidentes.

Visualizagdo em microscopia de contraste de fase, aumento 200X.
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RESUMO

O proposito do presente estudo foi avaliar o comportamento de células pulpares
humanas expostas ao TGFB1 e ao aFGF, em cultura. Foram avaliadas a morfologia celular,
a atividade da fosfatase alcalina e a expressdo de proteinas osteocalcina, sialoproteina 6ssea
(BSP) e sialofosfoproteina de dentina (DSPP). A média do nimero de nucléolos no grupo
tratado com TGFB1 a 1ng/mL foi significativamente maior que no grupo tratado com aFGF
a Sng/mL. A média da atividade da fosfatase alcalina no grupo tratado com TGFPI1 a
Ing/mL foi significativamente maior que no grupo tratado com TGFB1 a 5Sng/mL + aFGF a
Sng/mL. A exposicdo dos fatores ndo induziu a expressdo de componentes da matriz de
dentina tais como BSP e DSPP. Foi observada a expressdo da osteocalcina em todas as
células pulpares humanas que proliferaram em cultura. Sugere-se que as células expostas ao
TGFB1 Ing/mL foram estimuladas apresentando uma maior atividade celular e as células
expostas a0 aFGF 5ng/mL foram inibidas

PALAVRAS CHAVE: Cultura de células, fator de crescimento transformador beta,
fator de crescimento de fibroblastos, diferenciacdo celular, odontoblastos, morfologia,
fosfatase alcalina, osteocalcina, sialoproteina 6ssea (BSP), sialofosfoproteina de dentina

(DSPP).
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ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate the behavior of human dental pulp cells
obtained from a third molar exposed to TGFB1 and aFGF in culture. Cellular morphology,
alkaline phosphatase activity and expression of osteocalcin, bone sialoprotein (BSP), dentin
sialophosphoprotein (DSPP) were assessed respectively by microscopy, pNPP assay and
RT-PCR. The nucleolus media in the group treated with TGFB1 Ing/mL was significantly
higher than the group treated with aFGF 5Sng/mL. The alkaline phosphatase activity in the
TGFB1 Ing/mL treated group was significantly higher than the media observed in TGFf1
Sng/mL + aFGF 5ng/m treated group. The exposure to growth factors did not induced the
expression of dentin matrix components such as BSP or DSPP. Osteocalcin expression was
observed in all human dental pulp cell cultures. Our data suggest that TGFB1 at Ing/mL
can stimulate human dental pulp cells in culture and that the exposure of these same cells to
aFGF at Sng/mL leads to inhibition.

KEY WORDS: cell culture, dental pulp, transforming growth factor beta, fibroblast
growth factor, cell differentiation, odontoblasts, morphology, alkaline phosphatase,

osteocalcin, bone sialoprotein (BSP), dentin sialophosphoprotein (DSPP).
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INTRODUCAO

Durante a formagdo do dente, a diferenciagao dos odontoblastos a partir de células
ectomesenquimais derivadas da crista neural ¢ resultante da interagdo entre o epitélio e o
mesénquima, a qual ¢ mediada pela membrana basal (Avery et al. 2001). A membrana
basal pode agir como um substrato solido, capaz de interagir com receptores plasmaticos
das células ectomesenquimais da papila dental. Injlrias, tais como céries e procedimentos
restauradores, provocam a destrui¢do de odontoblastos primarios e a substituicdo desta
camada de células diferenciadas durante a dentinogénese reparadora, ocorre apesar da
auséncia do epitélio e da membrana basal, demonstrando que células da polpa dental
madura ainda possuem o potencial de se diferenciarem em odontoblastos em condig¢des
adequadas (Magloire et al. 2001).

Varios fatores de crescimento tém sido associados com a diferenciagdo dos
odontoblastos, tais como: Fator de crescimento trasformador beta 1 (TGFf1) (Nakashima,
1992, Tziafas et al. 1998, Unda et al., 2000, Melin, et al., 2000 e Nie et al. 2006), proteina
morfogénica 6ssea 2 (BMP2) (Iohara et al. 2004), fator acido de crescimento de
fibroblastos (aFGF) (Nakashima, 1992, Unda et al., 2000), fator basico de crescimento de
fibroblastos (bFGF) (Nakashima, 1992), e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) (Nakashima, 1992).

