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DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA OBTENQ[\O DE FIBROBLASTOS
PULPARES HUMANOS
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RESUMO

Aevolugaoda Odontologia possibilita o surgimento de novos sistemas adesivos, os quais devem ser compativeis
com os tecidos dentais para que ocorra a adesdo dos materiais envolvidos. Sendo assim, muitas empresas
desenvolvem compostos mais hidrofilicos obtendo materiais que interagem melhor com a dentina, porém esta
hidrofilicidade possibilita maior penetracao, atingindo a regido pulpar, podendo causar assim citotoxicidade
local. O objetivo deste trabalho é desenvolver um método para obtengéo da cultura de fibroblastos humanos
pulpares para que a citotoxicidade de sistemas adesivos e outros materiais odontoldgicos possa ser testada
in vitro. A polpa foi obtida de dentes extraidos com auxilio de com uma ponta diamantada, em alta rotagao.
Apés fragmentada em pedacos menores com auxilio de uma I&mina de bisturi, o material pulpar foi imerso
em solucdo de colagenase 2,5% e incubado a 37°C. Procedimentos de cultivo celular foram aplicados para
proliferacdo e adesao das células as placas.
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ABSTRACT

The evolution of dentistry allows the emergence of new adhesive systems and these systems must be
compatible with the dental material for adhesion of materials involved. Therefore, many companies develop
more hydrophilic compounds obtaining materials that interact better with dentin, however this hidrofilicidade
enables greater penetration, reaching the pulp and region that can cause local cytotoxicity. The aim of this
work is to develop a method for obtaining human pulp fibroblasts culture so that the cytotoxicity of adhesive
systems and other dental materials can be tested in vifro. The pulp has been obtained from extracted teeth
with diamond-tipped, in high-speed. After fragmented into smaller pieces with a scalpel blade, pulp material
was immersed in collagenase solution 2% and incubated at 37°C. Cultivation procedures were applied to
afford cell proliferation and adhesion into the plates.

Keywords: Adhesives. Cytotoxicity. Human pulp fibroblasts.
1 INTRODUGAO

O desenvolvimento e aprimoramento dos materiais restauradores estéticos fazem
dos sistemas adesivos elementos fundamentais em diversas aplicagdes clinicas, sendo
responsaveis pela unido do material restaurador as estruturas dentarias. Os procedimentos
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adesivos consistem na aplicagdo de substancias (acidos, solventes e monémeros) que
modificam a morfologia e fisiologia do esmalte e da dentina (CARVALHO et al. 2004).

A biocompatibilidade de materiais resinosos e de acidos de aplicagdo direta na polpa
ainda é assunto controverso. Apesar de diversos estudos sobre culturas de células terem
demonstrado serem esses materiais citotoxicos (BOUILLAGUET et al. 1993; 1996; ADAMS et
al. 1994; HANKS et al. 1991), outros experimentos demonstraram que existe reparacao do
material pulpar e formacao de ponte dentinaria quando do emprego de materiais resinosos ou
acidos diretamente sobre a polpa (COX et al. 1987; KASHIWADA; TAKAGI, 1991; SNUGGS et
al. 1993; INOUE et al. 1996; COX et al. 1996; AKIMOTO et al. 1997). A presenca de bactérias
na interface dente/material restaurador tem sido apontada como principal fonte de alteragdes
da polpa, seguindo restauragdes com diferentes materiais (BRANNSTROM; NYBORG, 1971;
COX et al. 1987).

Desse modo, quando da exclusdo bacteriana, uma série de materiais poderiam
proporcionar o reparo pulpar. Por outro lado, outros estudos tém demonstrado diversas
atividades citotoxicas, com a presenca de resposta inflamatoria crénica (PEREIRA et al. 1997;
LANZA, 1997), degeneragao (PASCON et al. 1996) ou necrose do 6rgao pulpar (COSTA et
al. 1997; STANLEY; PAMEIJER. 1997) na aplicacdo de materiais resinosos adesivos sobre
a polpa, mesmo na auséncia de bactérias. Outros autores acreditam que a presenca de
particulas resinosas liberadas para o interior do tecido pulpar poderia ser a causa do fracasso
dos capeamentos adesivos (LANZA' 1997), e que a toxicidade desses materiais poderia ser
responsavel pelos casos de necrose (COSTA et al. 1997). Além disso, como esses
materiais utilizam acidos como condicionadores, essa poderia ser outra fonte de irritacao do
orgao pulpar (RETIEF et al. 1974; STANLEY et al. 1975).

