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COURA, Gustavo dos Santos. Protocolo preliminar da cultura de fibroblastos de gengiva
humana. Avaliacido da viabilidade celular e dos possiveis danos causados ao DNA. 2004.
95f. Dissertagdo (Mestrado em Odontologia — Opg¢ao Implantodontia) — Programa de Pos-
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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram estabelecer um protocolo preliminar de isolamento e
cultivo primario de fibroblastos gengivais humanos e conseqlientemente, estabelecer uma
linhagem celular; avaliar a viabilidade celular e os danos potenciais que os procedimentos
precedentes poderiam causar na molécula de DNA. Uma biopsia de 20mm” (4x5mm) de
mucosa ceratinizada foi obtida da regido retromolar de um paciente saudavel, lavada com
PBS (solucdo salina de fosfato tamponada) e fragmentada em 15 partes menores. Apds, este
material foi dividido em 5 (cinco) garrafas de cultura. A proliferagdo e o crescimento dos
fibroblastos foram verificados através de microscopio invertido. Apos subconfluéncia de
70%, as células foram tripsinizadas e as novas subculturas foram obtidas. Para os
experimentos, foram usadas as células da 6* passagem. A viabilidade celular foi determinada
através do teste de exclusdo do corante azul de Trypan. Os possiveis danos que os
procedimentos causariam nos DNA celulares foram avaliados pelo Ensaio do Cometa. Uma
das garrafas (controle positivo) foi tratada com o agente genotdxico peroxido de hidrogénio
(200uM). A viabilidade celular dos grupos-teste foi maior que 90%. Os DNAs dos
fibroblastos nao-tratados (grupos-teste) ndo apresentaram danos significativos, quando
comparados com o controle positivo (teste de Tukey, p<0,01). Foi possivel, com o protocolo
inicial proposto, estabelecer uma linhagem celular de fibroblastos vidveis de gengiva humana
e sem alteragdes significantes no seu DNA. Os achados permitem o uso destas células em
futuras pesquisas.

Palavras-chave: Fibroblasto gengival. Ensaio em cometa. DNA. Cultura de tecidos.



COURA, Gustavo dos Santos. Preliminar protocol of human gingival fibroblast culture.
Evaluation of cell viability and potential DNA damage. 2004. 95f. Dissertagdo (Mestrado
em Odontologia — Opg¢do Implantodontia) — Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia,
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis.

ABSTRACT

The objectives of this study include establishing a protocol of isolation and primary
culture of in vitro human gingival fibroblasts and, consequently, establish a cell lineage to
evaluate cell viability and the potential DNA damage that those procedures could cause in the
molecule. A 20 mm” (4x5mm) gingiva biopsy was obtained from the retromolar region of a
patient and stored for transport in a culture flask containing DMEM medium supplemented
with 10% FBS and 1% antibiotics. The biopsy was rinsed three times with PBS, sectioned in
15 smaller pieces further divided in 5 flasks using the same culture medium, which was
changed twice a week. The proliferation and growth of fibroblasts was verified through
microscopy. After 70% confluence, these cells were disaggregated through trypsin 0.25% and
new subcultures were obtained. Cells from the sixth passage were used. Trypan Blue
exclusion test was used for the evaluation of cell viability. Comet Assay was used to evaluate
the damage of these procedures in the DNA fibroblasts. One of the flasks was treated with
hydrogen peroxide (200uM). The cell viability of the test groups was above 90%. The DNA
of non-treated fibroblasts did not show significant damage when compared with positive
control (Tukey test, p<0,01). The proposed protocol permitted to establish a human
fibroblasts cell lineage with compatible cell viability similar to other results found in the
literature and without significant DNA damage. The results obtained in this study indicate that
it is possible to use these cells for future research.

Key words: Gingival fibroblast. Comet assay. DNA. Tissue engineering
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1 INTRODUGAO

A obtencao de tecidos gengivais e periimplantares harmdnicos com as necessidades
estéticas, funcionais e higiénicas dos individuos ¢ o objetivo do tratamento odontologico.
Viérias técnicas de cirurgias plasticas periodontais e periimplantares sdo utilizadas para
aumentar a quantidade e a qualidade de mucosa ceratinizada, aprofundar vestibulos, recobrir
raizes e/ou implantes ou conexdes, criar papilas e aumentar o rebordo edéntulo. Enxertos
gengivais livres ou subepiteliais sdo utilizados nessas terapias, contudo, necessitam-se de
tecido doador (palato, tuber e areas edéntulas). A limitagdo de tecido doador disponivel, a
possibilidade de processos algicos, a ocorréncia de cicatrizes residuais, o risco de processos
hemorragicos, além da morbidade e desconforto pos-operatdrios causados pela necessidade de
manipulagdo cirargica de outra regido bucal, resultaram na busca por substitutos, através do

uso de material alogeno (Alloderm®, LifeCell, EUA) e da engenharia tecidual.

A engenharia tecidual, termo definido em 1987 durante o Congresso de Bioengenharia
de Washington, estabeleceu um campo multidisciplinar de estudos, que engloba
principalmente conhecimentos de engenharia de materiais e ciéncias biomédicas. Essa
engenharia caracteriza-se pelo desenvolvimento e manipulacdo de moléculas, células, tecidos
ou Orgdos, utilizada para o restabelecimento da fun¢do de partes do corpo injuriadas ou
defeituosas. Os elementos necessarios para a aplicagdo dos principios da engenharia de

tecidos estdo baseados na triade: (1) cultivo de células apropriadas (fibroblastos, osteoblastos,
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células-tronco, entre outras); (2) matrizes (arcabougos, “scaffolds" ou carreadores)
confeccionadas em colageno, osso ou polimeros sintéticos e; (3) adicdo de mediadores
soluveis, como, fatores de crescimento e¢ adesinas (UEDA et al., 2000). As estratégias da
engenharia tecidual, através do cultivo celular humano para aplicagdo clinica, estdo sendo
desenvolvidas em diferentes especialidades médicas para reposi¢cdo de cartilagens, 0ssos,

componentes cardiovasculares e pele. (FRESHNEY, 1999; MALEKZADEH et al., 1998).

Na odontologia, Pini Prato et al. (2000) relataram o caso de uma paciente que
necessitou de procedimento cirtirgico periodontal para reposi¢do de mucosa ceratinizada
previamente a reabilitacdo protética. Essa deficiéncia foi tratada por meio de técnicas de
engenharia tecidual, que compreenderam o cultivo primario de fibroblastos, a partir da
remocdo cirirgica de uma bidpsia gengival de aproximadamente 2mm®. Esses fibroblastos
foram cultivados em uma matriz carreadora, uma membrana de acido hialurénico, que foi
transportada para o sitio receptor da paciente. Os autores conseguiram éxito na obtencao de
mucosa ceratinizada, confirmado através de analises macroscopica ¢ histologica. Portanto, a
possibilidade de obtencdo de tecido através da cultura de células, in vitro, com utilizagdo de
carreadores pode diminuir o trauma e o tempo cirurgico. Em 2003, Pini Prato et al.

divulgaram o sucesso da técnica em 6 pacientes tratados através da engenharia de tecidos.

A aplicag¢do da engenharia tecidual na periodontia ¢ implantodontia com a finalidade
de substituir o uso de tecido removido de areas doadoras intrabucais pela produgdo, in vitro,
de um tecido com caracteristicas similares, envolve, inicialmente, o estabelecimento de
protocolo de cultivo de células humanas. Nesse contexto, os fibroblastos, células residentes e
predominantes nos tecidos moles periodontais e periimplantares, sdo responsaveis pela
produ¢do e manutencao da matriz extracelular (TEN CATE, 1989). Portanto, o primeiro passo
para a aplicacdo futura da engenharia de tecidos envolvendo tecidos moles ¢ o cultivo, in

vitro, de fibroblastos gengivais humanos.
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A seguranca ¢ um dos parametros de grande importancia no desenvolvimento de
protocolos de cultivo celular (FRESHNEY, 1990). Os testes de citotoxicidade e
genotoxicidade fornecem, respectivamente, informagdes sobre viabilidade celular e possivel
alteracdo no DNA celular, pertinentes aos estagios iniciais de desenvolvimento de protocolos

de cultura.

Em resumo, a obten¢do de tecido mole para restaurar a funcdo, forma e estética de
sitios periodontais e periimplantares ¢ necessidade clinica e socio-econOmica. Torna-se
relevante cientifica e socialmente a presente pesquisa, tendo em vista que a mesma buscou
iniciar um protocolo de cultura, in vitro, de fibroblastos humanos e, posteriormente, obter uma
linhagem celular, utilizando os meios e recursos laboratoriais disponiveis na Universidade
Federal de Santa Catarina. Apds o desenvolvimento do referido protocolo e obtengdo da
linhagem celular, foi necessario que os mesmos fossem testados, avaliando a viabilidade
celular e a presencga de possiveis alteracdes do DNA. Os testes propostos, para verificagao
destas variaveis, sdo referendados cientificamente e possiveis de serem aplicados no
Laboratoério de Virologia Aplicada da Universidade Federal de Santa Catarina, onde esta

pesquisa foi desenvolvida.
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2 REVISAO DA LITERATURA'

Essa pesquisa abordou o desenvolvimento de um protocolo preliminar de cultura de
fibroblastos humanos com o objetivo de aplicacdo futura da engenharia tecidual. Nesse
contexto, a seguranga ¢ um parametro de grande importancia; portanto, os testes de
citotoxicidade e genotoxicidade, que fornecem, respectivamente, informagdes sobre a
viabilidade celular e as possiveis alteragdes no DNA celular sdo justificados. Assim,
didaticamente, a revisao da literatura foi dividida em cultura celular, engenharia tecidual,

consideragdes sobre citotoxicidade e genotoxicidade e estudos envolvendo fibroblastos.

2.1 CULTURA CELULAR

A cultura de tecidos foi desenvolvida no inicio do século passado (HARRISON, 1907;
CARREL, 1912) como um método para estudo do comportamento das células animais,
eliminando as possibilidades de variacdes sistémicas que podem acontecer em um estado

fisiolégico normal ou em condi¢des de estresse, oriundas de um experimento. A técnica foi

! Baseado na NBR 10520: 2002 da ABNT.
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elaborada inicialmente através da fragmentagao de tecidos, crescimento e migragao celular ao

redor dos fragmentos por meio de mitoses celulares.

O termo cultura de tecidos foi usado de uma maneira abrangente, no entanto, a cultura
de tecidos inclui a cultura de 6rgdos e de células. A cultura de 6rgdos implica em uma cultura
tridimensional de tecidos desagregados que permanece com algumas ou todas as
caracteristicas histologicas daquele tecido, in vivo. A cultura celular refere-se as culturas
derivadas pela dispersdo de células retiradas de um tecido original, de uma cultura primaria ou
de uma linhagem celular, pela desagregacdo enzimatica, mecanica ou quimica. O termo
cultura histotipica refere-se as células associadas em uma estrutura tridimensional, ou seja, o
crescimento de uma monocamada celular, a agregagdo em suspenso ou a infiltragdo em uma
matriz tridimensional, como o gel de colageno. O termo organotipico implica nesses mesmos

procedimentos, porém, utiliza células recombinantes de diferentes linhagens.

Harrisson (1907) escolheu os sapos como fonte de tecidos, provavelmente por
apresentarem sangue frio, assim, a incubacdo ndo seria um requisito necessario.
Adicionalmente, a regeneracdo tecidual ¢ mais comum em pequenos vertebrados e isso
poderia ser vantajoso em estudos, in vitro. Embora essa técnica pudesse reluzir uma nova
perspectiva de interesse nos estudos de cultura de tecidos, in vitro, poucos pesquisadores
seguiram esse exemplo na selegdo de espécies. A ciéncia médica interessava-se por animais
de sangue-quente, pois, o desenvolvimento de processos fisiologicos e patologicos estaria
mais proximo do ser humano. A acessibilidade de diferentes tecidos, que se comportavam
bem em culturas, fez com que o embrido de galinha fosse o material de escolha, porém, o
desenvolvimento de animais experimentais, em especial os roedores geneticamente puros,
levou essa espécie a vanguarda da cultura de tecidos. Enquanto os embrides de galinhas
poderiam prover uma diversidade de tipos celulares em culturas primarias, os tecidos de

roedores possuiam a vantagem de fornecer linhagens celulares continuas (EARLE, 1943). O
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desenvolvimento da tecnologia transgénica de ratos (PEAT et al., 1992), concomitante a uma
experiéncia genética bem estabelecida, difundiu o uso de roedores geneticamente puros. A
demonstragdo de que tumores humanos poderiam também dar origem a linhagens celulares
continuas, como as linhagens do tipo celular HeLa (GEY; COFFMAN; KUBICEK, 1952),
aumentou o interesse em cultura de tecidos humanos. O desenvolvimento da cultura de
tecidos humanos ocorreu devido a necessidade de dois ramos extremamente importantes na

pesquisa médica: a producdo de vacinas antivirais ¢ o entendimento de neoplasias.