Em particular, o TGFB1 foi identificado no desenvolvimento dentario (D’souza et
al. 1990) em odontoblastos maduros (Jepsen et al., 1992), e na dentina humana (Jepsen et
al. 1992 e Cassidy et al. 1997), indicando um provavel papel desse fator na inducdo da
formagao da dentina primaria. O TGFf1 liberado da dentina em degradacdo, por agdo de

bactérias ou agentes iatrogénicos, parece estar envolvido na reagdo imune da polpa dental
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em resposta a injurias (Farges et al. 2003). Especial atencao tem sido dada ao TGFB1 pois
ele ¢ capaz de estimular a sintese de coldgeno em células pulpares (Chan et al. 2005) e
desempenha papel de imunossupressor pulpar (D’Souza et al. 1998).

Conseqiientemente, a influéncia deste fator na formagdo da dentina primdria e
terciaria tem sido investigada em diferentes modelos: in vivo, usando caes (Tziafas et al.,
1998) e ratos (Hu et al., 1998) e in vitro, usando cultura da papila dental de molares de
camundongos (Unda et al. 2000), slices de incisivos de ratos em cultura (Sloan; Smith,
1999), cultura primaria de células da polpa dental de vacas (Nakashima, 1992), linhagem de
células da polpa de incisivos de ratos (RPC-C2A) (Liang et al. 1992), cultura de células
pulpares humanas (Shirakawa et al 1994) ou slices de dentes humanos em cultura (Melin, et
al., 2000).

Os estudos acima citados sugerem que o TGF-B1 pode agir como um sinal epitelial
induzindo proliferacdo, migracdo ¢ diferenciagdo de odontoblastos além de induzir a
produgdo de matriz extracelular em polpas dentarias. Além disso, foi demonstrado um
efeito sinérgico entre o0 TGFB1 e o aFGF em culturas de células da papila dental de molares
inferiores de camundongos (Unda et al. 2000). A associacdo desses fatores promoveu a
diferencia¢do de odontoblastos com caracteristicas histoldgicas e funcionais, vesicula de
secrecdo de matriz, formacao mineral, atividade positiva da fosfatase alcalina e produgdo de
colageno tipo I.

Entretanto, o TGFB1 apresentou um efeito inibidor do crescimento de células da
polpa dental, em duas culturas primarias humanas (Chan et al. 2005). Além disso, houve
efeito inibitdrio na regeneragdo pulpar também demonstrado em um estudo de Nakashima

et al. 1994, quando o TGFB1 foi aplicado em polpas amputadas de caes.
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Assim, considerando a existéncia de dados controversos, o propdsito do presente
estudo foi avaliar o comportamento de células pulpares de terceiros molares humanos

expostas ao TGFB1 e ao aFGF, em cultura.
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MATERIAL E METODOS

Cultura de células:

As células pulpares foram obtidas de um terceiro molar humano incluso, com raiz
completamente formada, apos ter sido extraido (sem odontossec¢do) por motivos
ortodonticos. O paciente de 21 anos de idade ndo apresentava comprometimento de saude
de ordem sistémica. O mesmo foi esclarecido sobre os objetivos do presente estudo e
assinou um termo de consentimento livre e esclarecido, doando o dente extraido para a
realizagdo do experimento. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da UFRGS.