Varias pesquisasinvitrotemsido feitas no sentido de avaliar a citotoxicidade dos materiais
resinosos utilizados na restauragao de cavidades dentarias (PUPO et al, 2013; HANKS et al.
1992). Nessas pesquisas, os materiais experimentais, seus diferentes componentes isolados
ou em combinagdo, ou ainda aliquotas desses componentes solubilizados em diferentes
solugdes foram colocados sobre células cultivadas em laboratério. A maioria dessas pesquisas
relatou que os componentes soluveis liberados pelos materiais resinosos experimentais,
particularmente os diluentes de baixo peso molecular, sdo o0s principais responsaveis pela
citotoxicidade in vitro (KAGA M et al. 2001).

Este trabalho tem o objetivo de desenvolver o cultivo primario de células obtidas
da polpa de dentes extraidos rotineiramente. Uma cultura primaria é estabelecida a partir
do crescimento de células oriundas de um fragmento de tecido obtido por desagregacgao
mecanica ou enzimatica. As células que conseguirem sobreviver ao processo de desagregacao
e aderirem a garrafa formardo a primeira monocamada de células daquele tecido. Essas
células possuem as caracteristicas do tecido de origem, podem crescer em cultura por um
determinado periodo de tempo e sdo denominadas células primarias (FIOCRUZ, 2008). Essa
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forma de cultivo é a mais utilizada para estudar o comportamento de uma linhagem celular in
vitro devido a presenca de suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas.

2 MATERIAL E METODOS

Equipamentos: Centrifuga MPW high speed brushless centrifuge MPW-350R, Vortex
Quimis Q-220A, Balanga analitica Boeco Germany max 210g d=0,1mg, Banho-maria Fanem mod
100, Microscopio de fase invertido Medilux N.A. 0.3, Estufa de CO, Shel lab mod 5115, Fluxo
laminar VECO Bio seg 09, Microscépios Taimin TM 212 e Bioval LIlooA, Micropipetas Labmate
20-200uL e Peguepet 100-1000uL. Insumos: Garrafas de cultivo estéreis, placas de 24 pogos
estéreis, placas de petri estéreis e pipetas estéreis.

2.1 Extragao da Polpa

Foram utilizados como critérios de inclusdo no estudo pacientes com idades entre 20 e
21 anos, que nao apresentavam comprometimento de saude de ordem sistémica. As diretrizes e
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 realizacdo do experimento. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, com parecer consubstanciado de n. 1.085.346.

As amostras foram obtidas a partir de seis terceiros molares humanos inclusos, com
raiz completamente formada, apds terem sido extraidos (sem odontosseccido) por motivos
ortoddnticos, na Disciplina de Clinica Integrada da Universidade Tuiuti do Parana. Os pacientes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido autorizando a utilizagao dos seus
terceiros molares para a realizagdo da pesquisa.

Imediatamente apods a extragdo, os dentes foram colocados, proximos a uma lamparina,
em frascos estéreis de transporte contendo meio com antibiéticos: RPMI-1640 tamponado
(Vitrocell Embriolife/SP); penicilina/estreptomicina 100 U.I1./100 pyg/mL (Vitrocell Embriolife/SP);
sulfato de gentamicina 0,60 pg/mL (Garamicina, Shering Plought/RJ) e fungizona 2,5 pg/mL
(Vitrocell Embriolife/SP).

Em uma camara de fluxo laminar, os dentes foram retirados da solugédo de transporte
onde foi feito um sulco horizontal de aproximadamente 2 mm de profundidade na superficie
radicular de cada dente, abaixo da jungcdo cemento-esmalte, com uma ponta diamantada, em
alta rotagao, onde a coroa foi separada da raiz com auxilio de um forceps tornando possivel a
remocao da polpa intacta.
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2.2 Obtencao das células pulpares

A polpa foi lavada sucessivas vezes em meio contendo antibiéticos e entdo fragmentada
com lamina de bisturi. Seus fragmentos foram incubados a 37°C por 90 minutos, em tampéo
Hepes (tabela 1) contendo colagenase tipo | (StemCell Technologies/CA), enzima responsavel
pela desagregacdo enzimatica das células. A solugdo tampao preparada foi esterilizada por
ultrafiltracao, em filtro com didmetro de poro de 0,22 um.