O estudo, in vitro, com cultura de células ¢é utilizado devido a facilidade de
padronizagdo da amostra, pois o pH, a temperatura, a pressdo osmotica, a tensao de CO, e O,
podem ser controlados de maneira precisa. A caracterizagdo ¢ homogeneidade da amostra
com culturas celulares idénticas, além da economia no custo de reagentes que sdo utilizados
em menor quantidade, sdo vantagens desse tipo de estudo. As desvantagens sao a necessidade

de um ambiente de trabalho asséptico e de treinamento do pesquisador (FRESHNEY, 1990).

A tecnologia de cultura de tecidos foi adotada em muitas situagdes rotineiras, por
exemplo: a andlise cromossomica de células derivadas do utero pode revelar desordens
genéticas na crianca que ainda estd por nascer, infec¢des virais podem ser avaliadas
quantitativamente e qualitativamente em cultura de células apropriadas do hospedeiro, efeitos
toxicos de farmacos e poluentes ambientais podem ser avaliados, etc. Desse modo, a cultura
celular ¢ uma tecnologia indispensavel nos ramos das ci€ncias bioldgicas, pois, fornece as
bases para o estudo da proliferagdo celular, diferenciacdo e formagdo de produtos em
condigdes cuidadosamente controladas. A técnica de cultura celular contribuiu
significativamente na pesquisa do genoma humano e nas vias de sinaliza¢do intra e
intercelular, que regulam a expressdo génica. A cultura celular é utilizada em grande escala
para o crescimento de virus, a producdo de vacinas, o desenvolvimento de anticorpos

monoclonais, a produgdo de substancias farmacéuticas, como hormonios, enzimas, fatores de
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crescimento e coagulacdo, manipulada por técnicas de DNA recombinante (MAcDONALD,
1990). Além disso, os ensaios, in vitro, realizados através do cultivo celular em laboratoérios,
podem substituir experimentos em animais, pois, o sacrificio de animais ¢ visto atualmente
com certa inquietacdo. A opinido publica e os grupos defensores dos direitos dos animais

questionam os aspectos éticos dessas pesquisas (FRESHNEY, 1999).

Outras aplicagdes da cultura de tecidos incluem a cultura de células da epiderme
(GREEN; KEHINDE; THOMAS, 1979) e células endoteliais formadoras de capilares
(FOLKMAN; HAUDENSCHILD, 1980), além do uso de enxertos autdgenos ¢ cirurgias
reconstrutivas utilizando as células do proprio paciente (BURT et al., 1989; DENNIS, 1992).
Indica-se, em alguns casos de queimaduras, realizar uma bidpsia da derme do paciente,
propagar essas células em uma cultura primdria e enxertar essas células cultivadas em
matrizes tridimensionais nas areas mais afetadas pelas queimaduras (BOYCE;

HANSBROUGH, 1988).

Na area odontologica, um grande nimero de estudos experimentais sobre efeitos
adversos extraidos dos materiais dentarios foi publicado nas décadas de 50, 60 e 70. Nesse
periodo, duas principais correntes na literatura podem ser distinguidas, uma conduzia estudos
animais, em que os materiais eram aplicados da forma como seriam utilizados em pacientes e
as reagOes teciduais eram observadas através de técnicas histoldgicas. As técnicas
experimentais envolvendo modelos animais, principalmente primatas ndo-humanos, foram
melhoradas pela padronizacdo das técnicas histologicas e procedimentos de avaliacdao
(LANGELAND et al., 1966; BAUME; HOLZ; FIORE DONNO, 1972). A segunda corrente
concentrou-se em técnicas de cultura celular. Esses métodos tornaram-se disponiveis para a
pesquisa odontoldgica durante a década de 1950, no Japao, e um dos pioneiros neste campo

foi H. Kawahara (KAWAHARA; SHIOTA; YAMAKAWA, 1955). Tang et al. (1999) e
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Huang et al. (2002) avaliaram a citotoxicidade de cimentos adesivos ortodonticos em culturas,

in vitro, de fibroblastos humanos obtidos da cavidade bucal.

Nota-se que desde o desenvolvimento dessa modalidade de estudo, essa disciplina
destaca-se como um instrumento imprescindivel e integrante em diversas areas, como a
genética molecular, a biotecnologia, a imunologia, a cirurgia, a bioengenharia ¢ a fabricagao

de produtos farmacéuticos (LEON, 1993; MASTERS, 2000).

2.2 ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia tecidual caracteriza-se pelo desenvolvimento e manipulacdio de
moléculas, células, tecidos ou o6rgdos para o restabelecimento da fungdo de partes do corpo
injuriadas ou defeituosas. Atualmente, concomitante aos avangos associados na medicina de
transplantes, genética, engenharia biomédica e na engenharia de 6rgaos, a engenharia tecidual
oferece a possibilidade de regeneragdo verdadeira, essencial para as estruturas humanas
danificadas (ASSAEL, 2003). Dessa forma, as estratégias da engenharia tecidual, através do
cultivo celular humano para aplicacdo clinica, estdo sendo desenvolvidas em diferentes
especialidades médicas para reposi¢do de cartilagens, ossos, componentes cardiovasculares e

pele. (MALEKZADEH et al., 1998).

Segundo Ueda et al. (2000), os elementos necessarios para a aplicagdo dos principios
da engenharia de tecidos estdo baseados na triade: (1) cultivo de células apropriadas

(fibroblastos, osteoblastos, células-tronco, entre outras); (2) matrizes (arcaboucgos ou
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“scaffolds") confeccionadas em colageno, osso ou polimeros sintéticos e; (3) adicao de
mediadores soluveis, como fatores de crescimento e adesinas. As matrizes podem ter varias
origens, como os polihidroxialcanoatos, tais como o acido polilatico, acido poliglicolico, poli-
caprolactona (PEGO et al., 2003), hidrogéis a base de colageno, polissacarideos, ou ambos,
tais como o alginato e a quitosana (LEE et al., 2000; PIEPER et al., 1999). As matrizes devem
apresentar integridade estrutural para que novos tecidos se desenvolvam (LEE et al., 2000;
STAMMEN et al., 2001). A engenharia tecidual aponta para o reparo de tecidos e 6rgaos
danificados, porém, ndo causa respostas imunoldgicas ou infec¢des, ndo necessita do uso de

cadaveres e, principalmente, ndo mutila outras regides do paciente.

O cultivo de células é normalmente realizado em placas ou garrafas contendo meios de
cultura que fornecem nutrientes para a viabilidade celular, in vitro. A dificuldade de
transporte das células para um sitio receptor de um ser humano baseia-se no aspecto
bidimensional que caracteriza a cultura, devido as células propagadas formarem uma
monocamada nas placas ou garrafas de culturas. Os carreadores, que fornecem um aspecto
tridimensional para cultura e proliferacao celular, tém sido utilizados para apoio e invasao dos

fibroblastos (ZACCHI et al., 1998).

O cultivo de fibroblastos em matrizes biocompativeis pode ser uma opg¢ao nas terapias
periodontais e periimplantares, que necessitam de aumento de tecido gengival. Grande parte
dos procedimentos cirargicos periodontais € perimplantares reconstrutivos necessita de areas
doadoras intrabucais de tecido mole, com a remocdo de tecido doador do palato, areas
edéntulas, tuber, ou ambas. Tais procedimentos resultam em um pos-operatorio doloroso e

aumento do tempo cirurgico (PINI PRATO et al., 2000).

A reposicao do aparato periodontal através do cultivo celular mostra-se promissora.

Pini Prato et al. (2000) relataram o caso de uma paciente que necessitou de procedimento
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cirrgico periodontal para reposi¢do de mucosa ceratinizada previamente a reabilitagdo
protética. Essa deficiéncia foi tratada por meio de técnicas de engenharia tecidual, que
compreenderam o cultivo primario de fibroblastos, a partir da remocdo cirurgica de uma
bidpsia gengival de aproximadamente 2mm®. Esses fibroblastos foram cultivados em uma
matriz, uma membrana de acido hialuroénico, que foi transportada para o sitio receptor da
paciente. Os autores conseguiram &xito na obtencdo de mucosa ceratinizada, confirmado
através de analise macroscopica e histologica. Portanto, a possibilidade de obtengao de tecido
através da cultura de células, in vitro, com utilizagdo de carreadores pode diminuir o trauma e
o tempo cirurgico. Pini Prato et al. (2003) relataram o sucesso da técnica em 6 pacientes

tratados através da engenharia de tecidos.

Lauer e Schimming (2001) apresentaram em seu trabalho a utilizagdo de enxertos de
mucosa oral através da engenharia de tecidos, utilizando-se células provenientes do palato
duro. O estudo apresentou os resultados clinicos dos procedimentos cirurgicos de enxertia de
mucosa oral em vestibulo apds resseccdo tumoral em 6 pacientes. Concluiram, a partir de
evidéncias clinicas e imuno-histolégicas, que o enxerto autégeno de mucosa oral, obtido por
meio de engenharia de tecidos, pode ser utilizado para a cobertura de feridas na cavidade oral.
Cicatrizagdo tecidual completa e diferenciacdo epitelial normal puderam ser observadas na

area enxertada em um periodo poés-cirurgico de 6 meses.

Bordner e Grossman (2003) relataram o sucesso do uso de enxertos de mucosa em 11
pacientes, por meio de culturas autologas de células da mucosa oral. Apds 3 (trés) semanas da
colocacdo dos enxertos de mucosa cultivada, os sitios apresentaram-se ceratinizados ¢ sem
sinais de infec¢do. Foi encontrada uma mucosa saudavel depois de 3 (trés) meses. Os autores
concluiram que os enxertos de mucosa cultivada sdo uteis em grandes defeitos da mucosa

oral, principalmente apds as patologias.
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A aplicacao de enxertos de mucosa oral gerada, in vitro, em defeitos da cavidade oral
(LANGDON et al.,, 1991), em cirurgias periimplantares (UEDA et al, 1998), em
procedimentos protéticos (BORDNER; GROSSMAN, 2001) e em vestibuloplastias

(RAGHOEBAR et al., 1995) tem sido utilizada com sucesso.

A obtengdo de novo osso para restaurar a fungdo de ossos danificados, traumatizados
ou perdidos ¢ uma necessidade clinica e socio-econdmica. A engenharia tecidual dssea
representa uma estratégia alternativa para a regeneragdo Ossea. Em esséncia, visa a
combinagdo de células maduras ou progenitoras com materiais, matrizes biocompativeis, ou
ambas, com ou sem apropriados fatores de crescimento, para dar inicio ao reparo e

regeneragdo (BROWN; PORTER, 2000).

Borke e Mailhot (1998) isolaram células Osseas intra-orais humanas durante a
preparacdo de sitios para a instalagdo de implantes osseointegrados. Os autores demonstraram
a técnica de obtencdo dos osteoblastos e discutiram os procedimentos para a manutencao da
cultura primdria dessas células. Estabeleceram protocolos de caracterizacdo e concluiram que
a utilizacdo de tecidos intra-orais pode ser util para a pesquisa no campo da engenharia

tecidual.

O uso de células-tronco osteogénicas ou osteoprogenitoras para a reconstrugdo de
tecidos 6sseos ¢ uma area de intensa pesquisa com alto potencial para o sucesso. A migracao
de células-tronco, derivadas da medula para sitios 6sseos, a proliferacdo e a diferenciagdo
nesses sitios teciduais locais evidenciam as possibilidades da utilizagdo de células humanas

osteoprogenitoras no tratamento de deficiéncias 6sseas (UEDA; TOHNAI; NAKAI, 2001).

Vacanti et al. (2003) isolaram células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de 3
(trés) miniporcos Yucatan. Durante a manipula¢do laboratorial, suplementos osteogénicos

foram adicionados. Uma matriz de polimero biodegradavel com formato de condilo
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mandibular foi construida. Foi possivel verificar, apoés o cultivo por células osteoblésticas,
espessura Ossea média de 0,3mm no interior dessas matrizes. Neste estudo preliminar, a
engenharia tecidual O&ssea autdégena foi realizada pela combinagdo de polimeros
biodegradaveis e células-tronco mesenquimais, eliminando a morbidade pos-operatoria

decorrente de um acesso ao leito doador.

O presente ¢ o futuro pertencem ao estudo e pesquisa das células-tronco (células
indiferenciadas), que permitirdo a engenharia tecidual de estruturas organicas complexas,
como dentes, ossos alveolares e estruturas mucogengivais. Esse serd um passo importante

para a promessa da engenharia tecidual nas reconstru¢des verdadeiramente funcionais.

2.3 CONSIDERAGCOES SOBRE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade foi definida por Nardone (1977) como o conjunto de alteragcdes da
homeostase celular, que leva a uma série de modificacdes que interferem na capacidade
adaptativa das células, bem como na sobrevivéncia, reprodugdo e realizagdo de suas fungdes

metabodlicas.

Os teste de citotoxicidade, in vitro, sdo Uteis e necessarios para definir a citotoxicidade
basal, ou seja, a habilidade intrinseca de um composto causar alteracdes e morte celular, como

conseqiiéncias de dano das funcdes celulares basicas (EISENBRAND et al., 2002).
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Os ensaios freqiientemente usados para avaliar a citotoxicidade baseiam-se nas
alteragdes da permeabilidade celular (ex. uso de corantes vitais, tais como azul de Trypan,
preto de naftaleno, eosina, etc.), nas fungdes mitocondriais (ex. ensaio do MTT, XTT, etc.) e
nas alteracdes da morfologia celular e da proliferacao celular (ex. ensaios de proliferacao
celular, ensaios clonogénicos, etc.). Esses ensaios ja estdo estabelecidos para muitos tipos de
células e avaliam diferentes aspectos das fungdes celulares (VLIETINCK; DE BRUYNE;

VANDEN BERGHE, 1997; EISENBRAND et al., 2002).