Imediatamente apos a extracdo, o dente foi colocado em um frasco contendo meio
de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, Gibco/NY) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco), 100 unidades/mL de penicilina (Gibco), 100pug/mL de
estreptomicina (Gibco) e 2,5ug/mL anfotericina B (fungizone, Gibco). Um sulco horizontal
de 2mm de profundidade foi feito na superficie radicular, abaixo da jungdo cemento-
esmalte, com uma ponta diamantada, em alta rotagdo e sob refrigeragdo, ao lado da chama
de uma lamparina. Os procedimentos seguintes foram realizados em uma capela de fluxo
laminar, sob condi¢des estéreis. A coroa foi separada da raiz por meio de formao e martelo
e a polpa foi cortada com uma lamina de bisturi em pequenos fragmentos. Os fragmentos
de tecido foram incubados a 37°C, por 60 minutos, em tampao contendo 0,2% de
colagenase tipo I (Gibco), 25mmol/L HEPES (N-2 Hidroxietil piperazine — N’- 2 acido
sulfonico etano pH 7,4 (Gibco)), 10mmol/L de fosfato de sédio mono-basico (Nuclear/SP),
100mmol/L de cloreto de s6dio (Dinamica/ Sdo Paulo), 3mmol/L de fosfato de potassio
(Reagen/RJ), Immol/L de cloreto de célcio (Synth/SP), 24mmol/L de cloreto de potassio

(Synth), 0,5% de glicose (Sigma-Aldrich/ St Louis), 12mmol/L de manitol (Synth), 0,2%
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de albumina de soro bovino (Sigma-Aldrich), 45ug/mL de gentamicina (Garamicina,
Shering-Plought). A suspensdo de células foi centrifugada a 800g por 10 minutos a 4°C. O
material resultante foi ressuspenso em meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco), 100 unidades/mL de penicilina (Gibco), 100pg/mL de
estreptomicina (Gibco), 0,45ug/mL de gentamicina (Shering-Plought) e 3,7mg/L. HEPES
(Gibco).

A ressuspensdo foi realizada em placas de cultura plasticas (TPP Trasadigen/Suica)
de 6 pogos, e estas foram incubadas em atmosfera 5% de CO,/ 95% de ar a 37°C. As
células de cada pogo foram mantidas em culturas mono camada. O meio de cultura foi
trocado a cada quatro dias. Quando as células tornaram-se confluentes, estas foram colhidas
com soluc¢ao tripsina-EDTA 0,5% (Sigma-Aldrich) e transferidas para subculturas, na razao
1:3, no respectivo meio de cultivo. Ap6s nova confluéncia, as células foram repicadas
assim. Foram realizadas sete passagens na mesma razao.

Aplicagdo dos fatores de crescimento:

O TGFB1 (Sigma-Aldrich) utilizado no presente estudo ¢ oriundo de plaquetas
humanas e o aFGF (Sigma-Aldrich) ¢ recombinante humano.

Na sétima passagem os fatores de crescimento foram aplicados, em triplicatas, nas
seguintes concentragdes: TGFB1 Ing/mL, TGFB1 5ng/mL, TGFB1 Ing/mL + aFGF
Sng/mL, TGFB1 5ng/mL + aFGF 5ng/m e aFGF 5ng/mL. Os fatores de crescimento foram
aplicados quatro vezes, com um intervalo de dois dias entre cada aplicacdo. Foi realizado,
também em triplicata, um controle negativo, cultura de células sem a adi¢cdo dos fatores de
diferenciacao.

Avaliacdo da morfologia celular:
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As células humanas da polpa dental foram observadas em microscopio de campo
invertido AxioVert 25 (Zeiss, Germany). Fotografias foram realizadas aleatoriamente de
cada grupo com camera digital (AxioCam MRC/ Zeiss, Germany) acoplada ao microscopio
invertido, usando programa de computador Axion Vision 3.1 (Zeiss). As fotografias foram
tomadas nos tempos: zero, quatro e oito dias apos a aplicacao dos fatores de crescimento.

Foram quantificados, através do programa Image Pro-plus (Media Cybernetics/
Silver Spring — USA) o nimero de nucléolos e as areas (em micrometros quadrados) de
nucleo, citoplasma e nucléolo de todos os grupos. Quatro campos aleatorios foram
utilizados para avaliagcdo no tempo zero, que corresponde ao inicio do experimento, € um
campo aleatorio foi utilizado para cada grupo, no tempo quatro. As células que se
apresentavam sem sobreposi¢do, com um unico nucleo, citoplasma evidente, sendo este
contido em toda sua extensdo no campo, foram mensuradas. As mensura¢des foram feitas
por um unico examinador e repetidas 3 vezes.

Avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina:

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada usando pNPP (p-nitrofenil-fosfato)
(Sigma-Aldrich) como substrato, incubado a 37°C por 30 min no oitavo dia do
experimento, quando as células se encontravam em confluéncia. Uma triplicata com 50uL
de células em suspensdo e S0uL de substrato, foi feita para cada um dos trés pogos de cada
grupo, em uma placa de 96 pogos. A reagdo foi interrompida pela adicdo de S0uL 3N de
NaOH. Usando espectrofotometro (Ultrospec 1000 Pharmacia/Biotech, Cambridge,
Inglaterra) a absorbancia® foi medida a 405nm.

Analise estatistica:

% Absorbancia ¢ uma forma de medir a absorcio de luz.
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Foi realizada a Analise de Variancia complementada pelo Teste de Comparagdes
Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%, para as médias: de absorbancia
(atividade da fosfatase alcalina), de nimero de nucléolos e de areas de nucleo, citoplasma e
nucléolo (morfologia celular).

RT-PCR:

A expressdo do acido ribonucléico mensageiro (mRNA) para as proteinas
osteocalcina, sialoproteina 6ssea (BSP), sialofosfoproteina de dentina (DSPP) e -actina foi
detectada pela extracdo do 4cido ribonucléico total (RNA) seguida de uma reacdo de
transcricdo reversa e reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) usando oligonucleotideos
iniciadores especificos para cada uma das proteinas. O RNA foi extraido usando Trizol
(Invitrogen/USA) de acordo com orientacdes do fabricante. A sintese do 4acido
desoxirribonucléico complementar (cDNA) foi realizada usando kit M-MLV de
transcriptase reversa (Invitrogen), de acordo com orientagdes do fabricante.

Para a realiza¢do da PCR foram usados os seguintes oligonucleotideos iniciadores:
BSP direto 5'-CTATGGAGAGGACGCCACGCCTGG-3% reverso, 5'-
CATAGCCATCGTAGCCTTGTCCT-3% osteocalcina direto, 5'-
CATGAGAGCCCTCACA-3'; reverso, 5'-AGAGCGACACCCTAGAC-3', DSPP direto 5'-
GGCAGTGACTCAAAAGGAGC-3"; reverso, 5-TGCTGTCACTGTCACTGCTG-3',
segundo Gronthos et al. 2000 e beta actina direto 5’~ACGGCTCCG GCATGTGCAAG-3’
e reverso 5’- TGACGATGCCGTGCTGCATG-3’ segundo Schulze et al. 1995. Beta actina
foi usada como um controle positivo interno. O controle negativo foi uma reagdo sem

cDNA.
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A reacao da PCR foi pré-incubada em um termociclador Thermo Hybaid — PCR
express a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 56°C por 45
segundos e 72°C por 60 segundos. Foi realizado um ciclo final a 72°C por 10 minutos.
Apos a amplificacdo, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose 1% (Promega, Madison, USA) com brometo de etideo e visualizado sob luz

ultravioleta (UV).
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RESULTADOS

Avaliag¢ao da morfologia celular

Em todos os grupos, logo apos os repiques, quando havia baixa densidade celular as
células apresentavam nitidos prolongamentos citoplasmaticos, que por vezes, iam de uma
célula a outra. Quando estavam confluentes, as células apresentavam-se afiladas com
arranjo em feixes em diferentes dire¢des. Observaram-se ainda muitas mitoses, células com
nucleos avolumados e binucleadas, nucléolos bem evidentes e, também, a produgdo de
granulos no citoplasma que se desprendiam para o meio extracelular.

A média das areas de nucleo, citoplasma e nucléolo ¢ a média do numero de
nucléolos, no tempo zero, estdo na tabela 1.

