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RESUMO
A cultura de células constitui um instrumento altamente valioso para investigagdes do funcionamento celular sob intimeros aspectos. Existem
diversos sistemas orgénicos de cultura do complexo dentino-pulpar, seja a partir de modelos animais ou humanos. Esses sistemas possibilitam
o desenvolvimento de estudos in vitro sobre diferenciagio celular, dentinogénese priméria e tercidria, calcificaciio pulpar, componentes da
matriz extra-celular, fatores de crescimento, etc que podem ser extrapolados e aplicados a dentinogénese in vivo. Esse artigo tem como

objetivo realizar uma revisio na literatura sobre as técnicas de cultivo que sio empregadas para o estudo do comportamento pulpar.

INTRODUCAO E REVISAO DE LITERA-
TURA

A cultura celular consiste na manu-
tengdo e multiplicagdo in vitro de células
vivas. Essa metodologia possibilita a ana-
lise do metabolismo e do comportamento
celular. E possivel conhecer os mecanis-
mos envolvidos na regulaciio, sintese e
destino de produtos celulares como pro-
teinas, componentes da matriz extra ce-
lular além da influéncia de agentes exter-
nos na biologia das células (fatores de
crescimento, substincias téxicas, etc), o
papel da informacio genética nas ativi-
dades celulares, enfim miltiplos aspectos
do funcionamento celular.

A cultura de células constitui um ins-
trumento valioso para investigagdes da
biologia celular. Esse artigo tem como ob-
jetivo realizar uma revisiio das técnicas
de cultivo que sdo utilizadas para o estu-
do do comportamento das células da pol-
pa dentdria.

O desenvolvimento de sistemas orgé-
nicos de cultura do complexo dentino-
pulpar a partir de tecidos dentirios seja
a partir de modelos animais ou a partir
de humanos representa um avanco cienti-
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fico para investigacdes de aspectos rela-
cionados com a dentinogénese (SLOAN et
al. 1994; SLOAN; SMITH, 1999). A tabe-
la 1 apresenta um resumo das diferentes
metodologias empregadas até o momento
para o estabelecimento de culturas de cé-
lulas da polpa dental e algumas aplica-
¢des experimentais desses sistemas.
Begue-Kirn et al., apud Unda’ et al.,
(2000), estabeleceram um modelo para o
estudo da dentinogénese (primdria). Os pri-
meiros molares inferiores de camundongos
Swiss de 17 dias foram dissecados e trata-
dos com 1% de tripsina, por 50 minutos,
a 4°C para dissocia¢do dos tecidos. Cada
papila dental foi embebida em 10pl de
meio de cultura semi-sélido contendo
BGJB (Meio Fitton-Jackson Modificado),
20% de soro fetal bovino, acido
ascérbico, L-glutamina, kanamicina e
agar. Usando esse modelo, Unda et al.
(2000) avaliaram através da microscopia
eletrénica a citodiferenciacio celular,
cultivando a papila dental de primeiros
molares inferiores de camundongos em
presenca da combinacdo de diferentes fa-
tores de crescimento (FGF1 (fator de cres-
cimento para fibroblastos acido), FGF2

(fator de crescimento para fibroblastos
basico), TGFPB1 (fator de crescimento
transformante beta 1), FGF1 + FGF2
FGF1 + TGFpB1 e FGF2 + TGFf1).
Sloan et al. em 1994 desenvolveram
um método de cultura do complexo
dentino-pulpar de dentes maduros de ra-
tos possibilitande o estudo da
dentinogénese tercidria. Os incisivos de
ratos com 28 dias de vida foram disseca-
dos e processados de duas maneiras dis-
tintas: os dentes foram cultivados apés um
corte no sentido longitudinal, que os au-
tores chamaram de cultura de dentes
intactos e também foram cultivados em
finos slices (fatias), a partir de seccdes
transversais de 2mm de espessura. Em
ambos os casos os tecidos foram embebi-
dos em meio DMEM (Dulbecco’s
Modification Eagle’s Minimum Essencial
Medium) contendo soro fetal de bovino,
vitamina C, glutamina, antibiéticos e
agar. Os tecidos foram cultivados a 37°C
em uma atmosfera de 5% CO; em ar, por
um periodo de 2 a 5 dias em culturas
Trowel-type em 3mL de meio contendo os
mesmos componentes usados para embe-
ber os tecidos a excegéo do dgar. A morte

9

* Mestre em Odontologia/ UFRGS. Doutoranda em Patologia Bucal pelo Programa de Pés-Graduagio da UFRGS. Professora das Discipli-

nas 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 curso de especializagiio em

CTBMF da PUCRS.