O primeiro ¢ o mais facil efeito observado ¢ a avaliagdo microscopica das alteragdes
morfoldgicas ocorridas na monocamada de células, traduzidas pela desorganizagdo do tapete
celular, pelo aspecto granuloso, arredondado e/ou vacuolizado das células (STREISSLE;

SCHWOBEL; HEWLETT, 1981).

Outra técnica para avaliar a citotoxicidade ¢ a mensuragdo da viabilidade celular
através do método de exclusdo do corante azul de Trypan, que permite determinar a
integridade das membranas (WILSON, 2000). Esse corante penetra nas células mortas, pois

suas membranas ndo podem mais exclui-lo.

Helbig; Speit (1997) recomendam se trabalhar com amostras com viabilidade celular
acima de 90%, pois abaixo desse valor a citotoxicidade constitui um efeito deletério. Para a
realizacdo do Ensaio do Cometa, idealmente, a viabilidade deve permanecer acima de 90%,
pois a genotoxicidade tem um significado importante quando ocorre em células vidveis, que

foram capazes de sobreviver ao agente citotoxico.
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2.4 CONSIDERAGCOES SOBRE GENOTOXICIDADE

Funcionalmente, os agentes genotoxicos possuem a habilidade de alterar a replicacdo
do DNA e a transmissdo genética. Dessa forma, as medidas de genotoxicidade incluem,

principalmente, danos no DNA, mutacdes e aberracdes cromossomicas (COMBES, 1992).

Os ensaios de genotoxicidade, in vitro, sdo ferramentas sensiveis para a detec¢do da
genotoxicidade e da potencial carcinogenicidade de agentes quimicos ou fisicos
(MCGREGOR; CASCIANO; MULLER, 2000; TICE et al., 2000; EISENBRAND et al.,
2002), podendo ser avaliadas pelos seguintes ensaios: teste de Ames (TRAORE et al., 2000;
FERRER et al., 2002), teste de micronucleos (McGREGOR; CASCIANO; MULLER, 2000;
SILVA et al., 2002), Ensaio do Cometa (TICE et al., 1990; ROJAS; LOPEZ; VALVERDE,

1999; SNYDER; GREEN, 2001), entre outros.

O Ensaio do Cometa ou Single Cell Gel (SCG) Assay ¢ um método de eletroforese em
microgel, utilizado para a deteccdo e quantificagdo de quebras das fitas do DNA em células

individuais, usando microscopia (SINGH et al., 1988; FAIRBAIRN; OLIVE; O’NEIL, 1995).

Rydeberg e Johanson (1978, apud OSTILING; JOHANSON, 1984) foram os
primeiros a quantificar diretamente o dano no DNA de células individuais. Posteriormente,
Ostiling e Johanson (1984) melhoraram a sensibilidade da detec¢io de danos no DNA ao
desenvolverem uma técnica de eletroforese em microgel, na qual as células eram lisadas,
misturadas com agarose e submetidas a eletroforese em condi¢des neutras, permitindo a
deteccdo de quebras das fitas duplas do DNA celular. O nome pelo qual o ensaio tornou-se

conhecido na literatura cientifica deve-se ao fato de que as células com dano aumentado no
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DNA demonstram uma migracao aumentada do DNA cromossdmico do ntcleo celular em
dire¢do ao anodo, o que resulta no formato de um cometa; a quantidade de migragdo do DNA,
a intensidade da fluorescéncia ¢ o comprimento da cauda dos cometas indicam a quantidade
de dano ao DNA celular, induzido pelo agente testado (McKELVEY-MARTIN et al., 1993;
ANDERSON; YU; MCGREGOR, 1998). Singh et al. (1988) modificaram a técnica de
Ostiling e Johanson, utilizando uma eletroforese alcalina (pH>13), capaz de detectar quebras
das fitas simples do DNA em sitios alcali-labeis (FAIRBAIRN; OLIVE; O'NEIL, 1995;
ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999). Partindo-se do principio de que a maioria dos agentes
genotdxicos induz mais quebras em fitas simples do que em fitas duplas do DNA, a versao
alcalina da técnica apresenta maior sensibilidade para a deteccdo da indugdo de danos ao
DNA (SPEIT et al., 1999; SPEIT; HARTMANN, 1999; TICE et al., 2000). Adicionalmente,

Olive; Banath; Durang (1990) desenvolveram um processo de lise celular, também em

condigdes alcalinas, seguido de eletroforese em pH ~12,3. Os métodos de Singh et al. (1988) e

de Olive; Banath; Durang (1990) sdo idénticos no principio e similares na pratica, mas o
protocolo que utiliza pH>13 mostrou-se ser mais sensivel, por possibilitar a expressao
maxima dos danos em fitas simples e em sitios alcali-labeis, sendo o método de escolha para a

identificacdo de agentes genotoxicos, segundo o International Workshop on Genotoxicity Test

Procedures (TICE et al., 2000).

O Ensaio do Cometa ¢ um teste de genotoxicidade que se desenvolveu rapidamente
nos ultimos anos, representando um papel importante em muitas areas (WATERS; STACK;
JACKSON, 1999; COLLINS, 2002). O numero de pesquisadores que utiliza esse teste € o
alcance de suas aplicacdes esta aumentado exponencialmente, podendo o Ensaio do Cometa
ser aplicado na avaliacdo dos efeitos genotoxicos de varios agentes sobre células somaticas e
germinativas in vitro e in vivo (HARTMANN; SPEIT, 1997; SNYDER; GREEN, 2001), nos

estudos de reparo do DNA (LAFFON; PASARO; MENDEZ, 2002), nas aplicagdes clinicas
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(SARDAS et al., 1998), no monitoramento humano (COLLINS et al., 1997; KAN et al.,

2002) e no biomonitoramento ambiental (STEINERT et al., 1998).

As vantagens dessa técnica incluem: 1) sensibilidade para detecgdo de baixos niveis de
dano ao DNA; 2) simplicidade e baixo custo; 3) uso de pequeno numero de células por
amostra; 4) coleta de dados de células individuais, permitindo andlises estatisticas mais
precisas; 5) virtualmente, qualquer populagdo de células eucaridticas pode ser analisada; 6)
uso de pequenas quantidades do material teste, facil aplicagdo e curto periodo de tempo para
concluir o experimento; 7) capacidade para avaliar o dano ao DNA de células ndo
proliferativas e, por ser um ensaio de células individuais, possibilidade de detectar respostas
ndo uniformes numa populagdo mista de células; 8) capacidade para avaliar genotoxicidade
em ensaios in vitro € in vivo (COLLINS et al., 1997; ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999;
TICE et al., 2000). A populacdo de células mais adequada dependera das caracteristicas da
exposicdo, da amostra, do acesso e do objetivo do estudo (ALBERTINI et al., 2000). Segundo
Tice et al. (1990), as unicas desvantagens sdo a necessidade de suspensdes celulares
individuais e o fato de que pequenas amostras celulares podem nio ser representativas da

populagdo celular total.

Devido a grande diversidade de aplicagdes dessa técnica, surgiu a necessidade da
validagdo internacional dos seus procedimentos, a fim de que diferentes laboratorios
pudessem comparar seus resultados (OLIVE, 2002). Algumas padronizagdes ja estdo
disponiveis no International Workshop on Genotoxicity Test Procedures (TICE et al., 2000) e
no International Programme on Chemical Safety (ALBERTINI et al., 2000), os quais
recomendam alguns procedimentos para que o Ensaio do Cometa possa ser utilizado nos

estudos de genotoxicidade.
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A sensibilidade do ensaio permite utiliza-lo como uma potente ferramenta para o
estudo de genotoxicidade, tendo em vista que aproximadamente 85% dos estudos realizados
nessa darea encontraram resultados positivos. Entretanto, s3o necessarios estudos
complementares para investigar a persisténcia, o reparo dos danos observados e suas
correlagdes com aberragdes cromossOmicas, mutagdes ou inducdo da formagdao de
micronucleos. E, mais importante, para a determinacdo do significado bioldgico do dano ao

DNA observado pela técnica (ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999).

A avaliagdo paralela dos danos causados ao DNA, realizada através da analise visual e
do programa analisador de imagens computadorizado, mostrou uma clara correlagdo entre os
escores visuais e os computadorizados, comprovando que, embora o programa analisador de
imagens seja uma ferramenta interessante, o escore visual também fornece informacdes

confidveis e uteis para a analise estatistica dos experimentos (COLLINS et al., 1997).

A andlise estatistica do Ensaio do Cometa deve ser realizada levando-se em
consideracdo a importancia biologica dos dados obtidos, identificando-se o tamanho do efeito,
que podera ser considerado biologicamente importante, e relacionando-o com o poder

estatistico do estudo (LOVELL; THOMAS; DUBOW, 1999).

Para a utilizagdo do Ensaio do Cometa objetivando a avaliagdo de genotoxicidade,
sugere-se que sejam utilizadas, no minimo, 4 (quatro) concentragdes do material-teste,
controles negativos e positivos, sendo realizado 2 (dois) experimentos independentes
(MCKELVEY-MARTIN et al., 1993). Normalmente, utiliza-se o peroxido de hidrogénio
(H20;) como controle positivo. Duas hipoteses sdo sugeridas para explicar o dano induzido
pelo H,O;: a primeira é a formacao de radicais hidroxila (OH), através do processo de catalise
por metais de transi¢do, tipicamente Fe™, sendo esta reacdo denominada reacdo de Fenton

(DREHER; JUNOD, 1996); a segunda hipotese seria a habilidade dos radicais (OH’) e outras
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espécies reativas de oxigénio, que provocam estresse oxidativo, de causar danos no DNA,
através da ativagdo de uma série de eventos metabolicos celulares, permitindo a atividade de
enzimas nucleases, as quais clivam a cadeia de DNA. Ambos os mecanismos podem ocorrer

simultaneamente (HALLIWELL; ARUOMA, 1991).

Concomitante ao Ensaio do Cometa ¢ enfaticamente recomendada uma medida de
citotoxicidade (SPEIT; HARTMANN, 1999). O método freqlientemente utilizado ¢ o teste de
exclusdo pelo corante Azul de Trypan (TICE et al., 1990; SINGH et al., 1991; MIYAMAE et
al., 1998b), que segundo o International Workshop on Genotoxicity Test Procedures deve
resultar em uma viabilidade celular acima de 70%, a fim de evitar resultados falso-positivos
(ANDERSON; YU; MCGREGOR, 1998; TICE et al.,, 2000). Helbig e Speit (1997)
recomendam efetuar o Ensaio do Cometa, se possivel, em amostras com viabilidade celular
acima de 90%, pois a genotoxicidade tem um significado importante quando ocorre em

células viaveis, que foram capazes de sobreviverem ao agente citotdxico.

2.5 ESTUDOS REALIZADOS IN VITRO COM FIBROBLASTOS

Os fibroblastos sdo células encontradas com alta predominancia no tecido conjuntivo.
Na obtencdo de uma cultura celular, a partir de explantes de tecido conjuntivo, por
desagregac¢do enzimatica ou mecanica, ¢ mantida em meios de cultura suplementados com
soro, os fibroblastos proliferam-se rapidamente e tornam-se o tipo celular predominante. Apos

algumas passagens, geralmente, apenas os fibroblastos sdo as células proliferativas
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sobreviventes. Uma das razdes ¢ que a maioria dos meios de cultura disponiveis otimiza e

favorece as linhagens celulares fibroblasticas (SATO et al., 1994).

Kent et al. (1996) avaliaram os efeitos, in vitro, do nimero de passagens de uma
cultura de fibroblastos humanos gengivais sobre a morfologia celular, viabilidade celular e
expressdo de citocinas. A analise compreendeu células da primeira até a décima passagem. A
viabilidade celular permaneceu acima de 90% até a 7 passagem. Os valores obtidos na 8%, 9*
e 10" passagens foram 86%, 93% e 87%, respectivamente. Foi observado um aumento do
volume celular (tamanho celular) e um decréscimo na quantidade celular com o aumento da

idade da cultura. O estudo demonstrou a expressao de IL-1P, IL-6 e IL-8 na cultura de

fibroblastos humanos gengivais e a auséncia de expressao IL-1a e TNF-a.

Essa mudanca de volume (tamanho) celular também foi relatada por Pendergrass;
Angello; Norwood (1989), que avaliaram aproximadamente 70 passagens das culturas de
fibroblastos; os autores observaram volumes originais celulares de aproximadamente
2000um’, enquanto 5000pm’ foram os volumes de células em senescéncia. Além disso,
verificaram perda da capacidade proliferativa em decorréncia da idade da cultura. Isso ndo foi
verificado por Kent et al. (1996), no entanto, esses Ultimos autores trabalharam somente até a

décima passagem.