TABELA 1: Média das areas de nucleo, citoplasma e nucléolo em micrometros quadrados e do
numero de nucléolos, no tempo zero, de quatro imagens aleatdrias.

Imagem
3 5 8 12 p
Média DOV hvedia DOV hpedia DOSVIOT hegia  Desvio-
padrdo padrdo padrdo padrdo

Area nicleo 74681,07 27224,89 161411,08 42474,84 |60588,93 18091,91 [64859,86 18161,76 0,769
Area citoplasma 2007743 1256690 [1609019 1992508 [1090120 486701 777805 271219 10,184
N° de nucléolos (3,14 2,34 2,13 0,83 2,14 1,07 2,50 1,08 0,490

Areanucléolos |14488,92  6373,36 12109,67  7993,29 9751,46 6211,05 8206,38 3555,32 0,199

p=nivel minimo de significancia da Anélise de Variancia

No tempo zero, para todas as variaveis, verificou-se através da Analise de
Variancia, ao nivel de significancia de 5%, que ndo houve diferenga significativa na média
em relacdo as diferentes imagens.

Por outro lado, no tempo 4 dias, verificou-se através da Analise de Variancia
complementada pelo Teste de Comparagdes Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia
de 5%, que na variavel numero de nucléolos a média do grupo TGFB1 Ing/mL foi

significativamente maior que a do grupo aFGF 5ng/mL. Nas demais varidveis ndo foi
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detectada diferenca na média em relagdo aos diferentes grupos (Tabela 2). No tempo oito,
nao foi possivel diferenciar os limites de uma célula para outra, devida a acentuada
proliferacao celular, o que impediu a mensuragao.

TABELA 2: Média das areas de nucleo, citoplasma e nucléolo em micrémetros quadrados e

média do nimero de nucléolos, apds quatro dias de aplicagcdo dos fatores de crescimento, nos
seis grupos.

Variaveis
Grupo Nucleo Citoplasma N° de nucléolos Area nucléolos
Média Desvio- |y 1ogia DOSVIOmyregiy  Desvio- by, Desvio-
padrao padrdo padrao padrdo
?f;gi 7994276 & 31043,57 |1850214% 1308494 [2,80% 1,48 13130,21% 5272,10
TGFp1 A A AB A
S/l 71290,30 25418,60 |1268608* 956001 1,78 0,67 10595,82* 4319,60
TGFp1
;;‘é/‘FnL 71 158,03  24884,03 [1642070" 1002332 [2,29B 0,95 12516,98* 2653,95
Sng/mL
TGFp1
5ng/mL 45965981 % 1216027 [1474930" 385109  [2,73"" 1,10 9993,04* 1874,92
aFGF 5ng/m
Controle  [60095,95*  22952,10 [1420153" 1111528 |1,67%® 0,52 11194,34* 4037,96
2§ an L 63546,84 % 30961,55 [1231041% 779247  [1,25® 0,50 8669,30" 4551,82
p 0,593 0,364 0,039 0,379

p=nivel minimo de significancia da Analise de Variancia
Meédias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem significativamente através da Analise de Varidncia complementada
pelo Teste de Comparagdes Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia de 5%

Atividade da fosfatase alcalina:

Andlise de Varidncia complementada pelo Teste de Comparagdes Multiplas de
Tukey, ao nivel de significancia de 5%, verificou-se que a média de absorbancia no grupo
TGFB1 Ing/mL foi significativamente maior do que no grupo TGFB1 5ng/mL + aFGF

Sng/m (Tabela 3).
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TABELA 3: Média de absorbancia para avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina, nos seis
grupos.

