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O s estudos in vitro para andlise da viabilidade de procedimentos que visem a regeneracao periodontal

possihilitam o controle do microambiente e a homogeneidade dos tipos celulares envolvidos. O objetivo
deste estudo foi estabel ecer e caracterizar umalinhagem continuade cél ulas derivadas deligamento periodontal
(LP) humano. Estas células foram obtidas através da técnicado “ explante” detecido removido por raspagem
do tergo médio dasraizes de 3° molares extraidos por razdes ndo-periodontais de trés pacientes saudavel s, sem
sinaisclinicos ou radiogréaficos de doenca periodontal. Posteriormente, as célulasforam caracterizadas através
de microscopia de luz (contraste de fase), padrao de crescimento, testes imunohistoquimicos, histoquimicos e
enziméticos paraconfirmagdo dasuanatureza. Morfologicamente, apresentaram aspecto fusiforme ou estrel ado,
compativel com célulasfibroblasticas. Houve marcagdo positivaparaanti corpos contravimenting, osteonecting,
fibronectina, sialoproteinadsseall etenascinae negativa paraanticorpos anti-citoqueratina (AEL/AES), actina
de muisculo liso e colégeno 11, A presenca de nédulos mineralizados sintetizados in vitro pelas células foi
confirmada pelo teste de von Kossa. Esses resultados, em conjunto, indicaram que as células cultivadas,
denominadas FL 2, eram derivadas de LP e, portanto, poderiam ser utilizadas em estudos in vitro.

UNITERMOS: Ligamento periodontal, caracterizacao; Culturapriméria, in vitro.

INTRODUCAO

A regeneracdo periodontal ocorre quando as
células presentes na area afetada apos a cura da
ferida s80 do mesmo tipo e apresentam as mesmas
caracteristicas funcionais dagquelas originalmente
eXiStenteS 2,20. Véﬂ oS egudos 2,09,10,12-14,19-21,23,25-26
tém mostrado que o repovoamento da regido da
ferida cirdrgica periodontal por células oriundas do

epitélio junciona (EJ) resulta na formagdo de EJ
longo, enquanto que se as células se originam do
tecido conjuntivo gengival, ocorre reparo, com
formacdo de fibras colagenas orientadas
paralelamente ao longo-eixo do dente, e, quando se
originam do tecido 6sseo, levam ao desenvolvimento
de anquilose ou reabsorcéo radicular. Apenas
quando células oriundas do ligamento periodontal
(LP) ocupam a regido comprometida ocorre
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neoformag&o de 0sso, cemento e LP orientado
perpendicularmente a superficie radicular.

Alguns trabalhos evidenciaram a existéncia de
diferentes populacdes celulares no LP 52 e
estabeleceram diferencas importantes entre
fibroblastos derivados de L P e de tecido conjuntivo
gengival ?33, A heterogeneidade das células
presentesno L P resultaem diferentes caracteristicas
de crescimento, meia vida e sintese protéica, com
algumas células apresentando caracteristicas
prépriasde osteoblastose outrasdefibroblastos. Os
eventos basicos que conduzem a regeneragao
parecem ser estimulados por um “sina” que levaria
osistemaceular aentrar novamenteno ciclocelular.
A identificag8o desses “sinais’ e eventos celulares
é fundamental para a compreensdo da regeneracéo
periodontal®.,

Assim, os objetivos deste estudo foram
estabelecer e caracterizar uma linhagem continua
de células derivadas de L P humano, permitindo sua
posterior utilizagdo em diversos estudos envolvendo
este tipo celular.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e cultura das células derivadas de
LP humano

Para derivacdo das células de L P humano, foram
obtidos trés 3> molares de pacientes adultos jovens
(18-30 anos), clinicamente saudaveis, submetidos a
tratamento odontol 6gico na Clinica de Cirurgia da
FO-USP. Os dentes foram extraidos por razfes
ortodénticas ou preventivas (ndo periodontais), sem
evidéncias clinicas ou radiogréficas de perda Gssea
ou de inser¢éo periodontal. O projeto de pesquisa
foi submetido & apreciacio pelo Comité de Etica
em Pesquisa da FOB-USP, sob nimero 203/01,
tendo sido integral mente aprovado.