'"BEGUE-KIRN, C. et al. Effects of dentin proteins, transforming growth factor beta 1 (TGF betal) 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).

R. Fac. Odonto., Porto Alegre, v. 45, n.1, p. 3-8, jul. 2004



celular foi observada, nas culturas de den-
tes intactos, apds 2 dias e nas culturas de
secgoes, apds 2 a 5 dias. A viabilidade do
complexo dentino-pulpar das sec¢des foi
superior ao dente intacto ¢ preservou a
morfologia dos tecidos e das células. Os au-
tores concluiram que o método de cultura de
secges de dentes de ratos oferece condi-
¢Oes satisfatérias para o estudo do complexo
dentino-pulpar e da dentinogénese tercidria.

Assim, Sloan e Smith (1999) usaram o
modelo de cultura descrito por Sloan et al.
em 1994 para examinar os efeitos do
TGFB1, TGFP2 e TGFP3 na resposta do com-
plexo dentino-pulpar. Os slices foram manti-
dos em culturas de Trowel-type por 7 dias.
Apés a cultura, os slices foram fixados em
formalina neutra 10% por 24 horas e
desmineralizados com acido férmico 10%
por 48 horas. O material assim preparado
foi desidratado e embebido em parafina,
cortado e corado com hematoxilina e eosina.
A manutencio do conjunto dentino-pulpar em
cultura é vantajoso, visto que a dentina
tem origem a partir de células pulpares e
existe um prolongamento citoplasmatico
do odontoblasto no interior dos tiibulos
dentinarios. A cultura do complexo dentino-
pulpar favorece a manutencgao da morfologia
original do tecido e das células sendo possi-
vel inclusive o exame sob microscopia éptica
deste complexo.

Heywood e Appleton (1984) avalia-
ram a integridade ultraestrutural dos
odontoblastos em um modelo de cultura
também a partir de incisivos de ratos.
Entretanto, nesse modelo a polpa é remo-
vida 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 5mL. de MEM
(Eagle’s minimum essential medium),
suplementado com glutamina, glicose, so-
lucdo de antibiético e anti-micético e 10%
de soro fetal bovino. Um tampio bicar-
bonato 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. Apés, os dentes foram processa-
dos e a camada de odontoblastos foi ava-
liada por microscopia de contraste de fase
e microscopia eletronica de transmissio.
Os resultados indicaram que a camada de
odontoblastos permanece homogénea
aderida a superficie da dentina. Além dis-
s0, 0s odontoblastos apresentaram estru-
tura normal, com niicleo polarizado si-
milar ao que é observado in vivo.

Células bovinas também sio utiliza-
das em culturas para estudos do compor-
tamento pulpar. Em 1991, Nakashima es-
tabeleceu um método de cultura primaria
para polpa dental de bovinos. Para tan-
to, o autor testou quatro métodos de sepa-
ragdo enzimdtica (tripsina, colagenase
com e sem pré-tratamento com tripsina e
a associacdo 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 separagdo enzimatica mais efi-
ciente e menos lesivo que resultou em alto
numero de células isoladas, satisfatéria
adesdo e bom crescimento foi o que utili-
zou colagenase com pré-tratamento com
tripsina. Com relagdo ao meio de cultura
0 DMEM e o DMEM/Ham’s F-12 apresen-
taram os melhores resultados de cresci-
mento celular, adesdo e niimero de célu-
las confluentes. A metodologia de
Nakashima (1991) utiliza a polpa de pri-
meiros incisivos permanentes extraidos
de vacas de trés anos de idade. A polpa é
cortada em pedacos e lavada com HBSS
(Hank’s balanced salt solution) livre de
calcio, pH 7,0 eincubada a 37°C em 0,2%
de tripsina e 0,02% de EDTA em HBSS
livre de calcio por trinta minutos. A solu-
¢do é entdo colocada em 0,2% de colage-
nase em HBSS contendo 5mM de célcio.
Apés trinta minutos, a solu¢do enzimitica
¢ centrifugada por 1 minuto a 50g,4°Ceo
sobrenadante é novamente colocado em
igual quantidade de solug¢do enzimatica.
O sobrenadante, contendo as células em
suspenséo, é centrifugado por quatro mi-
nutos a 120g, 4°C. O material é lavado
com HBSS e ressuspendido em DMEM
contendo 10% de soro fetal bovino e anti-
biéticos (penicilina/estreptomicina). O
procedimento é repetido quatro vezes até
ficar um minimo residuo de polpa dental.
As células isoladas siio semeadas em pla-
cas de 35mm de didmetro na densidade de
5X10* células por mL. O meio de cultura
DMEM é trocado a cada dois dias e as
culturas sdo observadas em microscépio
de contraste de fase.