Absorbancia a 405nm

G

rupo M¢dia Desvio-padrdo  Minimo Maximo
TGFpP1 Ing/mL [0.801% 0.023 0.776 0.851
TGFB1 5ng/mL  [0.784"" 0.034 0.750 0.853

TGFB1 Ing/mL +

aFGF sng/mL |00 » 0.034 0.714 0.811

TGFB1 5ng/mL + B

aFGF Sng/m 0.740 0.031 0.683 0.789
Controle 0.77448 0.043 0.684 0.833
aFGF 5ng/mL  [0.755*" 0.050 0.691 0.834

M¢édias seguidas de letras distintas, na coluna, diferem significativamente através da Analise de
Variancia complementada pelo Teste de Comparagdes Multiplas de Tukey, ao nivel de significancia
de 5%

RT-PCR:
[-actina e osteocalcina foram expressas em todos os grupos. No grupo em que foi
utilizado aFGF 5ng/mL houve diminui¢dao da expressdo da osteocalcina. Por outro lado, a

expressao de BSP e DSPP nao foi detectada em qualquer grupo.
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DISCUSSAO

No presente experimento, nao foram observados em quaisquer dos grupos alteracdes
estatisticamente significativas nas médias das areas de citoplasma, nucleo e nucléolo, sendo
que as concentragdes utilizadas de TGFB1 foram de Ing/mL e Sng/mL. Por outro lado,
Chan et al. 2005 observaram altera¢des morfologicas em células da polpa dental humana
expostas ao TGFB1 10ng/mL, a citar: diminuicdo na densidade celular, aumento do
tamanho celular e presenca de espacos intercelulares. O TGFB1 inibiu o crescimento de
células da polpa dental, em concentragdes entre 0.5 e 10ng/mL, em duas culturas primarias
humanas (Chan et al. 2005). Segundo Nakashima et al. 1994 o TGFB1 (2ug) demonstrou
um efeito inibitério na regeneracao pulpar quando aplicado em polpas amputadas de caes.
Esses dados sugerem que altas concentragdes de TGFB1 podem apresentar um efeito
inibitdrio na regeneracao pulpar.

Na variavel nimero de nucléolos, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre o controle e os grupos teste. O acentuado numero de nucléolos pode predizer uma
acentuada atividade proliferativa celular. Porém, a média do numero de nucléolos no grupo
aFGF 5ng/mL foi significativamente menor que a do grupo TGFB1 Ing/mL. No grupo
aFGF 5ng/mL a média de absorbancia, na avaliacdo da atividade da fosfatase alcalina foi
menor que a do controle, onde ndo foram aplicados fatores de crescimento. O grupo teste
aFGF 5ng/mL apresentou uma menor expressao de osteocalcina quando comparado com os
demais grupos. Esses dados, considerados em conjunto, sugerem que houve uma
diminui¢do na atividade celular no grupo aFGF 5ng/mL, quando comparado com os demais
grupos. Além disso, tanto no grupo onde o aFGF 5ng/mL foi associado ao TGF1 Ing/mL

quanto no grupo onde o aFGF 5ng/mL foi associado ao TGFB1 5ng/ml as médias de
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absorbancia, relativas a avaliagdo da fosfatase alcalina, foram menores que a do controle.
Entretanto, no presente experimento foi utilizada apenas uma concentracdo de aFGF e
portanto mais estudos sdo necessarios para avaliar o comportamento das células pulpares
humanas em cultura frente a diferentes concentracdes de aFGF. Unda et al. 2000
demonstraram um efeito sinérgico entre o TGFB1 e o aFGF em culturas de células da
papila dental de molares inferiores de camundongos.

Odontoblastos e osteoblastos expressam as mesmas proteinas da matriz
mineralizada, tais como colageno tipo I, osteonectina, BSP (sialoproteina dssea) (Garcia et
al, 2003). E relatado por Qin et al. 2002 que o gene da DSPP ndo ¢ apenas expresso em
dentina, mas também no osso em baixos niveis. Assim, como ndo existem marcadores com
absoluta especificidade para odontoblastos, foi utilizado um painel de marcadores
incluindo: BSP, DSPP e osteocalcina. Segundo Thyagarajan et al. 2001, TGFB1 medeia a
expressdao da DSPP e ¢ fundamental para a mineralizagao da dentina.