Almeida-Lopes (1999) desenvolveu uma linhagem de fibroblastos de gengiva humana,
propondo dois modelos de estudo in vitro um com meio de cultivo e SFB a 5% e o outro com
10% de SFB. Analisou a proliferagdo celular através da contagem do niimero de células
existentes antes e depois de receberem irradiacdo com diodos lasers, operando em diferentes
comprimentos de onda. Verificou-se que quando as células receberam irradiagdo com mesma
irradiancia e fluéncia, o comprimento de onda que induziu maior proliferacdo celular foi

aquele situado na regido do visivel. No caso onde se manteve mesma fluéncia, mas diferente
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irradiancia, o melhor resultado foi obtido com radiacao no infravermelho. Em ambos os casos,
os grupos irradiados apresentaram proliferagdo significativamente maior nos grupos

irradiados quando comparados ao controle.

Woollons et al. (1997) avaliaram os danos aos DNA celulares de fibroblastos humanos
causados por camaras de bronzeamento (UVA e UVB) e pela exposicao solar, pois a indugao
de mutagdes ao DNA ¢é um pré-requisito para o desenvolvimento de canceres de pele.
Utilizando-se enzimas especificas de reparo de DNA (endonuclease T4 e endonuclease III) e
o Ensaio do Cometa, avaliou-se a a¢do de duas diferentes camaras de bronzeamento
disponiveis comercialmente. Ficou estabelecido que esses aparelhos produzem diferentes
tipos de dano ao DNA, associados a fotocarcinogénese de células humanas, e as evidéncias
epidemioldgicas existentes confirmam o risco potencial do uso desses aparelhos de

bronzeamento artificial.

Sant’Anna et al. (2002) estabeleceram e caracterizaram uma linhagem continua de
células derivadas de ligamento periodontal (LP) humano. Essas células foram obtidas através
da técnica do explante de tecido removido por raspagem do terco médio das raizes de
terceiros molares extraidos de 3 (trés) pacientes saudaveis. Posteriormente, as células foram
caracterizadas através de microscopia Optica, padrdo de crescimento, testes
imunohistoquimicos, histoquimicos e enzimaticos. Morfologicamente, apresentaram aspecto
fusiforme ou estrelado, compativel com células fibroblasticas. Houve marcagao positiva para
vimentina, osteonectina, fibronectina, sialoproteina o6ssea II e tenascina e negativa para
anticorpos anti-citoqueratina (AE1/AE3), actina de musculo liso e colageno III. 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 FL2,

eram derivadas de LP e, portanto, poderiam ser utilizadas em estudos, in vitro.
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Rossa Junior; Martinez; Silvério (2002) avaliaram, in vitro, o efeito da nicotina sobre a
viabilidade e a morfologia celular utilizando-se uma linhagem continua de fibroblastos. Para
tal, foram formados dois grupos experimentais segundo a dose (0 - controle, 10ug, 100ug,
0,5mg, Img de nicotina) e o tempo de condicionamento (1h e 24h). Cada um dos 12 orificios
de uma placa para cultura celular recebeu 2ml de meio de Eagle e 1ml de suspensdo de meio
de cultura contendo aproximadamente 1x10°células/ml. Foi, entdo, acrescentada a solucdo de
nicotina nas diferentes concentragcdes. Apds o acondicionamento com o farmaco, nos dois
periodos testados, as células foram coradas com Azul de Trypan a 0,4% e observadas em
microscopio de observacao direta. Quanto a morfologia, os resultados obtidos demonstraram,
no grupo acondicionado por lh, que os controles apresentaram diferengas estatisticamente
significantes apenas em relagdo a maior dose de nicotina; no entanto, foram encontradas
diferencgas estatisticamente significantes entre o controle e todas as concentracdes, apds 24h
de condicionamento. Quanto a viabilidade celular, um maior nimero de células ndo viaveis
foi observado nas diferentes concentracdes de nicotina em comparagdo aos controles, tanto
apos 1h quanto 24h de condicionamento (p < 0,05). Em ambos os periodos, houve uma
tendéncia significativa de aumento do numero de células nao vidveis com o aumento da dose
de nicotina (p = 0,0053; p = 0,00001 ap6s 1h e 24h, respectivamente). Portanto, concluiu-se
que a nicotina pode alterar in vitro a viabilidade e a morfologia de fibroblastos de forma

proporcional a dose e ao tempo de exposicao.

Andrighetti-Frohner (2003) avaliou a citotoxicidade e a genotoxicidade da violaceina,
metabolito da bactéria Chromobacterium violaceum, sobre culturas de células VERO
(fibroblastos de rins do macaco verde da Africa), células FRhK-4 (células fetais de rins de
macacos rhesus), células Hep-2 (células de carcinoma de orofaringe humana) e células
MA104 (fibroblastos obtidos a partir de rins embrionarios do macaco rhesus). A viabilidade

celular de seus controles negativos (onde a violaceina ndo foi empregada) permaneceu acima
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de 90% para todas as linhagens celulares. Os danos aos DNA celulares, determinados através
do Ensaio do Cometa, encontrados com o uso do peroxido de hidrogénio a 200um, foram de
153,33 £ 12,81, 145,17 £ 3,03, 142,83 £ 5,06 ¢ 131,33 £ 4,63 para as células VERO, FRhK-4,
MA104 e Hep-2, respectivamente. Os danos encontrados em seus controles negativos foram
de 12,67 + 1,30, 20,50 £+ 0,58, 33,33 £+ 3,76 e 23,67 + 6,84 para as mesmas linhagens
celulares. O estudo verificou que a violaceina teve efeito citotoxico e genotoxico,

concentracdo-dependente, nas diferentes linhagens celulares.

2.6 ORIGEM DOS FIBROBLASTOS

O periodonto ¢ um tecido altamente complexo e especializado composto de tecidos
duros e moles. Os fibroblastos, células residentes e predominantes nos tecidos moles
periodontais, sdo responsaveis pela produ¢do e manutencdo da matriz extracelular (TEN

CATE, 1989).

Alguns estudos sugerem a heterogeneidade dos fibroblastos presentes nesses tecidos
com fendtipo Unico e atividade funcional distinta (FRIES, 1994). Enquanto os fibroblastos
gengivais garantem a sintese e integridade do tecido conjuntivo gengival, os fibroblastos dos
ligamentos periodontais com fungdes especializadas sdo responsaveis pela formacdo e
manuten¢do do ligamento periodontal, além do reparo, remodelamento e regeneragdo do

cemento e osso alveolar adjacente, in vivo (NYMAN et al., 1982).
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Em nossa dissertacao, a escolha do cultivo de fibroblastos gengivais eliminando os
ceratinocitos reside no fato demonstrado por Loe et al. (1971 e 1974) de que a ceratinizagao
do epitélio bucal ¢ controlada por estimulos morfogenéticos do tecido conjuntivo subepitelial.
Dessa forma a cultura de fibroblastos existentes no tecido conjuntivo da mucosa ceratinizada

foi nossa primeira opg¢ao de cultivo.
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3 PROPOSIGAO

3.1 OBJETIVOS GERAIS

— Estabelecer um protocolo preliminar de cultura de fibroblastos de gengiva
humana, oriunda de um sitio bucal clinicamente saudavel (auséncia de

sangramento a profundidade de sondagem).

— Estabelecer uma linhagem celular a partir do cultivo primario de fibroblastos de

gengiva humana, proveniente de um sitio clinicamente saudavel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nos fibroblastos, ap6s seu isolamento e cultivo in vitro:
— a viabilidade celular, através do método de exclusdo pelo Azul de Trypan;

— as possiveis alteragdes no DNA celular, através do Ensaio do Cometas.
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4 MATERIAL E METODOS

Esse item foi dividido em capitulos para a maior compreensao do leitor. O item 4.1
aborda os meios de cultura e reagentes freqiientemente utilizados em todas as fases do
experimento. O item 4.2 engloba desde a obtencao da amostra até o estabelecimento de uma
cultura primaria e linhagem celular, além de apresentar uma visdo global do experimento
(itens 4.2.2 e 4.2.3). Os itens 4.3 e 4.4 detalham os testes de citotoxicidade (viabilidade

celular) e genotoxicidade (danos aos DNA celulares), respectivamente.

4.1 MEIO DE CULTURA E REAGENTES

4.1.1 Meio de cultura

O meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma, Sigma
Chemical CO., EUA) foi utilizado para crescimento e manutencdo das células. O meio de
cultura ¢ constituido de nutrientes (vitaminas, proteinas, fatores de crescimento, etc.)

necessarios para o crescimento celular e mantém o pH e a osmolaridade compativeis com a
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viabilidade celular. A regulagem da temperatura e dos niveis de O, e CO, da estufa deve ser
realizada (37°C e 5% de CQO,), pois o CO; influencia também na proliferagdo celular através
da participag@o na biossintese das bases puricas e pirimidicas. A atmosfera dentro da estufa
deve ser saturada com vapores d'agua a fim de prevenir a evaporagdo ¢ o aumento da
osmolaridade do meio. O pH do meio permaneceu entre 7,2 - 7,4; caso necessario, seria
ajustado com NaHCOj; (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA) ou HCI (Sigma, Sigma Chemical

CO., EUA).

4.1.2 Soro fetal bovino

O soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) foi adicionado ao meio
de cultura na concentragdo de 10% para permitir a manutengao e proliferagdo das células em

cultura. Para cada 100ml de meio, 10ml de SFB foi acrescentado.

4.1.3 Antibiéticos e antifungico

Antibidticos e antifungico (PSA) (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) foram
adicionados ao meio para evitar a contaminacdo das culturas por bactérias, fungos e
leveduras, na propor¢do de 1%, ou seja, para cada 100ml de meio, foi acrescentado 1ml de
penicilina/estreptomicina/anfoterecina B (10000U penicilina, 10000ug estreptomicina e 25ug

anfoterecina B) .
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4.1.4 Tripsina

A tripsina (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA) ¢ uma enzima do grupo das proteases,
que catalisam reagdes de quebra da cadeia polipeptidica em determinadas seqiiéncias de
aminoacidos. Esta enzima ndo requer a presenga de co-fatores e ¢ muito utilizada em culturas
celulares, que necessitam de um suporte para se fixarem e proliferarem. Ela age, entdo, sobre
as proteinas que permitem a fixacdo das células no suporte, liberando-as. A tripsina deve ter
sua agdo proteolitica inibida, apds o descolamento das células, para evitar a citolise. Esta
inibigdo ¢ feita através da adi¢do de SFB as células. Nos experimentos, no momento da
formacgdo de subculturas de culturas confluentes foi utilizada tripsina de pancreas de porco a

0,25% (tripsina: EDTA 1: 250). Volume por garrafa: 0,5ml.

4.1.5 Solugao salina de fosfato tamponada

A solucdo salina de fosfato tamponada (PBS) ¢ uma mistura de sais que promove a
remogdo de restos organicos e celulares. E utilizado para a lavagem das células. Possui pH em
torno de 7,0. E composto de 8,0g de NaCl (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA), 0,2g de KCl
(Sigma, Sigma Chemical CO., EUA), 1,44g de Na,HPO, (Sigma, Sigma Chemical CO.,
EUA), 0,24g de KH,PO4 (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA) em q.s.p. para 11 de 4gua Milli-

Q (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, Sdo Paulo, Brasil).
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4.2 CULTIVO CELULAR

4.2.1 Obtencao da amostra

O material para o cultivo celular foi obtido de gengiva humana. Foi selecionado um
individuo, sexo masculino, ndo fumante, 37 anos, cuja anamnese revelou estado sist€émico
normal. O individuo ndo relatou o uso de qualquer tipo de medicamento. O voluntario foi
submetido a uma bidpsia (explante) de aproximadamente 20mm® (4x5mm) de mucosa
ceratinizada (epitélio e tecido conjuntivo) da regido retromolar (FIG. 1), através de cabo de
bisturi n® 3 e lamina cirargica n° 15C, sob anestesia local, em condi¢des de assepsia e
antissepsia compativeis ao ambiente ambulatorial. Foi indicado um procedimento periodontal
cirargico de cunha distal neste sitio doador, de modo a favorecer a higienizacdo do individuo.
Antes da realizagdo da cirurgia, o individuo foi informado sobre o projeto e optou por
participar do mesmo por livre e espontanea vontade, com consentimento informado (Projeto
de Pesquisa n° 200/03 aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos da

Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC) (ANEXOS).

Apobs coleta da amostra (explante), a mesma foi lavada em soro fisiologico 2x,
colocada em uma garrafa de cultura de 25cm® contendo meio DMEM, suplementado com
10% de SFB e 1% de PSA, mantido a 37°C e transferida para o Laboratorio de Virologia

Aplicada da UFSC.



Figura 1 — Biopsia (explante) de aproximadamente 20mm? (4x5mm), obtida da
regido retromolar.

44



4.2.2 Desenho proposto do experimento

Inicialmente, o fluxograma proposto para a realizagao da pesquisa foi o seguinte:

Biopsia Gengival
20 mm’

Remocao do tec. epitelial
Fragmentacao 15 explantes
(1mm?)

Divisdo dos explantes.