Toyono et al. (1997) também utiliza-
ram culturas de células pulpares de inci-
sivos de bovinos adultos, obtidas a partir
da metodologia acima citada para avali-
ar as mudangas temporais na expressio
dos membros da superfamilia do TGFb e
de seus receptores durante a diferencia-
céo de pré-odontoblastos.

No que diz respeito a utilizacao de cul-
turas primarias ou subeculturas os auto-
res discordam quanto as vantagens.
Nakashima (1992) por exemplo, prefere
a cultura de célula priméria, pois acredi-
ta que assim se mantém melhor as carac-
teristicas fenotipicas das células pulpares
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originais a cultura de células sub-cultiva-
das ou clonadas.

Tjdderhane et al. (1998) acreditam que
métodos de cultura a partir da papila den-
tal de camundongos e das células da pol-
pa de bovinos, que induzem a diferencia-
¢do de células mesenquimais em odonto-
blastos ndo sfo aconselhdveis para o es-
tudo de odontoblastos madures. O uso
desses modelos é principalmente indica-
do para estudos de diferenciacio de célu-
las precursoras. Os autores, consideran-
do que o odontoblasto é uma célula que
apresenta um prolongamento citoplas-
matico na dentina, criaram um modelo
de cultura de odontoblastos humanos
respeitando essa caracteristica. Sdo usa-
dos terceiros molares intactos recém ex-
traidos, de pacientes jovens. Imediata-
mente apés a extragio os dentes sio colo-
cados em PBS (Phosphate-Buffered
Saline). A separacéo coroa/raiz é obtida
a partir de um sulco realizado 5Smm abai-
xo0 da jun¢do cemento esmalte. O tecido
pulpar é curetado e colocado em cultura,
porém em placas de 96 pocos contendo
OPTI-MEM I (uma modifica¢cao do MEM
contendo: tampdao HEPES (N-2 Hidro-
xietil piperazine — N’- 2 acido sulfénico
etano pH 7,4), hipoxantina, timina,
piruvato de sédio, L-glutamina, elemen-
tos traco, fatores de crescimento e fenol
vermelho reduzido) suplementado com
penicilina G, estreptomicina e anfotericina
B. As coroas contendo a camada de odon-
toblastos que permaneceu aderida, atape-
tando a edmara pulpar, sdo embebidas
parcialmente em agarose com a superfi-
cie oclusal para baixo e sio colocadas em
placas de 24 pocos. As cAmaras pulpares
sdo gentilmente lavadas trés vezes por dez
minutos com o meio de cultura acima ci-
tado para remover o fluido tecidual
pulpar. Aproximadamente 200 a 300uL
de meio de cultura sdo colocados no inte-
rior da coroa e ao redor do gel de agarose
para minimizar a desidratagdo. E colo-
cada uma cobertura de vidro sobre as
coroas para prevenir a evaporacdo. As
coroas sdo cultivadas em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO;. O meio
de cultura é trocado diariamente e as cé-
lulas permanecem em cultura por até 10
dias.