Nas condi¢des do presente experimento, a exposicdo dos fatores de crescimento
(TGFB1 e aFGF) ndo induziu a expressdo de componentes da matriz de dentina tais como
BSP e DSPP. Diferentes foram os achados de Nie et al. 2006, onde o TGFB1 (5ng/mL)
aplicado em células humanas da polpa dental induziu a diferenciacdo de células
semelhantes a odontoblastos com indugdo de expressao de DSPP e de proteina da matriz de
dentina 1 (DMP-1). A diferenca nos achados pode ser devido ao tempo do experimento.
Enquanto no presente experimento a expressao das proteinas foi avaliada apos oito dias, no
estudo de Nie et al. 2006, foi avaliada apds duas semanas. Segundo Couble et al. 2000 a

DSPP ¢ um marcador tardio da diferenciacdo dos odontoblastos.
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Ja a expressao da osteocalcina foi observada no grupo controle e em todos os grupos
teste. Gronthos et al. 2000 observou a expressao da osteocalcina em células tronco humanas
da polpa dental (DPSC) e em células diferenciadas semelhantes a odontoblastos a partir de
transplantes de DPSC em camundongos imunodeprimidos.

No presente experimento, nao foram constatados alteragdes significativas entre os
grupos testes e o controle no que concerne a atividade da fosfatase alcalina. Porém, no
grupo TGFB1 Ing/mL a média de absorbancia na avaliagdo da atividade da fosfatase
alcalina foi significativamente maior que no grupo TGFB1 5ng/mL + aFGF 5ng/mL. O
grupo TGFB1 1Ing/mL apresentou os maiores valores médios de areas de nucleo, citoplasma
e nucléolo e de numero de nucléolos quando comparado com os demais grupos. Além
disso, a média do nimero de nucléolos no grupo TGFB1 Ing/mL foi significativamente
maior que a do grupo aFGF 5ng/mL, conforme citado anteriormente. Esses dados sugerem
que apesar de ndo terem ocorrido alteragdes significativas entre o grupo TGFB1 Ing/mL e o
controle, houve uma maior atividade celular neste grupo.

Em culturas primdrias de células pulpares humanas o TGF1 a Sng/mL diminuiu a
atividade da fosfatase alcalina e quando aplicado a 0,1ng/mL aumentou a atividade da
fosfatase alcalina em apenas uma das quatro culturas primarias de células pulpares humanas
(Shirakawa et al., 1994). Contrariamente, TGFB1 (5ng/mL) aumentou significativamente a
proliferacdo em células da polpa dental humana e a atividade da fosfatase alcalina (Nie et al
20006). Esses resultados contraditorios podem estar relacionados com diferencas individuais
de cada cultura. Chan et al. 2005 demonstraram que de duas culturas iniciais de células da
polpa dental humana, de dentes diferentes, apenas uma apresentava forte atividade de

fosfatase alcalina.
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Embora superficialmente todas as células humanas da polpa dental em cultura
parecam morfologicamente semelhantes, estas observagdes sugerem que elas representam
uma populacao heterogénea. Portanto, o isolamento de culturas primarias da polpa dental
pode favorecer uma consideravel selecdo no fendtipo celular, o qual pode influenciar na
interpretagdo dos dados (Goldberg et al. 2004). A resposta celular varia de acordo com o
fenotipo predominante em uma cultura, com as concentragdes dos fatores de crescimento
empregadas, com o tempo de exposicdo e outras condigdes experimentais. No presente
experimento os fatores de crescimento foram expostos a células oriundas de um tinico dente
e portanto ¢ limitado sugerir que o TGFB1 e o aFGF ndo induzem a diferenciagdo celular.
Além disso, apesar de ndo ter sido caracterizada a diferenciacdo celular, pode-se sugerir
baseado nas andlises realizadas que as células expostas ao TGFB1 Ing/mL foram
estimuladas e apresentaram uma maior atividade celular e as células expostas ao aFGF
Sng/mL foram inibidas e apresentaram uma menor atividade celular. Entretanto, mais
estudos s3o necessarios para avaliar o comportamento de células humanas em cultura

expostas a esses fatores.
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CONSIDERACOES FINAIS

A cultura de células ¢ um instrumento valioso que permite a realizagdo de inimeras
investigacdes. Embora a adaptagdo de um modelo de cultura de células da polpa de
terceiros molares humanos as condi¢des locais seja um processo lento e gradual pode-se
afirmar que o primeiro passo ja foi dado. A caracterizagdo do fendtipo celular, a
determinagdo de possiveis niveis de diferenciagdo ao longo do tempo em cultura, entre

outros, sdo aspectos que ainda devem ser investigados.