I mediatamente ap0ds a extracao, os dentes foram
acondicionados em meio essencial de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), contendo 200
U/mL de penicilina G potéssica, 200 mg/mL de
sulfato de estreptomicinae 20 pg/ml de anfotericina
B (SigmaCo., EUA) em pH 7,4 etransportados para
o laboratério de cultura de células da FO-USP.

Os dentes foram, ent&o, colocados em placas de
Petri contendo solugdo tamp&o fosfato salina sem
calcio e sem magnésio (PBSA), lavados e
dissecadosfinamente com 2 1&minasdebisturi. Para
a remocdo das células do LP, raspou-se
cuidadosamente o terco médio das raizes, evitando

acontaminac&o daculturapor fibroblastosgengivais
ou pulpares®. Os fragmentos teciduais foram
posicionados em frascos de cultura de 25 cm2
contendo DMEM suplementado com soro fetal
bovino (SFB) a 10% e solucdo antibiotica-
antimicotica (Sigma Co., EUA) a 1% em pH 7,4
(DMEM-S) e incubados em estufa para cultura
tecidual contendo atmosferadmidacompostade 95%
de ar e 5% CO, a temperatura de 37°C.

Os fragmentos teciduais menores foram
posicionados em tubo de ensaio contendo 10 mL de
PBSA e centrifugados durante 3 minutos. O PBSA
foi aspirado e o precipitado de células resultante foi
ressuspendido em 1 mL de DMEM-S e transferido
para frasco de cultura tecidua de 25 cm?, mantido
nas condigdes anteriormente mencionadas.

Durante a primeira semana de incubagéo, foi
acrescentado gradativamente 1 mL de DMEM-S
diariamente até que se alcancasse o total de 5 mL
no frasco. Posteriormente, o meio de cultivo foi
trocado acada?2 diasaté que o crescimento atingisse
uma monocamada subconfluente (70% da area
cultivavel recoberta por células), quando entéo as
células foram separadas enzimaticamente (solucdo
de tripsina— Cro 25%, EDTA 1mM em PBSA) e
cultivadas em frascos progressivamente maiores. A
linhagem continua ent&o obtida foi denominada de
FL2.

Morfologia

O aspecto morfoldgico das células FL2 foi
monitorado durante todo experimento em microscopio
de contraste de fase e comparado com dados
obtidos de literatura para comprovagao da natureza
das células cultivadas.

Caracteristicas de crescimento

Para determinacéo das caracteristicas de
crescimento das células FL2, o nimero de cdulas
vitais presentes em placas de Petri de 35 mm
inicialmente cultivadas com 10° células/placa foi
determinado pelatécnica de exclusdo de células ndo
vitais coradas por solugéo de azul de Trypan (Sigma
Co., EUA), seguindo as recomendacfes de
Frehney®. Brevemente, apds aspiracdo do meio de
cultura, lavagem com PBS eincubagéo com tripsina
por 3 minutos, as células foram centrifugadas por 3
minutos. O extrato decélulasobtido foi ressuspendido
com 1 mL de PBS. Paraa contagem, foi utilizado
0,1 ml da suspensdo celular que, por sua vez, foi
adicionado a0,1 mL de azul de Trypan e 0,8 mL de



PBSA. Esta suspensdo celular foi transferida para
acamarade Neubauer com auxilio de pipeta Pasteur
e as células foram contadas, excluindo-se aquelas
que se apresentaram coradas de azul (células ndo
viavels). Para o cdculo do nimero de céulas no
frasco foi utilizada a seguinte equacdo matemética:
NC x D x 104#Q, onde NC= nimero de céulas
vitais contadas, D= dilui¢do da amostra (10) e #Q=
nimero de quadrados da cdmara de Neubauer
usados para contagem das células O experimento
foi realizado em triplicatas e as contagensrealizadas
apobs 2, 5, 7 e 9 dias do plagueamento inicial,
permitindo o estabelecimento de uma curva de
crescimento para as células FL2.