(5 garrafas de cultura)

45

1* Garrafa
(Cultura primaria)

2% Garrafa

(Cultura primaria)

3% Garrafa 4?® Garrafa

(Cultura primaria) (Cultura primaria)

5% Garrafa

(Cultura primaria)

6" passagem 6" passagem 6" passagem 6" passagem
Tratamento Tratamento 2h Tratamento
(meio) (Apenas meio de cultura) (H20,)
Controle Grupo Grupo Grupo Controle
Negativo Teste Teste Teste Positivo
Viabilidade Viabilidade Celular > 90% Viabilidade
Celular (Aceitagdo e continuagdo experimento) Celular
Ensaio do Ensaio do Cometa Ensaio do
Cometa (3 laminas por garrafa) Cometa
(3 laminas) (3 laminas)
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4.2.3 Desenho do experimento realizado

Abaixo, segue o fluxograma do trabalho realizado.

Biopsia Gengival
20 mm®

Remocao do tec. epitelial
Fragmentacao 15 explantes
(1mm?)

Divisdo dos explantes.
(5 garrafas de cultura)

1? Garrafa 2% Garrafa 3% Garrafa 4® Garrafa 5% Garrafa
(Cultura primaria) (Cultura primaria) (Cultura primaria) (Cultura primaria) (Cultura primaria)
6" passagem 6" passagem 6" passagem 6" passagem 6" passagem

Tratamento 2h Tratamento
(Apenas meio de cultura) (H20,)
Grupo Grupo Grupo Grupo Controle
Teste Teste Teste Teste Positivo
Viabilidade Celular > 90% Viabilidade
(Aceitagdo e continuacao experimento) Celular
Ensaio do Cometa Ensaio do
(3 laminas por garrafa) Cometa
(3 laminas)

OBS.: O grupo controle negativo foi excluido, pois a cultura primaria, que ndo sofreu nenhuma passagem,
ndo forneceu quantidade suficiente de células para a realiza¢do do Ensaio do Cometa.
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4.2.4 Cultura primaria

O protocolo de cultura utilizado foi aquele proposto por Kuru et al. (1998) com
modifica¢gdes. Estas foram realizadas durante o desenvolvimento do trabalho, de acordo com
as necessidades, dificuldades e oportunidades de ado¢do de alteragdes pertinentes. Todos os
procedimentos para a obtencdo do cultivo primario de fibroblastos gengivais humanos foram
realizados sob capela de fluxo laminar (VECO, Campinas, Brasil), em temperatura ambiente,
entre 25 e 28°C, em um laboratorio de seguranga do tipo P2, preparado para a manipulacio de
microorganismos pertencentes ao grupo de risco 2 (risco individual moderado e risco coletivo
limitado; microorganismos que podem provocar doengas no homem, com pouca
probabilidade de alto risco para os profissionais do laboratorio), assegurando maior protecao
aos pesquisadores. Todas as substincias liquidas foram quantificadas com o auxilio de

micropipetas automaticas.

A amostra de 20mm® foi lavada (FIG. 2) por 2 vezes com solugdo salina de fosfato
tamponada (PBS) e, posteriormente, o tecido epitelial foi removido com o auxilio de cabo de
bisturi n° 3 e ldmina cirargica n° 15, em placas de Petri de 60mm de didmetro, que continham
5ml do meio de cultura. A escolha do cultivo de fibroblastos gengivais eliminando os
ceratinocitos reside no fato demonstrado por Loe et al. (1971 e 1974) de que a ceratiniza¢ao
do epitélio bucal ¢ controlada por estimulos morfogenéticos do tecido conjuntivo subepitelial.
Apdés a desepitelizacdo, a amostra foi fragmentada em 15 partes (explantes) de
aproximadamente Imm? (FIG. 3). Em cada uma das 5 (cinco) garrafas de cultura de 25¢cm?,
previamente pré-incubadas a 37°C, 5% de CO, (FIG. 8) com 2ml do meio de cultura
devidamente suplementado, por 20min., para equilibrio da fase gasosa, 3 (trés) explantes
foram adicionados concomitante a colocagdo de mais 2ml de meio de cultura (FIG. 4). As

garrafas de cultura permaneceram invertidas por 2h na estufa a 37°C, 5% de CO, (NUAIRE™
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US AUTOFLOW CO, Water Jacketed Incubator, EUA) para aderéncia dos explantes ao
substrato. Apds, as garrafas de cultura foram colocadas na sua posi¢ao original e checou-se o
crescimento celular, diariamente, através de um microscépio de fase invertida (40x a 200x,

Olympus, Japao).

Figura 2 — Lavagem da amostra com PBS, com o auxilio de uma micropipeta.

Figura 3 — Fragmentagdo da amostra, aproximadamente 1mm? cada explante.
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Figura 4 — Colocagao de um explante numa garrafa de cultura. Cada uma das cinco
garrafas recebeu 3 explantes.

Quando uma subconfluéncia de aproximadamente 70% foi atingida, as células foram
tripsinizadas (para obter individualizacdo celular) e essa cultura primaria deu origem a uma
nova subcultura na proporcao de 1:1. Na primeira passagem, os explantes foram removidos. A
subcultura, ou passagem de células de uma garrafa para outra, geralmente implica na
subdivisdio de uma populagdo celular proliferativa capaz de perpetuagdo através de
estabelecimento de uma linhagem celular. O numero de passagem significa o nimero de

vezes que uma cultura foi subcultivada.

O meio de cultura foi trocado a cada 4 (quatro) dias substituindo-se apenas metade do
conteudo das garrafas de cultura, ou seja, 2ml de meio de cultura novo. A alteracdo da
coloragdo do meio de cultura, que indica atividade metabdlica celular e alteragdo de pH, foi

controlada diariamente.
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4.2.5 Linhagem celular

A confluéncia celular foi verificada em microscopio invertido, indicando modulacao
da atividade mitdtica celular. As células em cultivo sofrem um fendmeno que se conhece por
inibi¢do de contato, pois quando uma célula contata ao seu redor com outra célula e forma

uma monocamada, inibe-se o processo mitdtico (ALBERTS et al., 1989).

Para perpetuagdo dessa linhagem celular, o meio de cultura foi removido e essas
células foram lavadas por 2 (duas) vezes com PBS (0,2ml/cm?) e retiradas de seu substrato
pela acdo da tripsina (500ul), durante Smin a 37°C (tripsinizag@o). A inativagdo da tripsina foi
realizada pela adi¢ao de 4ml de meio de cultura (DMEM/SFB/PSA). Posteriormente, as 5
(cinco) garrafas retornaram para a estufa de CO, onde permaneceram incubadas e monitoradas

diariamente até que nova subconfluéncia fosse atingida.

Na 6 passagem, as amostras celulares foram removidas das 5 (cinco) garrafas de
cultura para analise da viabilidade celular e danos ao DNA e as células remanescentes foram

congeladas para estocagem.

4.2.5.1 Escolha da 6® passagem

De acordo com Freshney (1999), linhagens celulares com poucas passagens sio
instdveis e necessitam de um periodo de adaptacdo em culturas. No caso de fibroblastos
humanos, estas culturas tornam-se estaveis e consistentes apds a 5 passagem e assim
permanecem até a 35 passagem. A utilizagdo de células deve ser feita apds o periodo de
adaptacdo e previamente a senescéncia. Almeida-Lopes (1999) utilizou fibroblastos humanos

na 6" passagem em seus experimentos com o uso do laser. Huang et al. (2002) escolheram
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células da 5" a 7° passagens para avaliar a citotoxicidade de cimentos adesivos ortodonticos
sobre fibroblastos gengivais enquanto que para a mesma finalidade, Tang et al. (1999) usaram

células da 6 passagem.

4.2.6 Congelamento e descongelamento celular

Os protocolos de congelamento e descongelamento adotados foram aqueles elaborados
por Juliane Aratjo Greinert, revisados por Ryane L. Hess e Caroline Rigotto, modificados por
Cibele Marina Gaido e aprovados pela Prof. Dra. Claudia Maria Oliveira Simdes, co-
orientadora deste trabalho, em 23/05/2000, utilizados no Laboratério de Virologia Aplicada

da UFSC (Comunicagdo pessoal). Os passos foram os seguintes:
1) Congelamento de células
a) Preparar previamente o meio para congelamento em banho de gelo:
— 5ml de meio de crescimento

—  4ml de SFB (40%) > USAR 1,8ml por criotubo

— 1ml de DMSO (10%) )
ATENCAO: Dimetilsulfoxido (DMSO) ¢ toxico a altamente inflamavel.
b) lavar o tapete celular 3x com PBS;

c) tripsinizar as células, controlando o descolamento das células pelo

microscopio;
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d) adicionar 10ml de meio de crescimento suplementado com 10% SFB + 1%

PSA;

e) transferir a suspensdo celular para o tubo de centrifuga;

f) centrifugar a 1000rpm por 3 a Smin;

g) aspirar o meio (descarte), com muito cuidado para ndo aspirar as células do

fundo do tubo;

h) adicionar rapidamente no tubo de 15ml, 3,6ml de solugdo de congelamento,
homogeneizar e transferir para um criotubo (1,8ml cada a ser realizado em

banho de gelo);

1) colocar os criotubos nos Mr. Frozen®, ndo esquecendo de checar o nivel de

alcool etilico 96°GL;

j) colocar o Mr Frozen® no freezer (—80 °C), no minimo, por 12h, ¢ no maximo

por 24h;

k) Transferir para o container de nitrogénio liquido a —126 °C (MVE Inc., EUA).

2) Descongelamento de células

a) Descongelar o criotubo em temperatura ambiente;

b) centrifugar o criotubo em velocidade de 1000rpm (350Xg) por 2min.
Desprezar o sobrenadante e ressuspender as células em meio de crescimento

suplementado + 10% SFB E 1% PSA;
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¢) colocar todo o conteudo do microtubo em uma garrafa pequena destinada ao

cultivo das células;

d) adicionar o mesmo meio de crescimento: meio de cultura/PSA 1% + 10%

SFB;

e) incubar a 37°C em estufa de CO; a 5% por 1h;

f) durante o tempo de incubacdo as células formardo tapete. Apos esse periodo,
retirar cuidadosamente o meio presente e adicionar uma nova quantidade do

meio de crescimento;

g) colocar novamente na estufa de CO,.

4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

4.3.1 Avaliagao microscopica das alteragoes celulares

Qualquer adversidade da cultura celular, que compreende a desorganizacao do tapete
celular, bem como o aspecto granuloso e arredondado das células, e conseqiientemente, o
aparecimento de alteracdes morfologicas celulares, foi monitorada diariamente em

microscopio de fase invertida (STREISSLE; SCHWOBEL; HEWLETT, 1981).
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4.3.2 Avaliagao da viabilidade celular através do método de exclusao do
corante azul de Trypan

Diferentes técnicas de coloragdo (cristal violeta, cosina, vermelho neutro, azul de
Trypan, etc.) sdo usualmente utilizadas para avaliar a citotoxicidade de substancias. Neste
trabalho foi utilizado o teste de exclusdo com o azul de Trypan (MERCK, Rio de Janeiro,
Brasil), um corante marcador para células mortas. Este fendmeno de permeabilidade da
membrana celular permite estimar indiretamente o grau de integridade da mesma. O

percentual de células ndo coradas representa o indice de viabilidade celular (WILSON, 2000).

Apos a confluéncia das garrafas de cultura que se encontravam na 5° passagem, todo o
meio de cultura (DMEM/SFB/PSA) foi removido e substituido apenas por 4ml meio de
cultura DMEM, com exce¢do da garrafa do controle positivo, que recebeu novo meio de
cultura DMEM associado com peroxido de hidrogénio (ver item 4.4.2). Ap6s um periodo de
incubacdo de 2h a 37°C, as células foram tripsinizadas, conforme ja descrito anteriormente. A
inativagdo da tripsina foi realizada com o acréscimo de 3ml de meio de cultura suplementado
com 10% de SFB. Foi removida uma aliquota de 2ml dessa suspensao celular, de cada uma
das 5 (cinco) garrafas, e acondicionada em microtubos de 2ml. Os microtubos foram
centrifugados por 4min a 1000rpm/350Xg (Centrifuga 5410 Geritebau. Alemanha). Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento (pellet) foi ressuspendido em 125ul de
meio de cultura DMEM. Uma nova aliquota de 25l dessa nova suspensdo foi homogeneizada
em um novo microtubo com mais 50ul do corante azul de Trypan (solugdo de 0,4% em PBS)
e 25ul de meio de cultura. Os 100pul restantes da suspensao celular foram utilizados no Ensaio
do Cometa (QUADRO 1). As contagens foram realizadas em camaras de Neubauer (FIG. 5 e
6). As células coradas em azul representam as células mortas, enquanto que as células que nao

foram coradas representam as células viaveis. A viabilidade celular deveria permanecer acima
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de 90% (HELBIG; SPEIT, 1997) para que o protocolo preliminar de cultura proposto fosse

aceito e o experimento pudesse continuar.

Figura 5 — Utilizagdo da Camara de Neubauer, com o auxilio de micropipetas, para
a avaliagao da viabilidade celular.