Tabela 1- Composicdo do tampao HEPES pH 7,4 contendo colagenase

Reagente Concentragdo

HEPES 25 mMol

NaH,PO, 10 mMol

NaCl 10 mMol

KH,PO, 3 mMol

CaCl, 1 mMol

KCI 24 mMol
Glucose 0,5%

Manitol 12 mMol

Sulfato de Gentamicina 0,60 pg/mL
Penicilina/ Estreptomicina 100 U.1./ 100pg/mL

Solugdo colagenase 0,25%

A suspensao de células foi dividida igualmente em dois tubos e centrifugada a 800 g por
10 minutos a 4°C, com a finalidade de auxiliar a separagao das células pulpares.

O material resultante foi ressuspenso em meio contendo: 1,5mL de meio RPMI-1640
(Vitrocell Embriolife/SP) suplementado com antibidticos: 100 ug/mL penicilina/ estreptomicina,
0,45 pg/mL de gentamicina e de soro fetal bovino na concentracdo de 20%, para auxiliar
a inativagdo enzimatica da colagenase e enriquecer o0 meio com o objetivo de favorecer a
sobrevivéncia das células.

A suspensao celular foi distribuida em placa de 24 pocgos, que foi incubada em estufa
de CO, 5% a 37°C. As células de cada pogo foram mantidas separadamente em culturas
monocamada. Quando as células tornaram-se confluentes, estas foram colhidas com solugao
tripsina-EDTA 0,5% (Vitrocell Embriolife/SP) e transferidas para subculturas, na razdo de
1:2, no respectivo meio de cultivo. A avaliacao da adesao celular e possivel contaminacgao foi
visualizada em microscoépio de fase invertido.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 mostra o desenvolvimento do processo de obtencdo e cultivo das células de
fibroblastos pulpares humanas.
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Figura 1- Processo de obtencao de células pulpares humanas: (a) dentes extraidos em meio de transporte;
(b) sulco horizontal de aproximadamente 2 mm de profundidade feito na superficie radicular de cada dente;
(c) coroa separada da raiz com auxilio de um alicate; (d) remogéao da polpa integra; (e) lavagem da polpa
em meio contendo antibiéticos; (f) fragmentacao mecanica da polpa com auxilio de bisturi; (g) fragmentagao
enzimatica da polpa com incubagdo em tampéao Hepes contendo colagenase; (h) centrifugacao da
suspensao; (i) cultivo das células em placa de 24 pocos.

O método desenvolvido passou por varias etapas de otimizagao para definicado das variaveis:
a) tempo de incubagao no tampao Hepes contendo colagenase; b) selecao de antibidticos e ¢)
velocidade e tempo de centrifugacgao.

O tempo de incubagdo em que maior quantidade de células foi obtida foi de 90 minutos.
A otimizagdo da variavel velocidade/tempo de centrifugagdo revelou que a centrifugagao
a 800g/10 minutos é eficaz sem comprometer a integridade das células. A etapa critica do
processo demonstrou ser a manutengao da esterilidade. Por repetidas vezes, a cultura celular foi
comprometida pela contaminagéo por microrganismos. Considerando a flora microbiana da boca,
diversas bactérias gram-positivas, gram-negativas e anaerdobias podem contaminar a amostra
e inviabilizar a continuidade da cultura. Considerando este achado, a escolha dos antibidticos
tanto para o meio de transporte, quanto para os meios de lavagem e de cultivo foi de extrema
importancia.
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CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o método proposto para obtencdo de células pulpares
humanas foi otimizado com sucesso, sendo avaliadas condi¢cbes criticas para o experimento
como tempo de incubacao enzimatica, velocidade/tempo de centrifugacdo e selegdo de
antibioticos. Estudos sobre citotoxicidade dos materiais dentarios tornam-se possiveis e
acessiveis pelo método empregado neste trabalho, proporcionando um melhor entendimento
da biocompatibilidade desses materiais

A avaliagdo da citotoxicidade destes materiais utilizando técnicas de cultivo celular
apresenta vantagens, como a simplicidade do método e baixo custo, sendo facilmente
reprodutiveis, além disso, ndo envolve experimentos com animais in vivo.
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