Caracterizacio imunohistoquimica

AscéulasFL 2 foram cultivadas sobrelaminulas
devidro, posicionadas em placas de Petri de 35 mm
de didmetro e mantidas em estufa para cultura
tecidual, conforme anteriormente mencionado. Para
a execucdo dos testes, realizou-se a fixagdo da
amostra por solucdo de paraformaldeido a 1% em
PBSA durante 10 minutos a temperatura ambiente,
seguida de lavagem dupla em PBSA e
permesbilizacdo com detergente (Triton X 100 —
solucéo a 0,5% em PBSA) por 10 minutos, para
permitir a penetragcdo do anticorpo testado. As
laminulas foram incubadas durante 45 minutos com
0 anticorpo primario. A seguir, foram novamente
lavadas em PBSA, incubadas com os anticorpos
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secundarios conjugados a fluoresceina, lavadas em
PBSA e, por ultimo, em &gua destilada.
Posteriormente, foram montadasem |aminasdevidro
(Meio de montagem: Prolong" Antifade Kit,
Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA.) para
andlise dos resultados. Como controle negativo, o
anticorpo primério foi substituido por PBS e, como
controle positivo, foi realizada reagdo contra
osteonectina (ON) em linhagem celular obtida de
fragmento de gengiva humana (células FMM1)®.
Os anticorpos utilizados, suas dilui¢des e origens
estdo expressos na Tabela 1.

Caracterizacio histoquimica

Para identificar se as células FL2 (passagem 5)
produziam nddulos mineralizados in vitro, foi
realizado o teste de von Kossa. Para tanto, o meio
deculturafoi removido efoi acrescentadaaamostra
solugédo de formol a 10% para fixac&o durante 10
minutos. A solugdo foi removidaeas célulasforam
lavadas com PBS por 10 minutos adicionais.
Acrescentou-se, entdo, solucéo de nitrato de prata
a5%, com exposicéo aluz ultra-violeta durante 10-
60 minutos. As células foram novamente lavadas
com PBS (3 vezes), imersas em solugéo de
hipossulfito de sodio 5% por 2-3 minutos, coradas
com solucdo de safranina (0,5 — 10%) e montadas
em laminas de vidro.

TABELA 1- Anticorpos primarios e secundarios utilizados para caracterizagdo imunohistoquimica das células FL2

ANTICORPO 1° MARCA DILUICAO ANTICORPO 2°

Vimentina (VM) Sigma Co. 1:50 Ig para camundongo com fluoresceina
AE1/AE3 Biogenex 1:20 Ig para coelho com fluoresceina
Osteonectina (ON) Sigma Co. 1:50 Ig para camundongo com fluoresceina
BSP-2 Sigma Co. 1:50 Ig para coelho com fluoresceina
Fibronectina (FN) Dako 1:50 Ig para coelho com fluoresceina
Actina alfa de

musculo liso (AML) Biogenex 1:20 Ig para camundongo com fluoresceina

Tenascina (TN) Dako 1:50

Colageno Il (Col i) Biogenex 1:50
Controle negativo Sigma Co. PBS
Controle positivo -

Osteonectina (ON)* Sigma Co. 1:50

Ig para camundongo com fluoresceina
Ig para camundongo com fluoresceina
Ig para camundongo com fluoresceina

Ig para coelho com fluoresceina

* Linhagem de fibroblastos derivados de mucosa (células FMM1) — Laboratério de Cultura de Células da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Sao Paulo — USP. Onde: PBS- soLUGO TAMPAO FOSFATO SALINA; AE1/AE3- CTOQUERATINAS;

BSP-2- SIALOPROTEINA OSSEA-2.
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Caracterizacio enzimatica

Para deteccéo de atividade de fosfatase alcalina,
0 meio de cultura de placa de Petri contendo 2
l&minulas de vidro, sobre as quais foram cultivadas
células FL2 na passagem 4 (uma controle e uma
experimental), foi removido e as células foram
lavadas com solugéo de Tris (Sigma Co., EUA) em
pH 7,4. A seguir, acrescentou-se solucdo de
paraformal deido a 1% em temperaturaambiente por
10 minutose, posteriormente, procedeu-se alavagem
das amostras com Tris por mais duas vezes. As
amostras foram entdo incubadas com solucéo de
Triton-X durante 15 minutos atemperaturaambiente
e, novamente, lavadas (2 vezes) com solucéo de Tris.
Isto posto, acrescentou-se 0 cromégeno diluido em
substrato parafosfatase alcalina(Naphtol Phosphate
in Tris Buffer — Biogenex, San Ramon, Ca,
USA) sobre as amostras durante 1 hora em
ambiente livre de luz. Apds este periodo, a solucdo
foi removida e as amostras foram lavadas em &gua
destilada durante 10 minutos e coradas com solucéo
de hematoxicilina durante 3 minutos. Para o
controle negativo, as células aderidas a laminula
foram inativadas pelo calor através de suaimersao
em aguafervente por 1 min antes daincubacdo com
0 substrato®.