O método de Tjdderhane et al. (1998)
contempla a cultura de odontoblastos huma-
nos maduros com atividade secretora defi-
nida. Esse método foi utilizado por Palosaari
et al. (2000), para investigar a expressio e
localizagao 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 fibro-
blastos da polpa. Para a obtenc¢do das



culturas de fibroblastos, apds 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 fragmen-
tos. Apés este periodo, o meio de cultura
foi adicionado a placa e quando observa-
do um grande nimero de fibroblastos, os
fragmentos de tecido pulpar foram remo-
vidos. Apds os fibroblastos tornarem-se
confluentes, uma linha dessas células foi
estabelecida para subseqiiente tripsiniza-
cdio e cultura através de varias passagens.

Holt et al. (2001) usou uma modifica-
cdo datécnica de Tjiaderhane et al. (1998)
para observar os odontoblastos apés um
preparo cavitirio com e sem refrigera-
¢do. Nesse experimento os autores utili-
zaram como meio de cultura uma mistura
de DMEM/F-12, 10% de soro fetal bovi-
no e antibiéticos (penicilina/estrepto-
micina). A cultura de odontoblastos foi
incubada em uma atmosfera umidificada
a37°C, 5% de CO; por um periodo de dois
a quatro dias.

Cabe ressaltar que outros autores tam-
bém tém utilizado culturas de células hu-
manas de terceiros molares recém extra-
idos, porém com diferentes metodologias

(SHIRAKAWA et al., 1994; MAGLOIRE,

JOFFRE; BLEICHER, 1996;
PALOSAARI et al., 2000; MELIN et al.,
2000).

Shirakawa et al. (1994) utilizaram cé-
lulas pulpares (nomeadas P1, P2, P3 e
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
conteido de DNA. As polpas foram pica-
das em fragmentos. Esses fragmentos fo-
ram incubados a 37° C por 60 minutos em
um tampio contendo HEPES (pH 7.,4),
NaH,PO,, NaCl, KH,PO,, CaCl;, KCI,
glicose, manitol, albumina de soro bovi-
no, penicilina, estreptomicina e
colagenase bacteriana. A suspensio de
células foi centrifugada 800g por 10 mi-
nutos 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 cul-
tura de 60mm de didmetro e incubadas
em 5% de CO /95% de ar a 37°C. Quando
as células torharam-se confluentes, elas
foram colhidas com 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) re-
comendam o uso de células humanas em
culturas de slices de terceiros molares,
pois assim é possivel manter tanto as

interacdes normais célula-célula, quanto
aintegridade micro-vascular. Os autores,
afirmam que esse modelo de cultura pos-
sibilita o estudo de fen6menos relaciona-
dos com o processo de cura do complexo
dentino-pulpar, tais como a inducéo
molecular, a neovascularizacéio, a proli-
feracdo, a migracio e a diferenciacéio de
células precursoras em células tipo
odontoblastos. Nesse estudo os autores
analisaram o comportamento do tecido
pulpar apés um preparo cavitario. Trin-
ta terceiros molares recém extraidos fo-
ram cuidadosamente perfurados sob re-
frigeracdo criando uma cavidade oclusal.
Estes foram posicionados em meio de cul-
tura BME (Basal Medium Eagle)
suplementado com &cido ascérbico,
estreptomicina, penicilina e 10% de soro
fetal de bovino sendo rapidamente trans-
portados para o laboratério. Os dentes
foram entio cuidadosamente seccionados
sob um fluxo de meio de cultura, em uma
serra equipada com disco de diamante, em
seccoes de aproximadamente 750 pm de
espessura. Geralmente 3 ou 4 slices, in-
cluindo a cavidade e tecido pulpar intacto
foram selecionados por dente e lavados
com PBS. Os slices (com e sem cavidades)
foram cuidadosamente transferidos para
placas de Petri (35mm de didmero), 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 pol-
pa dentéria em humanos, isto é, prolife-
racio celular, migracio celular e sintese
de coldgeno tipo I (uma caracteristica fun-
cional de odontoblasto) sdo influenciados
pelo TGFp1.