Figura 6 — Visualizagdo em microscopia de fase invertida da Camara de Neubauer. A contagem de
células coradas e ndo-coradas fornece o indice de viabilidade celular.
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4.4 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE ATRAVES DO ENSAIO DO COMETA

Neste trabalho, foi utilizada o Ensaio do Cometa/SCGE (Single Cell Gel
Eletrophoresis), proposta por Singh et al. (1988), com algumas modificacdes na preparagao
das laminas propostas por Klaude et al. (1996) e Segundo as recomendagdes do International

Workshop on Genotoxicity Test Procedures (TICE et al., 2000).

4.41 Preparacao da suspensao celular

Ap6s a verificagdo da viabilidade celular, os restantes 100ul daquela suspensdo foram
adicionados a 200ul de agarose (Gibco) de baixo ponto de fusdo para formar a segunda
camada sobre as laminas de microscopio (ver item 4.4.3.2). Foram preparadas 4 (quatro)
laminas com 75ul cada, para cada garrafa de cultura, das quais, apenas trés foram usadas para

analise (QUADRO 1).
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1* Garrafa 2% Garrafa 3*Garrafa 4* Garrafa 5% Garrafa
(5% passagem) (5% passagem) (5% passagem) (5% passagem) (5" passagem)
- Remogio do meio de cultura (DMEM/SFB/PSA) Tratamento

- Colocagao de meio de cultura DMEM (H,0O,)
Incubagdo a 37°C, 5% de CO,
(2h)
Tripsinizacdo e Inativagdo com 3ml de meio (DMEM/SFB/PSA)
(6" passagem)

Aliquota 2ml Aliquota 2ml Aliquota 2ml Aliquota 2ml Aliquota 2ml
(microtubo) (microtubo) (microtubo) (microtubo) (microtubo)

Centrifugacdo por 4min a 1000rpm

Desprezo do sobrenadante

Ressuspensdo em 125ul de meio DMEM

Suspensao celular (25ul)
Viabilidade Celular

Suspensao celular (100pl)

Ensaio do Cometa (4 1Aminas)

Leitura de 3 laminas

Esquema cego

Quadro 1 — Fluxograma das etapas propostas para a determinac¢ao da viabilidade celular
e a realizagao do Ensaio do Cometa.

4.4.2 Preparacao dos controles

Os controles positivo e negativo, além de auxiliarem na verificagdo das condig¢des

experimentais, funcionam como padrdes no estabelecimento da classificagdo dos danos no

DNA.
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Como controle positivo foi utilizado o peroxido de hidrogénio (Nuclear, Diadema,
Brasil), que ¢ conhecido por causar danos no DNA através da geragdo de radicais de oxigénio
(ANDERSON et al., 1994). O controle positivo (H,0,) foi preparado na concentragdo de
200uM a partir de uma solugdo a 30% de H,O, (Nuclear), que foi entdo incubada com células

de uma das garrafas de cultura, a 37° C, durante 2h.

O controle negativo deveria ser uma garrafa de cultura que sofresse o menor estresse
possivel, ou seja, o frasco da cultura primaria. Porém o frasco escolhido ndo ofereceu uma

quantidade de células suficientes para realizar o ensaio.

4.4.3 Preparacao das laminas

Segundo a técnica original de Singh et al. (1988), as l1aminas deveriam ser preparadas
como um sanduiche de 3 (trés) camadas de agarose sobre laminas de microscopio
completamente foscas. Conforme as modificagdes propostas por Klaude et al. (1996), foram
utilizadas laminas de microscopio foscas apenas numa das extremidades. A vantagem da
utilizagdo de laminas lisas, como descrito acima, ¢ de que nao ha formacao de background,
tdo comum quando se utilizam laminas foscas, além do que, ap6s a eletroforese, as laminas
poderao ser secas e fixadas em metanol, o que permite a estocagem das mesmas até a analise.
Ap6s coloracdo e andlise, as laminas podem ainda ser secas novamente e guardadas sem que

haja perda importante de material ou altera¢do na aparéncia dos cometas.
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4.4.3.1 Primeira camada

Laminas de microscopio, foscas apenas em uma extremidade, limpas com etanol antes
do uso, foram mergulhadas numa solucdo de agarose a 1,5% em PBS livre de ions célcio e
magnésio, com ponto de fusdo normal (Normal Melting Agarose, NMA, Gibco) a 56 C. Apos,
o lado inferior das laminas foi limpo e as mesmas foram armazenadas a 4 C. As laminas

foram codificadas na extremidade fosca.

4.4.3.2 Segunda camada

A suspensdo celular (100ul) previamente preparada foi dispersa em 200ul de uma
solugdo de agarose de baixo ponto de fusdo (Low Melting Agarose, LMA, Gibco ) a 0,5% em
PBS, mantida a 37 C. Imediatamente apds a mistura, essa suspensio foi disposta sobre uma
lamina previamente preparada (pré-cobertura) e, entdo, coberta com uma laminula de
24x60mm. As laminas foram deixadas sob refrigeragdo (4 C) por 15min para a solidificacio
da agarose. A partir deste momento, as laminas foram protegidas da luz com papel aluminio,

para prevencao de danos adicionais ao DNA.

4.4.4 Lise celular

Apbs, as laminulas foram retiradas e as ldminas foram submersas numa solugao de lise
recém-preparada e mantida a 4 C, por um periodo ndo inferior a 1h. A solugdo de lise ¢
composta por NaCl (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) 2,5M, EDTA (MERCK, Rio de
Janeiro, Brasil) 100 mM, Tris-HCI (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA) 10mM. Uma solu¢do

de NaOH (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) foi adicionada em q.s.p. para obter pH 10. No
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momento do uso, acrescentou-se 10% de DMSO (Nuclear, Diadema, Brasil) e 1% de Triton
X-100 (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA). As laminas podem ser mantidas na solugdo de

lise por até 30 dias.

A solucdo de lise é uma solugdo detergente com altas concentragdes de sais, que

promove a desintegragdo das membranas celulares.

4.4.5 Tratamento alcalino e eletroforese

Ap6s a lise celular, as laminas foram submetidas ao tratamento alcalino em solucao
tampao de pH 13 (300mM de NaOH e 1mM de EDTA), previamente refrigerada, em banho
de gelo, por 30min. A corrida de eletroforese foi efetuada numa cuba horizontal disposta em

um banho de gelo, com voltagem e amperagem constantes, a 25V e 280-300 mA, por 30min.

Durante o tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e desespirilizacdo dos sitios de

rompimento da molécula de DNA (ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999).

4.4.6 Neutralizagao e coloragao

Apds a corrida eletroforética, as laminas foram neutralizadas com uma solucdo de
neutralizagdo (0,4M de Tris-HCI, pH 7,5) por 5Smin, repetindo-se o procedimento 3 (trés)

VEZES.

Em seguida, as laminas foram coradas com 30ul de uma solugdo aquosa de brometo

de etideo (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA) a 20pg/ml (um agente intercalante de DNA que
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emite fluorescéncia quando exposto a radiagdo UV) e observadas ao microscopio de
epifluorescéncia (Olympus BX 400), aumento de 400x, com filtro de excitacdo de 515-

560nm, com filtro de barreira de 590nm.

4.4.7 Analise dos cometas

A andlise dos cometas foi realizada visualmente em esquema cego, conforme a
classificagdo proposta por Kobayashi et al. (1995), seguindo algumas modificagdes

introduzidas por Miyamae et al. (1998b).

No microscépio de epifluorescéncia foram examinadas ao acaso 50 células, na regido
central de cada lamina codificada e os danos foram classificados em func¢do da forma e do
comprimento das caudas dos cometas: classe 1, sem cauda; classe 2, cometas com pequenas
caudas (caudas com comprimento <25% do didmetro da cabeca); classe 3, cometas com
caudas médias (caudas com comprimento entre 25% e 100% do didmetro da cabega); classe 4,
cometas com caudas longas (comprimento da cauda > diametro da cabega); e classe 5,

cometas mal definidos ou com cabecas pequenas (FIG. 7).
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CLASSE 1 CLASSE 2

CLASSE 3 CLASSE 4

CLASSE 5

Figura 7 — Classificagdo das classes de cometa, segundo Kobayashi et al. (1995), com modificagbes
Miyamae et al. (1998a).

Ap6s a classificacdo das células, cada uma pertencendo a uma das cinco classes, foi
realizado um escore visual (MIYAMAE et al., 1998a), no qual foram atribuidos valores de 0
(zero), que significava auséncia de dano referente ao cometa classe 1 para nucleos intactos, a
4 (quatro), que consistia de dano méaximo referente ao cometa classe 5. Dessa forma, o escore
total de 50 (cinqiienta) células variou de zero (totalmente sem danos) a 200 (totalmente

danificadas).
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4.5 AVALIACAO DOS DADOS

O protocolo de cultura de fibroblastos gengivais humanos foi realizado em
quintuplicata na fase de cultivo primario. As 5 (cinco) garrafas de cultura primdria sofreram 6
(seis) passagens assim que atingiram a subconfluéncia celular, dando origem a uma cultura
celular continua. Foi realizada a andlise da viabilidade celular dessas culturas e o protocolo de
cultura seria considerado exitoso quando a viabilidade celular estivesse acima de 90% nos 4

(quatro) frascos dos Grupos-Teste (exce¢do do controle positivo).

O efeito dos tratamentos das células em relagdo a intensidade e freqiiéncia da
formacgao de cometas foi analisado utilizando a andlise de variancias (ANOVA), com nivel de
significancia de 5% e 1%. Ap0s, foi utilizado o teste de Tukey a 5% e 1% para identificar

diferengas significantes ou ndo entre os grupos.
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5 RESULTADOS

5.1 ESTABELECIMENTO DA CULTURA PRIMARIA E DA LINHAGEM DE
FIBROBLASTOS.

A cultura primaria nas 5 (cinco) garrafas de cultura foi obtida em 25 dias (FIG. 8 ¢ 9).
As subculturas, realizadas até a 6" passagem o que estabeleceu uma linhagem celular, foram

obtidas apds um periodo de 10 dias, em média (FIG. 10).
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Figura 8 — Cultura primaria de fibroblastos observada ao redor dos explantes, apos 17 dias, em
microscoépio de fase invertida. 400X.
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Figura 9 — Cultura primaria de fibroblastos observada ao redor dos explantes, apos 23 dias, em
microscoépio de fase invertida. 400X.

Figura 10 — Linhagem celular de fibroblastos, obtida apds a 6° passagem, com subconfluéncia de
70%, observada em microscopia de fase invertida. 400X.
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5.2 AVALIACAO MICROSCOPICA DAS ALTERACOES CELULARES

Durante todo o periodo do experimento, ou seja, desde a cultura primaria até a 6°
passagem, ndo foram observadas alteracdes morfoldgicas celulares nem desorganizagdo do

tapete celular (dados ndo mostrados).

5.3 AVALIAGAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular obtida das suspensdes celulares das 4 (quatro) garrafas dos
Grupos-Teste ¢ da garrafa Controle Positivo encontra-se na TAB. 1. A viabilidade celular das
4 (quatro) garrafas dos Grupos-Teste deveria ser acima de 90% para aceitagdo do protocolo de
cultura. Como foi obtido um valor de 87,62% em uma das garrafas, realizou-se um teste de
proporgdes (p=90%) e demonstrou-se que esta diferenca ndo era significante a 1% (TAB. 1).
Além disso, a média ponderada para os Grupos-Teste foi 91,54% (FIG. 11) e o desvio padrdo
foi 2,40. Dessa forma, o protocolo de cultura pdde ser considerado exitoso. Esse mesmo teste
de propor¢des indicou que o valor obtido do Controle Positivo foi diferente estatisticamente

de 90%.
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Tabela 1 — Resultados da determinacdo da viabilidade celular de fibroblastos de
gengiva humana sem tratamento algum (1% a 4* garrafas) e tratados com
200uM de peréxido de hidrogénio (5% garrafa), através do método de

exclusdo do azul de Trypan.

Garrafas de cultura Viabilidade celular (%)
Grupo Teste (1° garrafa) 92,83
Grupo Teste (2° garrafa) 91,24
Grupo Teste (3 garrafa) 92,56
Grupo Teste (4” garrafa) 87,62
Controle Positivo (5" garrafa) 71,30*

* teste de proporgdes (p=90%) — significante a 1%.

Figura 11 — Analise da viabilidade celular em camaras de Neubauer (400X). As células ndo coradas

s&o viaveis, enquanto que as coradas, séo células mortas (ndo viaveis). Amostra do Grupo-Teste
onde verificou maior quantidade de células viaveis.
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5.4 AVALIAGAO DA GENOTOXICIDADE

A avalia¢do da genotoxicidade foi realizada através do Ensaio do Cometa. Os efeitos
no DNA celular das amostras dos Grupos-Teste e do Controle Positivo estdo representados na
TAB. 2 e nas FIG. 12 e 13. A média ponderada de dano celular dos Grupos-Teste foi de

44,17.

Tabela 2 — Resultados obtidos através do Ensaio do Cometa dos escores dos danos
celulares (0 a 200) computados nas garrafas do Grupo Teste e na garrafa

do controle positivo (3 laminas/garrafa de cultura).