RESULTADOS

Ap6s o estabel ecimento da cultura primaria pela
técnica do “explante”, foram observadas, em
microscopio de contraste defase, célulasfusiformes
migrando dosfragmentosteciduaisdentro de 14 dias
(Figura 1). Populagdes celulares subconfluentes
foram estabelecidas em 3-4 semanas.
Morfologicamente, sob microscopiade contraste de
fase, as células FL2 de culturas subconfluentes
exibiram aspecto alongado ou fusiforme.

Taxa de crescimento

As caracteristicas de crescimento das células
FL2 estdo expressas no gréfico da Figura 2. As
células apresentaram crescimento logaritmico até 5
dias apds o plagueamento, quando o cultivo atingiu
um plato.

Caracterizacdo imunohistoquimica,
histoquimica e enzimatica

Os testes imunohistoquimicos realizados
mostraram marcacdo positivaparavimentina(VM),
fibronectina (FN), siaoproteina dssea Il (BSP,),
osteonectina (ON) e tenascina (TN) e negativa para
colégeno tipo Il (Cal 11), actina de misculo liso

FIGURA 1- Fotomicrografia de fase do cultivo primario das células FL2. Observe restos do tecido periodontal e as
células fusiformes saindo desse “explante” e aderindo ao plastico de cultivo. Individualmente as células séo fusiformes
ou estrelearias e exibem longos prolongamentos citoplasmaticos



(AML) e citoqueratina (AEL/AE3). As células
FMM1 néo apresentaram marcagdo positiva para
ON.

O teste de von Kossa realizado revelou a
presencade nddul os mineralizados sintetizados pelas
células cultivadas. A andlise da atividade de
fosfatase alcalina ndo apresentou positividade nas
células FL 2, bem como no controle negativo.

Nimers de células (x1000)

Tempo (dias)

FIGURA 2- Grafico representando a curva de
crescimento das células FL2. Cada ponto foi obtido
através da mediana de trés contagens independentes.
Observe que ha um crescimento continuo das células
até 5 dias apés o plagueamento e entdo atinge um
platé

DISCUSSAO

Neste estudo, foi estabelecida cultura primaria
de céulas derivadas de LP humano (c8ulasFL2) a
partir de fragmentos teciduais removidos do tergo
médio de raizes de molares extraidos por razdes ndo
periodontais. Morfologicamente, observadas sob
microscopiade contraste de fase, mostraram aspecto
fibrobl&stico, com fenétipo alongado ou estrelado e
longos prolongamentos citoplasméti cos, achados que
estéo de acordo com outros estudos publicados na
literatura para células de ligamento periodontal in
vitro>*" e in vivo®.

Ao analisar-se 0 padréo de crescimento dessas
células, observou-se maior taxa de crescimento até
0 5° dia em cultivo, quando o crescimento atingiu
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um plato, talvez em funcdo do inicio de atividade de
sintese protéica, que pode ocorrer ao redor do 4°
dia, conforme mencionado por Wikego et a.* (1991)
e Wang et a.® (1994). A taxade proliferacdo das
células manteve-se homogénea até a 10° passagem
aproximadamente, quando comegaram a proliferar
maislentamente, possivelmente refletindo perdadas
propriedades naturais das cdlulas in vivo.