Feigal et al. (1985) compararam uma
linhagem de células transformadas
comumente usada em testes de
citotoxicidade (1.929, linhagem continua
de fibroblastos originada do tecido con-
juntivo do pulmio de camundongos —
American Type Culture Collection) com
células humanas dipléides (presumi-
velmente fibroblastos) de origem pulpar,
em resposta a testes de citotoxicidade e a
alteracdes no soro adicionado ao meio de
cultura. As células da polpa foram obti-
das de terceiros molares extraidos de pa-
cientes entre 19 e 24 anos. A polpa foi co-
locada em placas de Petri com meio de
cultura contendo 25% de soro fetal bovi-
no. Apés, foi cortada em fragmentos e es-
ses foram colocados em um frasco de
25cm’, sendo adicionado sobre cada frag-
mento de tecido uma a duas gotas do meio.

Os frascos foram cuidadosamente coloca-
dos em uma estufa a 37°C em uma atmos-
fera de 95% de ar e 5% de CO,
umidificada. Apés uma a duas horas de
adaptacgdo a atmosfera da estufa, os fras-
cos foram selados e mantidos sob estas
condigdes por mais 48 horas. Apés esse
periodo, relativo i adesdo celular, 6-7TmL
de meio com 25% de soro fetal bovino fo-
ram cuidadosamente adicionados ao fras-
co. Quatro semanas apdés as células foram
subcultivadas pela primeira vez. Apés
essa etapa, varias subculturas foram rea-
lizadas usando-se meio standard
Dulbecco, sendo os procedimentos iguais
tanto para as células humanas quanto
para as células 1.929. Nas células huma-
nas da polpa foi evidenciado que o soro
fetal bovino ofereceu o melhor suplemen-
to para a diviséo celular quando compa-
rado com a associagdo soro fetal bovino/
soro humano. As células dipléides huma-
nas apresentaram uma maior sensibilida-
de que as células L1929 nos testes de
citotoxicidade, sendo assim mais apropri-
adas para esse fim. Os autores afirmam
que as células humanas dipléides apre-
sentam caracteristicas morfolégicas de
fibroblastos, porém como néo foram rea-
lizados testes para caracteriza-las presu-
me-se que sejam fibroblastos originarios
da polpa dental. Essas células mantém o
cari6tipo humano normal e apresentam
senescéncia apés a 15" ou 18" passagem.
Kasugai, Adachi e Ogura (1988) acre-
ditam que o estabelecimento de culturas pri-
marias de células da polpa dental consome
tempo e o resultado pode ser variavel, sen-
do preferivel estabelecer uma linhagem de
células com caracteristicas de tecido pulpar
a partir de células clonais da polpa de
incisivos de ratos. O propésito do estudo
citado foi estabelecer uma linha de célu-
las clonais da polpa de incisives de ra-
tos, usando a fosfatase alcalina como uma
enzima marcadora da clonagem. Foram
usados ratos Wistar machos, de 7 sema-
nas, com um peso de 180g. Os ratos fo-
ram sacrificados por decapitagdo sob
anestesia e a polpa dental dos incisivos
superiores foi assepticamente dissecada,
picada e incubada em 20ml de PBS con-
tendo 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 sol-
taram foram filtradas através de uma
delgada malha de aco 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 cé-
lulas pulpares foram colocadas em pla-
cas de cultura de 60mm em uma concen-
tracio de 2,5 x 10° células. O pH do meio

R. Fac. Odonto., Porto Alegre, v. 45, n.1, p. 3-8, jul. 2004



foi estabelecido em 7,4 com NaHCO; e as
células foram mantidas sob uma atmos-
fera de 95% de ar e 5% de C0;a 37°C. O
meio foi mudado apés 24horas e subse-
qiientemente em intervalos de 48 horas.
As células se tornaram confluentes apés
14 dias e subculturas foram feitas usan-
do PBS contendo 0,1% de tripsina e
0,02% de EGTA. A concentracio do soro
foi alterada para 10% na 46" subcultura.
A densidade de inoculagio celular foi de
0,6-1 x 10*em®. Apés a 52° subcultura
foi realizada clonagem. As células que
apresentavam alta atividade de fosfatase
alcalina foram novamente clonadas. O
clone RPC-C2A que apresentou a mais
alta atividade fosfatase alcalina foi usa-
do para os experimentos subseqiientes.
Os autores usaram a fosfatase alcalina
como marcadora, pois esta é 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 funcional-
mente envolvida com o processo de
mineralizagdo. A atividade da fosfatase
alcalina nas células RPC-C2A foi a mes-
ma quando comparada a células isola-
das da polpa dentéria. Os autores con-
cordam com Feigal et al. (1985), que as
células dipléides humanas sio mais apro-
priadas para testes de citotoxidade, en-
tretanto, ressaltam que a cultura prima-
ria da polpa dental humana é dificil e o
crescimento dessas células é lento. Para
Kasugai, Adachi e Ogura (1988) as linha-
gens de células de rato também sdo apro-
priadas para testes de citotoxidade, es-
pecialmente para testes iniciais de avali-
agdo de uma grande diversidade de dro-
gas.
As células RPC-C2A (KASUGAI;
ADACHI; OGURA, 1988) foram usadas em
estudos com diferentes propésitos. 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 glicosa-
minoglicanos sintetizados por estas células e
o efeito de TGFP na sintese de glicosamino-
glicanos através da medida de sulfato radio-
ativo incorporado.

MacDougall (1995) também acredita
que pesquisas em culturas de células nio
imortalizadas sdo dificeis devido ao pe-
queno namero de células, a dificuldade
deisolamento de uma populagdo pura e o
fato de odontoblastos serem células pés-
mitéticas. Dessa forma, o autor estabele-
ceu, a partir de primeiros molares inferi-
ores de camundongos Swiss Webster, uma
linha de odontoblastos imortalizados
como modelo para investigacdes de me-

canismos da diferenciacio dos odonto-
blastos em nivel molecular.

A partir de germes dentarios de pri-
meiros ¢ 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 produ-
zir tecido mineralizado in vitro e in vivo. Os
autores afirmam que esse modelo pode ser
uma valiosa ferramenta tanto para estu-
do da diferenciagcio de odontoblastos,
quanto para estudo dos eventos
moleculares envolvidos na formacio da
dentina.

O sistema de cultura de células da pol-
pa dental é um modelo itil para o estudo
da calcificagdo pulpar. Nédulos
mineralizados podem ser formados a par-
tir de culturas de células pulpares
(TSUKAMOTO et al., 1992; KASUGAI et
al., 1993; ALLIOT-LICHT; HURTREL;
GREGOIRE, 2001). Tsukamoto et al.
(1992) cultivando fibroblastos da polpa
de dentes humanos deciduos e supra-nu-
merarios desenvolveram um modelo para
o estudo das calcificagdes pulpares. O te-
cido pulpar foi removido e colocado em
frascos de cultura com DMEM
suplementado com 4cido ascérbico e soro
fetal bovino em uma atmosfera
umidificada de 95% de ar e 5% de CO; a
37°C. As células foram tripsinizadas e
sub-cultivadas a 1X10° células/10mL com
DMEM em frascos de cultura de 75¢m?
sendo o meio substituido em periodos de 5
a7 dias. Das 200 culturas de fibroblastos
pulpares, seis formaram nédulos apés 10
a 15 dias de cultura. Através de
microscopia eletronica os autores cons-
tataram que os nédulos 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) uti-
lizaram células pulpares de ratos para es-
tabelecer um modelo experimental que
formasse tecido mineralizado em cultu-
ra. As células de incisivos superiores de
ratos machos Wistar (7 semanas de vida)
foram, inicialmente processadas segundo
Kasugai, Adachi e Ogura (1988) e culti-
vadas com 10nM de dexametasona ou em
sua auséncia, usando o meio essencial
minimo de Eagle suplementado com 10%
de soro fetal bovino e acido ascérbico. As
células confluentes foram subcultivadas
e o meio foi suplementado com B-GP (B-
glicerofosfato). Os resultados indicaram
que a Dexametasona em cultura prima-
ria e/ou secunddria acentua a formacéo
de tecido mineralizado e que >5mM de -
GP sio necessarios para a indugiio de
mineraliza¢do. Os resultados indicaram
que algumas células da polpa dental do
rato, em cultura, expressam um fenétipo
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tipo odontoblasto.

Alliot-Licht, Hurtrel e Gregoire (2001)
desenvolveram e reproduziram um mo-
delo de cultura de células pulpares huma-
nas na qual houve a formacio de nédulos
mineralizados, na auséncia de
dexametasona ou b-glicerofosfato. Os au-
tores utilizaram a polpa coronéria de ter-
ceiros molares humanos. As polpas foram
cortadas em pequenos fragmentos
(<1mm®) 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 imida com 95% de ar
€ 5% de CO; a 37°C. Os fragmentos foram
apenas cobertos com o meio de cultura
para facilitar sua ades@o. O meio foi tro-
cado a cada 2 dias. Apés 4 semanas algu-
mas células foram colhidas com tripsina-
EDTA (4cido etilenodiaminotetracético)
e subcultivadas em meio RPMI completo
até a quinta passagem. As células rema-
nescentes foram mantidas em culturas
priméria por dois meses em RPMI

uplementado com dexametasona (10
M). Fibroblastos pulpares foram usados
como controle. Essas células foram obti-
das pelo mesmo procedimento, sendo ra-
pidamente subcultivadas em meio mini-
mo essencial completo sendo analisadas
apoés sua vigésima passagem. Através da
microscopia eletronica de varredura foi
confirmada a presenca de calcio e fésfo-
ro em ambas culturas: primaria de longo
tempo e na subculturana 5 passagem.
CONCLUSOES

A presente revisio de literatura mos-
tra a existéncia de uma grande variedade
de técnicas de cultura para o estudo do
comportamento pulpar. Para a escolha
de uma técnica é importante, primeira-
mente a definicio dos objetivos da pes-
quisa e da metodologia de avaliacdo dos
resultados.

Em relagéio aos estudos sobre a dife-
renciacéio de células pulpares maduras, o
modelo de estudo mais indicado é o que
utiliza as préprias células humanas da
polpa de terceiros molares recém extrai-
dos. Nesse modelo, a obtencéo das células
para cultura néo é um obsticulo, pois ter-
ceiros molares sdo extraidos com muita
freqiiéncia. Além das vantagens de se tra-
balhar com células humanas que néo so-
freram qualquer alteragdo (imortalizacgo,
etc) este processo nio é tio dispendioso
quanto um modelo animal. Entretanto,
nesse modelo de estudo é importante defi-
nir detalhadamente os critérios de exclu-
sdo, pois o uso de medicagdes por parte do
paciente, doencas sistémicas, ou outros fa-
tores, podem alterar o comportamento das
células em cultura.

O uso de finos slices de dentes humanos



cultivados in vitro mantém as interagées
normais célula-célula, além de permitir
uma metodologia de avaliagido com o uso
de microscopia 6ptica com coloragdes de
rotina como hematoxilina e eosina. Entre-
tanto, convém ressaltar que esse comple-
xo permanece viavel em cultura pelo peri-
odo maximo de 30 dias. Outros modelos
humanos néio priorizam a manutencio do
complexo dentino-pulpar em cultura e uti-
lizam ou odontoblastos aderidos a coroa
ou células pulpares dissociadas, sendo que
o ultimo permite um periodo de cultura
maior, porém um dos inconvenientes apre-
sentados é que o crescimento das células é
lento e limitado, ja que ndo se trata de uma
linhagem, e o pesquisador deve ter tempo
e paciéncia para estabelecer as culturas.

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 e mais conservado-
ras das estruturas dentdrias, novos hori-
zontes se abrem, ja que células-tronco fo-
ram isoladas na polpa dental
(GRONTHOS et al. 2000; GRONTHOS et
al. 2002). Gronthos et al. (2000) demons-
traram que a polpa dental pés-natal con-
tém células clonogénicas, altamente
proliferativas e capazes de regenerar te-
cidos, propriedades que efetivamente de-
finem células tronco. Em 2002, Gronthos
et al. aprofundaram os estudos sobre as
propriedades das DPSCs (células tronco
da polpa dental) e os resultados demons-
traram que essas células possuem capaci-
dade de auto-renovacio e diferencia¢io
em multi-linhagens.

Portanto, a utilizacdo de células
pulpares em cultura é importante para o
desenvolvimento de metodologias que
objetivam a regeneracgio dentdria e
tecidual.

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
diferentiation, primary and reparative
dentin formation, calcification of pulp
tissues, extracellular matrix components,
growth factors, etc that may be extended
and used to dentinogenesis in vivo. This
article goal is to review the literature
about the culture tecniques used in pulp
behavior studies.

KEY WORDS
Dental pulp, cell culture,
odontogenesis.
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