Garrafas de cultura Escore dos danos/lamina Escore médio dos
(3 lAminas/ garrafa) danos (por garrafa)
Grupo Teste (1" garrafa)
1* 1Jamina 25 31,67
2% lamina 0
3% 1amina 75
Grupo Teste (2% garrafa)
1? lamina 50 53,67
2% lamina 68
3% 1amina 43
Grupo Teste (3" garrafa)
1* Jamina 34 41,67
2% lamina 60
3% 1amina 31
Grupo Teste (4 garrafa)
1? lamina 59 49,67
2% lamina 21
3% 1amina 69
Controle Positivo (5" garrafa)
1* 1Amina 200 193,67
2% lamina 195

3% lamina 186
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Figura 12 — Fotografia dos fibroblastos gengivais humanos submetidos ao Ensaio do Cometa,
aumento de 200X, mostrando cometas sem cauda, classificados como classe 1, indicando a auséncia
de danos celulares. (Fonte: autor).

Figura 13 — Fotografia dos fibroblastos gengivais humanos tratados com 200uM de peroxido de
hidrogénio, submetidos ao Ensaio do Cometa, aumento de 400X, mostrando cometas mal definidos e
com caudas longas, classificados como classes 4 e 5, indicando presenca de danos celulares.
(Fonte: autor).

Para avaliar a freqiliéncia e intensidade da formag¢do de cometas aplicou-se a anélise de
varidncias (ANOVA), com nivel de significancia de 5% e 1% (TAB. 3). Verificou-se

diferenca estatistica em pelo menos uma das médias apresentadas na TAB. 2.
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Tabela 3 — Analise de variancia (ANOVA) para os danos médios encontrados.

FV GL SQ QM F Valor-P

Entre Garrafas 4 54489,6 136224 28,73 0,0000
(sig. a 5% e 1%)

Erro 10 47413 474,13

Total 14

FV — fontes de variagdo; GL — graus de liberdade; SQ — soma dos quadrados; QM — quadrado médio
F — estatistica F; Valor-P — probabilidade associada a estatistica F.

A TAB. 4 mostra, apos a aplicagdo do Teste de Tukey a 5%, que as amostras dos
Grupos-Teste apresentaram semelhanca entre si ¢ quando comparadas com o Controle

Positivo, mostraram-se diferentes estatisticamente.

Tabela 4 — Resultados da aplicagdo do Teste de Tukey a 5% para a separacao das médias
dos escores dos danos causados ao DNA dos fibroblastos gengivais humanos
sem tratamento algum (1* a 4* garrafas) e tratados com 200uM de perdxido

de hidrogénio (5 garrafa), através do Ensaio do Cometa.

Garrafas de cultura Mediados escores de Teste de Tukey
danos ao DNA (p<0,05)
Grupo Teste (1* garrafa) 31,67 A
Grupo Teste (2° garrafa) 53,67 A
Grupo Teste (3" garrafa) 41,67 A
Grupo Teste (4” garrafa) 49,67 A
Controle Positivo (5" garrafa) 193,67 B

OBS: letras iguais indicam que ndo ha diferenga estatistica significativa entre as médias.
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O Teste de Tukey a 1% também foi aplicado e os resultados obtidos foram

semelhantes aos anteriores e sdo apresentados na FIG. 14.
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Figura 14 — Resultados da aplicagdo do Teste de Tukey a 1% para a separagdo das médias dos
escores dos danos causados ao DNA dos fibroblastos gengivais humanos sem tratamento algum (12
a 42 garrafas) e tratados com 200uM de peréxido de hidrogénio (52 garrafa), através do Ensaio do
Cometa. (letras iguais indicam que nao ha diferenga estatistica significativa entre as médias).
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6 DISCUSSAO

A medicina reconstrutiva, baseada na terapia génica com a utilizagdo da clonagem, na
pesquisa de células-tronco e na engenharia tecidual, representa a mais excitante area de
investigacdo neste inicio de milénio. A engenharia tecidual caracteriza-se pelo
desenvolvimento e manipulacio de moléculas, células, tecidos ou orgaos para o
restabelecimento da fun¢do de partes do corpo injuriadas ou defeituosas. Atualmente, a
engenharia tecidual oferece a possibilidade de regeneragdo verdadeira, essencial para as

estruturas humanas danificadas (ASSAEL, 2003).

Na odontologia, Pini Prato et al. (2000) relataram o caso de uma paciente, que
necessitou de procedimento cirtrgico periodontal para restabelecimento da mucosa
ceratinizada, previamente a reabilitagdo protética. Essa deficiéncia foi tratada por meio de
técnicas de engenharia tecidual, que compreendeu o cultivo primario de fibroblastos a partir
da remogdo cirGrgica de uma bidpsia gengival de aproximadamente 2mm?. Esses fibroblastos
foram cultivados em uma matriz de acido hialurénico, que foi transportada para o sitio
receptor da paciente. Os autores obtiveram éxito na obten¢do de mucosa ceratinizada, o que
foi confirmado através de analise macroscopica e histologica. Recentemente, os mesmos
autores relataram o sucesso da técnica em 6 pacientes tratados através da engenharia de
tecidos (PINI PRATO et al., 2003). Adicionalmente, a aplicagdo de enxertos de mucosa oral

gerada, in vitro, em defeitos da cavidade oral (LANGDON et al., 1991), em cirurgias
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periimplantares (UEDA et al., 1998), em procedimentos protéticos (BORDNER;

GROSSMAN, 2001) e em vestibuloplastias (RAGHOEBAR et al., 1995) t€m sido utilizada

com SucCesSso.

Sabe-se que os elementos necessarios para a aplicagdo dos principios da engenharia de
tecidos estdo baseados na triade: (1) cultivo de células apropriadas (fibroblastos, osteoblastos,
células-tronco, entre outras); (2) matrizes e; (3) adi¢do de mediadores soluveis, como fatores
de crescimento ¢ adesinas (UEDA et al., 2000). Dessa forma, o cultivo de fibroblastos em
matrizes biocompativeis pode ser uma opg¢ao nas terapias periodontais e periimplantares, que
necessitam de aumento de tecido mole. Grande parte dos procedimentos cirtrgicos
periodontais e perimplantares reconstrutivos necessita de areas doadoras intrabucais de tecido
mole, com a remocao de tecido doador do palato, areas edéntulas, tiber, ou ambas, mas tais
procedimentos resultam em um pos-operatério doloroso e num aumento do tempo cirurgico

(PINI PRATO et al., 2000).

Em relacdo as matrizes disponiveis para a transporte e proliferagdo celular, essas
podem ter varias origens, como os polihidroxialcanoatos, tais como acido polilatico, acido
poliglicélico, poli-caprolactona (PEGO et al.,, 2003), hidrogéis a base de colageno,
polissacarideos, ou ambos, tais como o alginato ¢ a quitosana (LEE et al., 2000; PIEPER et
al., 1999) e devem apresentar integridade estrutural para que novos tecidos se desenvolvam
(LEE et al., 2000; STAMMEN et al., 2001). No final do processo reconstrutivo, o biomaterial
deve ser facilmente integrado no tecido neoformado, sem qualquer reagdo de corpo estranho e

comportamento residual.

Além das matrizes, o desenvolvimento de protocolos de cultura de células humanas
apropriadas faz-se necessario. Nesse contexto, os fibroblastos s@o as células encontradas com

alta predominancia nos tecidos conjuntivos periodontais e periimplantares e responsaveis pela
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producdo e manutencao da matriz extracelular (TEN CATE, 1989). Alguns estudos sugerem a
heterogeneidade dos fibroblastos presentes nesses tecidos com fendtipo tnico e atividade
funcional distinta (FRIES, 1994). Enquanto os fibroblastos gengivais garantem a sintese e
integridade do tecido conjuntivo gengival, os fibroblastos dos ligamentos periodontais com
funcdes especializadas s3o responsaveis pela formagdo e manutencdo do ligamento
periodontal, além do reparo, remodelamento e regeneracdo do cemento e osso alveolar
adjacente, in vivo (NYMAN et al.,, 1982). Nesta dissertacdo, a escolha do cultivo de
fibroblastos gengivais eliminando o tecido epitelial reside no fato, demonstrado por Loe et al.
(1971 e 1974), de que a ceratinizacdo do epitélio bucal é controlada por estimulos
morfogenéticos do tecido conjuntivo subepitelial. Dessa forma, a cultura de fibroblastos

existentes no tecido conjuntivo da mucosa ceratinizada foi a primeira op¢ao de cultivo.

Na obtengdo de uma cultura celular primdria, a partir de explantes de tecido
conjuntivo, pela desagregagdo enzimdtica ou mecanica ¢ mantida em meios de cultura
suplementados com soro, os fibroblastos proliferam-se rapidamente e tornam-se o tipo celular
predominante. Apds algumas passagens, geralmente, apenas os fibroblastos sdo as células
proliferativas sobreviventes (SATO et al., 1994). Neste trabalho, foram utilizadas células da
6" passagem, pois de acordo com Freshney (1999), as linhagens celulares com poucas
passagens sdo instaveis e necessitam de um periodo de adaptagdo em culturas. No caso de
fibroblastos humanos, estas culturas tornam-se estaveis e consistentes apos a 5° passagem. A
utilizagdo de células deve ser feita apos o periodo de adaptacdo e previamente a senescéncia.
Almeida-Lopes (1999) utilizou fibroblastos humanos na 6" passagem em seus experimentos
com o uso do laser. Huang et al. (2002) escolheram células da 5" a 7° passagens para avaliar a
citotoxicidade de cimentos adesivos ortodonticos sobre fibroblastos gengivais, enquanto que

para a mesma finalidade, Tang et al. (1999) usaram células da 6" passagem.
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Nesta pesquisa, apds o cultivo primario, as células derivadas da gengiva humana
mostraram, morfologicamente, aspecto fibroblastico, com fendtipo alongado ou estrelado e
longos prolongamentos citoplasmaticos, compativeis com os achados de outros pesquisadores

(TEN CATE, 1989; SATO et al., 1994; BEERTSEEN; Mc CULLOCH; SODEK, 1997).

Kent et al. (1996) observaram uma subconfluéncia de 60% a 70% em culturas
primarias de fibroblastos gengivais humanos apds 20-21 dias de cultivo e suas subculturas
foram realizadas a cada 10 a 15 dias. Os explantes utilizados foram tecidos gengivais
removidos, em cunha distal, de um dos molares sem envolvimento periodontal. Almeida-
Lopes (1999) desenvolveu uma linhagem celular de fibroblastos humanos gengivais e sua
cultura primaria foi estabelecida 20 dias ap6s a incubagdo dos explantes. Sant’Anna et al.
(2002) verificaram subconfluéncia de 70% apds 3 a 4 semanas de cultivo. Neste experimento,
uma subconfluéncia de 70% foi verificada ap6s 25 dias do cultivo dos explantes obtidos de

uma regido retromolar saudavel, concordante com os trabalhos supra-citados.

As subculturas foram estabelecidas, em média, a cada 10 dias, inexistindo uma
diminui¢do da capacidade proliferativa celular com as passagens realizadas. Kent et al. (1996)
e Almeida-Lopes (1999) apresentaram resultados semelhantes. Sant'Anna et al. (2002)
obtiveram uma taxa homogénea de proliferacdo das células até a 10" passagem, no entanto,
apods essa passagem as células proliferaram mais lentamente, possivelmente, refletindo a perda
das propriedades fisiologicas celulares in vivo. Pendergrass; Angello; Norwood (1989)
observaram perda da capacidade proliferativa de suas culturas de fibroblastos, porém, seus

estudos foram feitos em culturas que sofreram aproximadamente 70 passagens.

Neste trabalho, nido foi observada desorganiza¢do da monocamada celular até a 6°
passagem. De acordo com Streissle; Schwobel; Hewlett (1981), o aparecimento de alteragdes

morfoldgicas, tais como células com aspecto granuloso, arredondado e/ou vacuolizado, ¢
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resultado de adversidades que comprometem o cultivo celular, como por exemplo, a idade da
cultura ou a acdo de agentes quimicos citotoxicos. Kent et al. (1996) encontraram células
contendo vactolos nas 9* e 10" passagens, porém, em quantidades reduzidas quando

comparadas ao numero de células normais.

Ainda neste trabalho, a viabilidade celular obtida, determinante para o estabelecimento
e aceitacao do protocolo de cultura, foi >90% (TAB. 1, teste de propor¢des, p=90%). Kent et
al. (1996) encontraram valores acima de 90% em cultura de fibroblastos gengivais humanos
até a 7" passagem, através do método de exclusdo do corante azul de Trypan. Rossa Junior;
Martinez; Silvério (2002) também encontraram valores acima de 90% em linhagens continuas
de fibroblastos adquiridas do Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo, Brasil), utilizando a mesma
metodologia deste trabalho. Andrighetti-Frohner et al. (2003) relataram indices de viabilidade
celular, através do método de exclusdo pelo corante azul de Trypan, acima de 90% para
linhagens continuas de fibroblastos obtidos de rins embriondrios do macaco rhesus e
fibroblastos de rins do macaco verde da Africa. A viabilidade celular determinada através do
referido teste indica a presenca de células mortas com membranas desintegradas ao final dos

tratamentos.