Até os dias atuais, ndo existem marcadores
especificos para fibroblastos de LP*. Entretanto,
um conjunto de caracteristicas pode identificar as
células derivadas de LP, que apresentam, in vitro e
in vivo, uma heterogeneidade de tipos celulares
indistingliiveis entre s ultra-estruturalmente.  As
células cultivadas podem apresentar caracteristicas
tipicas de fibroblastos ou osteoblastos. As céulas
FL2 apresentaram marcagdo positiva para VM7,
FN7'33, TN7, ON161724313436 o BSP_217,18,30,33, sendo
as Ultimas proteinas especificas de osteoblastos. A
BSP-2 foi identificadain vivo em maior quantidade
do quein vitro, especialmentelocalizadano cemento
e no 0sso alveolar'®, visto ser uma proteina
correlacionada a adesdo celular’* e que,
possivelmente, exerce papel importante no inicio da
mineralizagcdo®. Ja a ON parece estar presente
emmaior quantidade in vitro do quein vivo, sendo
que sua funcdo ainda nado estd totalmente
estabelecida.

Outra caracteristica tipica de osteoblastos é a
formag&o de nédulos mineralizados in vitro,
identificada positivamente neste estudo pelo teste
de von Kossa. Tanto o método de identificacéo
guanto a presenca dos nédulos mineralizados estdo
de acordo com outros artigos publicados!®22,
Melcher et a.?? sugeriram que o tecido mineralizado
depositado in vitro tinhaaspecto de cemento celular
ou de tecido 6sseo in vivo.

N&o houveidentificagdo de atividade defosfatase
alcalina, embora outros autores a tenham
observado®162732, N0 entanto, a positividade
observada por outros autores foi obtida
especialmente apds a adicdo de dexametasona ho
meio decultivo celular, indugéo quendo foi redlizada
neste trabal ho, por ndo ser nosso objetivo induzir as
células, mas sim obter uma linhagem celular para
uso futuro em pesquisasem Periodontia. Além disso,
osresultados aqui apresentados est&o de acordo com
aqueles apresentados por Chomette et a.” e, mais
umavez, refletem a heterogene dade das popul agbes
celulares do LP, com a coexisténcia de fibroblastos,
osteoblastos e cementoblastos. Adicionalmente, os
testesforam feitos napassagem 5, quando ascélulas
cultivadas perderam parte de suas caracteristicas
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naturais, 0 que poderiajustificar tanto aausénciade
atividade defosfatase al calinaquanto anegatividade
de marcag&o para actina de musculo liso e colégeno
11, visualizada por Chomette et a.’, mas contestada
por Lekic et a.’*. Também ndo houve marcagéo
positivaparacitoqueratinaAEL/AES3, como também
mencionado por Chomette et d.” e Ragnersson, Carr
e Daniel®.

Essesresultados, quando analisadosem conjunto,
mostram que as células FL2 apresentam
caracteristicas tipicas de células derivadas de LP
humano, visto que fibroblastos gengivais néo
demonstram propriedades estruturais tipicas de
células mineralizantes, como a expressdo de ON e
BSP-2 e aformagdo de nddulos minerais in vitro.
Dessaforma, alinhagem FL 2 poderd, no futuro, ser
utilizada para avaliagéo de diferentes tratamentos e
manipulacdes biotecnoldgicas que favorecam a
regeneracdo dos tecidos periodontais.

ABSTRACT

In vitro studies to evaluate the viability of
procedures leading to periodontal regeneration
provide microenvironment control and homogeneity
of involved cell types. The aim of thisresearch was
to establish and characterize a human periodontal
ligament (PDL) cell lineage . The cells were
removed by scraping the mid-third of third molar
roots extracted for non periodontal reasons from
healthy donors for non periodontal reasons.
Followingthis, the cellswere morphol ogically under
light microscopy (phase contrast), growth pattern
and imunohistochemical, histochemical and
enzymatic tests that confirmed the cell nature.
Morphologically, the cells showed an elongated or
spindle-like shape, compatible with fibroblast-like
cells. There was a positive staining for VM, ON,
FN, BSP, and TN and negativefor antibodies against
AEL/AE3, AML and Col Ill. The presence of
mineral nodule secreted by FL2 cells in vitro was
confirmed by von Kossa's method. These results
together suggest that the cultivated cells—FL2 cells
- are derived from PDL and, therefore, could be
used ininvitro studies.

UNITERMS:  Periodontal ligament,
characterization; Primary culture, in vitro.
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