Com relagdo ao comportamento das células humanas da polpa dental em cultura
expostas ao TGFB1 e ao aFGF, sugere-se que as células expostas ao TGFB1 Ing/mL foram
estimuladas e apresentaram uma maior atividade celular e as células expostas ao aFGF
Sng/mL foram inibidas e apresentaram uma menor atividade celular. Entretanto se utilizou
apenas uma concentragdo de aFGF e apenas uma cultura primdria. Portanto, para que
conclusdes mais efetivas sejam alcangadas, ¢ imperioso que se faca um experimento
expondo células humanas da polpa de diferentes culturas primarias aos fatores de

crescimento TGFB1 e aFGF ambos a Ing/mL e a Sng/mL.
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ANEXO 2:TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONNTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO ODONTOLOGIA
CURSO DE DOUTORADO EM PATOLOGIA BUCAL
TERMO DE CONSENTIMENTO

Esta pesquisa tem como objetivo criar um modelo de cultivo de células do nervo de
um dente que j& foi extraido. Essas células em cultivo servirdo para estudos de novos
medicamentos que poderao ser utilizados, no futuro, para tratar um dente doente.

N&o havera nenhuma alteracdo no seu tratamento e ndo ser4 necessaria sua
participacdo em nenhum momento da pesquisa a ser realizada.

O dente extraido sera encaminhado para procedimentos de cultura na qual serad
realizada a testagem de dois possiveis medicamentos TGFB1 (fator de crescimento
transformador beta 1) e o aFGF (fator acido de crescimento para fibroblastos).

Os seus dados confidenciais tém a garantia de sigilo, 0 que assegura a sua
privacidade. Vocé tem a liberdade de se recusar ou retirar 0 seu consentimento, em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao alguma e sem prejuizo do seu tratamento.

Eu, , residente na rua

estou a par dos termos da pesquisa intitulada “Avaliacdo de celulas pulpares humanas
cultivadas em presenca de dois fatores de crescimento: TGF-B1 (fator de crescimento
transformante beta 1) e aFGF (fator de crescimento para fibroblastos acido)” a cargo da
cirurgid-dentista Simone Bonato Luisi, dos quais estou informado, e autorizo a doagdo do

dente cuja extracdo j& havia sido previamente indicada e que vim hoje extrair.

Assinatura do paciente

Porto Alegre, de de 2005.




ANEXO 3: PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA DA FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DA UFRGS.




ANEXO 4: FOTOS DO 2° ARTIGO
“USO DE ANFOTERICINA B COMO ANTIFUNGICO NO MEIO DE
CULTURA PARA CELULAS PULPARES HUMANAS”

Figura 1A da pagina 42. Células cultivadas no meio A. Formag&o inicial de ndcleos de
crescimento. Visualizacdo em microscopia de contraste de fase, aumento 50X.



Figura 1B da pagina 42. Células cultivadas no meio A. Distribuicdo celular ap6s os
repiques. Visualizagdo em microscopia de contraste de fase, aumento 50X.



Figura 1C da pagina 42. Células cultivadas no meio A. Células confluentes e formagéo
de um grande tapete celular. Visualizacdo em microscopia de contraste de fase, aumento
50X.



Figura 1D da pagina 42. Células cultivadas no meio A. Células afiladas e estreladas,
com nucleos avolumados e nucléolos bem evidentes. Visualizagdo em microscopia de
contraste de fase, aumento 200X.
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