Além da citotoxicidade, a genotoxicidade tem um significado importante quando
ocorre em células viaveis que foram capazes de sobreviverem ao agente citotoxico, portanto,
recomenda-se a realizacdo do Ensaio do Cometa em amostras com viabilidade celular acima
de 70% (ANDERSON; YU; MCGREGOR, 1998; TICE et al., 2000), pois a migracdo do
DNA de células mortas ¢ detectada por este ensaio, podendo influenciar na estimativa dos
danos provocados. Os Grupos-Teste desse experimento apresentaram valores iguais ou acima
de 90% (teste de proporcdes, p=90%) enquanto que o Controle Positivo apresentou-se

superior a 70%.
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Os escores dos danos ao DNA dos fibroblastos dos Grupos-Teste foram 31,67; 53,67,
41,67 e 49,67. Esses valores, relativos as 4 (quatro) garrafas de cultura, ndo apresentaram
diferengas significativas entre si (TAB. 4, FIG. 18). As células dos Grupos-Teste
apresentaram danos, porém, os escores encontrados podem ser considerados baixos, quando
comparados com os escores do Controle Positivo (193,67). Andrighetti-Frohner (2003)
encontrou escores de danos de 12,67 € 33,33 ao DNA de fibroblastos de rins do macaco verde
da Africa e de fibroblastos de rins embrionarios do macaco rhesus, respectivamente, em seus
controles negativos, que, assim como no protocolo de cultura deste trabalho, consistiram

apenas do meio de cultura e dos reagentes necessarios para a manutencao celular.

O dano provocado ao DNA dos fibroblastos humanos tratados com perdxido de
hidrogénio (200uM), reconhecido agente genotdxico, foi significativamente maior que o dano
causado ao DNA das células dos Grupos-Teste (TAB. 3 e 4, p<0,01). O escore desse dano foi
de 193,67, valor préximo a 200 (células totalmente danificadas). Andrighetti-Frohner (2003)
encontrou 153,33 e 142,83 de escores de danos causados ao DNA de fibroblastos de rins do
macaco verde da Africa e de fibroblastos de rins embrionarios do macaco rhesus,

respectivamente, quando essas células foram tratadas com 200uM de perdxido de hidrogénio.

Woollons et al. (1997) encontraram escores baixos (= 12), através do Ensaio do
Cometa nos fibroblastos humanos ndo expostos a radiagdo em seu estudo (controles
negativos), porém esses autores utilizaram enzimas especificas de reparo de DNA
(endonuclease III e endonuclease T4) durante o ensaio do cometa. Adicionalmente, esses
autores avaliaram os cometas através do aumento das caudas (comprimento) em pm € ndo em
escores como realizado em nosso experimento. Vale ressaltar que mesmo as células de seu
grupo controle (sem irradia¢do) tratadas com enzimas apresentaram danos, porém escores

baixos quando comparados com as células que sofreram irradiagao.
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Duas hipoteses sao sugeridas para explicar o dano induzido pelo H,O,. A primeira ¢ a
formagao de radicais hidroxila (OH), através do processo de catalise por metais de transicgao,
tipicamente Fe™, sendo esta reagio denominada reacio de Fenton (DREHER; JUNOD,
1996). A segunda hipotese seria a habilidade dos radicais (OH) e outras formas radicalares,
que provocam estresse oxidativo, de causar danos no DNA, através da ativacdo de uma série
de eventos metabolicos celulares, permitindo a atividade de enzimas nucleases, as quais
clivam a cadeia de DNA. Ambos os mecanismos podem ocorrer simultaneamente
(HALLIWELL; ARUOMA, 1991). O perdéxido de hidrogénio induz aumento dos danos ao
DNA concentragdo-dependente (SINGH et al., 1991; FAIRBAIRN; OLIVE; O'NEIL, 1995) e
uma resposta celular heterogénea que consiste na formacao de diferentes classes de cometa

(SINGH et al., 1991; TICE et al., 1990).

A sensibilidade do ensaio do Cometa permite utilizd-lo como uma potente ferramenta
para o estudo de genotoxicidade, ja que aproximadamente 85% dos estudos realizados nessa
area encontraram resultados positivos, apesar de que mais estudos sdo necessarios para as
investigagdes de persisténcia e de reparo dos danos observados e suas correlagdes com
aberragdes cromossdmicas, mutagdes ou indu¢do da formagdo de micronicleos e mais
importante, para a determinagdo do significado bioldgico do dano ao DNA observado pela

técnica (ROJAS; LOPEZ; VALVERDE, 1999).

A utilizagdo de apenas um sitio bucal clinicamente sauddvel foi uma das limitagdes do
trabalho, apesar da obten¢do do cultivo primario nas 5 garrafas de cultura. Todas essas
garrafas partiram de uma amostra de um mesmo doador; no entanto, somente 0 aumento no

nimero de participantes confirmara o sucesso ou nao do protocolo preliminar proposto.

A participacdo de um individuo ndo fumante, principalmente durante os estagios

iniciais de desenvolvimento de protocolos de cultura, fornece maior seguranga, pois sabe-se
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que derivados do cigarro afetam os fibroblastos gengivais, em relagdo a sua adesdo e
proliferacdo (POGGI; ROTA; BORATTO, 2002). Essa possibilidade de alteragdo, por agao
de derivados do cigarro, nos fibroblastos gengivais, que, posteriormente seriam cultivados

resultou na escolha por um individuo nao fumante.

A auséncia de um grupo controle negativo (item 4.2.3) para a execu¢do do Ensaio do
Cometa diretamente na cultura primaria foi outra dificuldade encontrada nesse experimento.
Nao foram encontradas na literatura consultada, pesquisas que correlacionam a cultura
primaria de fibroblastos gengivais humanos ¢ o uso do Ensaio do Cometa. Portanto, novas

investigagdes sdo pertinentes para a confirmagao ou corroboracao dessa limitacao.

Os resultados dessa dissertacdo, apesar de preliminares, possibilitam a adogdo do
mesmo protocolo de cultura em novos voluntarios. Além disso, vislumbra-se a possibilidade
futura da utilizacdo da engenharia tecidual, com a finalidade de obtencdo de tecidos gengivais
e periimplantares, de acordo com necessidades estéticas, funcionais e higiénicas. A
eliminagdo de uma grande quantidade de tecido conjuntivo doador, a diminui¢ao de processos
algicos, de cicatrizes residuais e de processos hemorragicos, sdo estimulos na busca pela

implementagdo dessa nova modalidade de tratamento.
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7 CONCLUSOES

Foi possivel estabelecer um protocolo preliminar de cultura de fibroblastos de gengiva
humana e uma linhagem celular, a partir de cultivo primario desses fibroblastos, oriundos de

um sitio bucal clinicamente saudavel.

A viabilidade celular acima de 90%, detectada através do método de exclusdo do
corante azul de Trypan, ¢ os baixos escores dos danos causados ao DNA, obtidos através do
Ensaio do Cometa, permitem o uso dessa linhagem celular com seguranga em pesquisas

posteriores.
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GLOSSARIO

Banho Maria: aquecer reagentes e solucoes, descongelar células.

Camara de Neubauer: placa de vidro que contém 2 quadrados (superior ¢ inferior) divididos

em areas utilizada para contagem celular.

Capela de fluxo laminar: cdmara com aspiragao constante de oxigénio utilizada para

manipulacdo asséptica dos procedimentos laboratoriais.

Células HeLa: linhagem celular derivada de carcinoma de utero que se multiplica facilmente

em cultura.

Confluéncia celular: quando todo o substrato estd integralmente forrado por células. Diz-se

100% de confluéncia.

Container de N,: armazenamento de células a —120°C.

Cultura celular in vitro: cultivo de células em meio e garrafas de cultura.

Cultura primadria: cultura de células obtida dos explantes.

Estufa de CO,: equipamento que promove a manuten¢do da temperatura e gas carbonico

constantes para o crescimento celular.
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Explantes: fragmentos de tecidos removidos de seus sitios originais € mantidos em meios

artificiais.

Garrafa ou frasco de cultura: dispositivo em forma de garrafa contendo um filtro em sua

tampa utilizado para cultura celular.

Idade da cultura: nimero de passagens que a cultura foi subcultivada.

Linhagem celular continua: mesma familia de células com tempo de vida teoricamente

infinita.

Linhagem celular: mesma familia de células.

Meio de cultura: solugdo contendo todos os nutrientes necessarios para a manutengdo e

proliferacao celular.

Microscépio de observacao direta: equipamento para visualizagdo celular no meio de cultura,

porém sua fonte de luz ¢ invertida.

Microtubos: tubos eppendorf™ de 2ml.

Senescéncia: células proximas da apoptose ou morte celular.

Subconfluéncia celular: Numa razdo de 70%, entende-se que o substrato estd tomado por

células em 70% de sua area.

Subcultura ou passagem: indica o numero de vezes que foi realizada a tripsinizagdo das

garrafas de cultura.

Substrato: A face inferior da garrafa de cultura onde hd formagdo de uma monocamada

celular.



Tapete celular: monocamada celular que se forma no substrato.

Tripsinizacdo: a¢do que resulta em células soltas de seu substrato e individualizadas.

Tris-HCI: solugao detergente que dissolve a membrana celular.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARNA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
CAMPUS UNIVERSITARIO - TRINDADE CEP: 88040-900 - FLORIANOPOLIS - SC
TELEFONE (048) 234-1755 - FAX (048) 234-4069

Projeto n® 200/03 (entrada no CEPSH em 30/09/2003)

Titulo do Projeto: “Isolamento e cultivo in vitro de fibroblastos humanos derivados da cavidade
bucal.”

Pesquisador Responsavel: Ricardo de Souza magini

Instituicio onde sera realizado o estudo: UFSC: CEPID - Centro de Estudo e Pesquisa em
Implante Dentario e LVA — Laboratério de
Virologia Aplicada

Sumario do Projeto
Trata-se de um estudo /n vitro que busca estabelecer um protocolo de isolamento e cultivo primario

de fibroblastos humanos derivados da gengiva. Para tanto, serdo feitas 3 (trés) biopsias de
aproximadamente 2 mm? de gengiva inserida, serao removidas da regido papilar entre os dentes pré-
molares de trés diferentes pacientes. Os fragmentos serdo cultivados em laboratérios em solugbes
quimicas apropriadas, e acompanhados diariamente por meio de microscopia invertida. Por Ultimo, as
células serfio avaliadas quanto a sua viabilidade celular por meio de teste de exclusdo, utilizando o
corante azul de trypan.

Comentérios frente a Resolucdo CNS 196/96 e complementares

Trata-se de um projeto de pesquisa no nivel de mestrado, que devera ser realizado pelo académico
Gustavo dos Santos Coura, do Curso de Pds-graduagdo em odontologia, érea de concentragao
Implantodontia do CCS, sob a orientacdo e responsabilidade do Prof. Dr. Ricardo de Souza Magini e
Co-orientacio da Profa. Dra. Cldudia M. Oliveira Simdes, ambos do CCS/UFSC. Trata-se de um tema
de pesquisa relevante, tem uma fundamentacao cientifica, os pesquisadores orientadores tem
experiéncia na area comprovada e o projeto, como um todo, esta bem instruido. Da mesma forma,
vem acompanhado de todos os demais documentos exigidos pelo CEP e CNS, de acordo com
Resolucdo 196/96 e complementares.

Parecer do CEPSH:

(X) aprovado

( ) reprovado

( ) com pendéncia (detalhes pendéncia)*
( ) retirado

( ) aprovado e encaminhado ao CONEP

Floriandpolis, 03 de novembro de 2003.

g
Clain divin e

Prof*. Vera Liicia Bosco
Coordenadora do CEPSH/UFSC

94



95

TERMO DE CONSENTIMENTO

Informacéo e consentimento pos-informacao para pesquisa

Meu nome ¢é Gustavo dos Santos Coura, aluno do curso de Mestrado em
Odontologia, area de concentragao em Implantodontia e estou desenvolvendo a pesquisa
“Protocolo inicial de cultivo de fibroblasto gengival humano.”, sob a orientagdo do Prof. Dr.
Ricardo de Souza Magini, com o objetivo de cultivar em laboratério apropriado células
derivadas da gengiva humana. Este estudo é necessario porque pesquisas variadas podem
ser realizadas com células humanas cultivadas em laboratérios, diminuindo a necessidade
de estudos em animais e pesquisas diretamente sobre humanos. Para isto, sera realizada
uma cirurgia para retirada de uma porcédo gengival de aproximadamente 2mm?. Isto ndo traz
riscos, porém algum desconforto nessa area pode permanecer por alguns dias, semelhante
a uma ferida na pele. Se vocé tiver alguma duvida em relagado ao estudo ou nao quiser mais
fazer parte do mesmo, pode entrar em contato pelo telefone 48 3319077. Se vocé estiver de
acordo em participar, posso garantir que as informacgdes fornecidas serdao confidenciais (ou

material coletado), e s6 serao utilizados neste trabalho.

Assinatura Orientador

Consentimento Pos-Informacao

Eu, ,

fui esclarecido sobre a pesquisa “Isolamento e cultivo in vitro de fibroblastos humanos

derivados da cavidade bucal ” e concordo que meus dados sejam utilizados na realizagao da

mesma.

Floriandpolis, de de 2003.

Assinatura: RG:




