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MENDES SOUZA, B. D. Comparacao in vitro da efetividade de varios meios de
conservacio na manutencio da viabilidade de fibroblastos do ligamento periodontal de
dentes humanos. 2007. 83f. Dissertacdo (Mestrado em Endodontia)-Programa de Pos-
graduagdo em Odontologia, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis.

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram: estabelecer uma linhagem de fibroblastos oriundos de
ligamento periodontal de dentes humanos; avaliar a efetividade de diferentes meios de
conservacdo em manter a viabilidade desses fibroblastos; e verificar o efeito de diferentes
temperaturas sobre a efetividade dos meios estudados. Uma vez estabelecida a linhagem de
fibroblastos, a viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico MTT, apds a
conservagdo a 37°C por 3, 6, 24, 48 e 72h em diferentes meios: Meio Essencial Minimo
(MEM- controle-positivo), solu¢do salina balanceada de Hank (HBSS) estéril, HBSS nao
estéril, leite desnatado, Save-A-Tooth® e dgua (controle-negativo). Para verificar o efeito da
temperatura, o experimento foi repetido utilizando-se 0os mesmos meios € periodos, porém
cultivando-se as células em temperatura ambiente (20°C). A viabilidade celular também foi
avaliada pelo método de exclusdo do Azul de Tripano. As células foram coradas apds 6, 24,
48 e 72h de contato com MEM, HBSS estéril, HBSS ndo estéril, leite desnatado e Save-A-
Tooth® a 20°C. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Calculadas as médias
dos valores de absorbancia (MTT) e do percentual de viabilidade celular (Azul de Tripano), a
comparacao dos resultados foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis. Posteriormente, foi
aplicado o teste de comparacOes multiplas de Scheffé para localizar as diferencas
significativas entre as médias de absorbancia e o percentual de células vidveis nos diferentes
meios e periodos, num nivel de significincia de 5%. O teste de Mann-Whitney foi utilizado
para comparar os resultados obtidos com o ensaio MTT a temperatura ambiente e a 37°C. Os
resultados do MTT realizado a temperatura ambiente demonstraram que o controle-positivo
(MEM-37) foi o melhor meio de conservagdo, seguido pelo leite e depois pela HBSS nao
estéril e estéril. Apds 72h, o desempenho do leite e da HBSS estéril e ndo estéril foi
semelhante. No experimento a 37°C, o leite foi o melhor meio de conservacao até 24h. Apds
48 e 72h, o desempenho do leite diminuiu e o da HBSS aumentou, apresentando resultados
similares aos do grupo-controle. Independentemente da temperatura de cultivo, a dgua foi o
pior meio de conservacdo e o Save-A-Tooth® demonstrou resultados semelhantes aos da dgua
a partir de 24h. Em relacdo ao efeito da temperatura, no geral o cultivo a 37°C reduziu a

viabilidade das células conservadas em dgua e em Save-A-Tooth®, mas aumentou a das



mantidas em leite, HBSS estéril e HBSS ndo estéril, pelo menos até 24h. Pelo método do
corante Azul de Tripano, os melhores meios de conservacdo foram o leite e a HBSS estéril e
ndo estéril, ndo havendo diferenga estatistica entre eles, em qualquer periodo de tempo. Foi
concluido que: a técnica de cultivo celular utilizada permitiu a obten¢do de uma linhagem de
fibroblastos periodontais; a temperatura interfere na efetividade do meio de conservacgao; leite

desnatado, a temperatura ambiente, pode ser utilizado como meio de conservacao até 48h.

Palavras-chave: Avulsdo. Células do ligamento periodontal. Meios de conservacao.



MENDES SOUZA, B. D. Comparacao in vitro da efetividade de varios meios de
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ABSTRACT

The aims of this study were to establish a fibroblast lineage from human periodontal ligament
cells, to evaluate the effectiveness of different storage media for maintaining the viability of
fibroblasts, and to verify the effect of different temperatures on the effectiveness of these
media. After the determination of the fibroblasts lineage, the cell viability was evaluated by
the MTT colorimetric method, after preservation at 37°C for 3, 6, 24, 48, and 72h in the
following media: Minimal Essential Medium (MEM - positive-control), sterile and non-
sterile Hank’s balanced salt solution (HBSS), non-fat milk, Save—A—Tooth®, and water
(negative-control). In order to verify the effect of the temperature, the experiment was
repeated using the same storage media and periods, but with cell culturing at room
temperature (20°C). The cell viability was also evaluated by Trypan Blue exclusion method.
The cells were stained after 6, 24, 48, and 72h of contact with MEM, sterile and non-sterile
HBSS, non-fat milk, and Save-A-Tooth® at 20°C. All experiments were performed in
triplicate. After calculating the mean absorbance values (MTT) and the mean percent cell
viability (Trypan Blue), the results were compared using the Kruskal-Wallis test. Scheffé’s
multiple comparisons test was used to determine the differences between absorbance means
and the percent of viable cells in the different media and periods (p = 0.05). Mann-Whitney’s
test was used to compare the results obtained from MTT at room temperature and 37° C. MTT
results at room temperature revealed that the positive-control (MEM-37) was the best storage
medium, followed by milk, non-sterile HBSS, and sterile HBSS. After 72h, the performance
of milk, sterile and HBSS non-sterile was similar. Milk was the best storage medium at 37° C
for up to 24h. After 48 and 72h, milk performed poorer and HBSS performed better,
exhibiting similar results to the positive-control. Regardless of the culture temperature, water
was the poorer preservation medium, while Save-A-Tooth® showed similar results to the
water after 24h. The culture at 37° C reduced the viability of cells preserved in water or Save-
A—Tooth®, but increased the viability of cells maintained in milk, sterile and non-sterile
HBSS, for up to 24h. The Trypan Blue staining method showed that the best storage media
were milk, sterile and non-sterile HBSS, without statistical difference between them. Based

on these results, it was concluded that the cell culture used allowed to obtain a periodontal



fibroblasts lineage; the temperature interferes in the storage medium effect; non-fat milk at

room temperature can be used for preservation for up to 48h.

Key-words: Avulsion. Periodontal ligament cells. Storage media.
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1 INTRODUCAO

Na denticdo permanente, praticamente 16% das injurias traumaticas dento-alveolares
resultam em avulsdo, ou seja, o deslocamento total do dente para fora do alvéolo
(ANDREASEN, 1970). A direcdo da forca e a intensidade do trauma, aliados a frouxa
estrutura do ligamento periodontal, favorecem esse tipo de traumatismo (BLOMLOF, 1981a),
no qual parte do ligamento periodontal permanece inserida no alvéolo, enquanto outra se
mantém junto a superficie radicular.

Durante o periodo em que o dente permanece fora do alvéolo, as células aderidas a
parede alveolar permanecem vidveis, no seu ambiente natural. Entretanto, existe uma grande
preocupagdo com as células aderidas a raiz, pois, além do trauma mecanico, logo apds a
avulsdo elas tendem a sofrer desidratacdo e estdo sujeitas a contaminac¢do. Andreasen (1981) e
Moddér; Dahloh; Otteskog (1984) relataram a ocorréncia de danos severos nas células do
ligamento periodontal de dentes que permaneceram por 30 min em ambiente seco. Essa
constatacdo foi semelhante a de Gamson; Dumsha; Sydiskis (1992), que verificaram que
dentes mantidos em ambiente seco, por 30 min, sofreram um decréscimo significante no
nimero de células vidveis quando comparados aos que ficaram secos por 10 min. Estudos
demonstraram que um periodo a seco de 2h resulta em necrose de praticamente todas as
células do ligamento periodontal (ANDREASEN, 1981; MODDER; DAHLOH;
OTTESKOG, 1984; GAMSON; DUMSHA; SYDISKIS, 1992; PATIL; DUMSHA;
SYDISKIS, 1994; DOYLE; DUMSHA; SYDISKIS, 1998; SCHWARTZ; ANDREASEN;
ANDREASEN, 2002).

O resultado do reimplante de dentes com ligamento periodontal comprometido € a
reabsor¢do inflamatdria (BLOMLOF, 1981a; ANDREASEN, 1981; LINDSKOG et al., 1985)
ou a anquilose e conseqiiente reabsor¢ao substitutiva (ANDREASEN; HJIORTING-HANSEN,
1966; CVEK; GRANATH; HOLLENDER, 1974; ANDREASEN; KRISTERSON, 1981;
MATSSON et al.,, 1982; LINDSKOG et al., 1985; BERTOZ et al., 1989; TROPE;
FRIEDMAN, 1992). Em um estudo clinico desenvolvido por Cvek; Granath; Hollender
(1974) todos os dentes armazenados em ambiente seco por mais de 1h apresentaram sinais
clinicos e radiograficos de anquilose. Os mesmos autores, € mais recentemente Donaldson e
Kinirons (2001), concluiram que o risco de reabsorcdo aumenta se o dente avulsionado

permanecer seco por mais de 15 min. Dentes de cdes reimplantados apds l1h de secagem
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sofreram reabsorcdo por substituicdo (TROPE; FRIEDMAN, 1992) e significativo
decréscimo no indice de reparo (PETTIETTE et al., 1997).

Portanto, mediante os resultados destes estudos, conclui-se que a manutencdo da
viabilidade do ligamento periodontal € extremamente importante para o sucesso do reimplante
(CVEK; GRANATH; HOLLENDER, 1974; ANDREASEN et al., 1978; BLOMLOF, 1981a;
ANDREASEN, 1981; LINDSKOG; BLOMLOF; HAMMARSTROM, 1983; HUPP et al.,
1998), e que o tratamento ideal para a avulsdo € reimplantar o dente o mais rapidamente
possivel (ANDREASEN; HJORTING-HANSEN, 1966; ANDREASEN; KRISTERSON,
1981; BLOMLOF et al., 1983; TROPE; FRIEDMAN, 1992; PETTIETTE et al., 1997).

Quando ndo for possivel realizar o reimplante imediato, esfor¢cos devem ser
empreendidos no sentido de manter a viabilidade das células do ligamento periodontal,
conservando o dente avulsionado em um meio adequado até o reimplante (BLOMLOF,
1981a).

Idealmente, o meio de conservacdo deveria manter as condi¢cdes de normalidade
fisiologica das células, ou seja, apresentar uma osmolalidade entre 230 e 400 mOsm e um pH
entre 6,6 e 7,4, além de fornecer fons essenciais como Ca’’ e Mg2+ (BLOMLOF, 1981a;
KRASNER, 1994). Entende-se por osmolalidade o nimero de particulas osmoticamente
ativas de soluto presentes em lkg do solvente. Sua importancia no meio de armazenamento
foi estudada por Bloml6f (1981b) e por Lindskog e Blomlof (1982), que determinaram que a
osmolalidade do meio € mais importante do que a sua composicdo. No experimento de
Lindskog e Blomlof (1982), a osmolalidade de duas solu¢des, com a mesma composi¢do, foi
ajustada experimentalmente em hipotonica ou fisioldgica. Depois de 3h, apenas 10% das
células estocadas na solucdo hipotdnica estavam vitais, enquanto que na solucdo fisiologica o
percentual de viabilidade foi de 35%.

Andreasen (1981) demonstrou que o meio de conservagdo pode ser mais importante
do que o periodo de tempo que o dente permanece fora do alvéolo a seco. A conservagdo
tempordria em um meio inadequado aumentou o percentual de células necrosadas e,
conseqiientemente, o indice de reabsorcao.

Ap6s o dente ter permanecido em ambiente seco, alguns autores recomendam que,
antes do reimplante, ele seja imerso em um meio que possa reconstituir os metabolitos
celulares perdidos (CVEK; GRANATH; HOLLENDER, 1974; MATSSON et al., 1982;
HILTZ; TROPE, 1991). Cvek; Granath; Hollender (1974) demonstraram que a pré-imersao
em soro fisioldgico por 30 min, de dentes expostos ao ambiente seco por até 40 min,

aumentou a incidéncia de reparo. Andreasen et al. (1978) afirmaram que apds um periodo de
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secagem de 60 min, a pré-imersdo em meio de Eagle melhorou o reparo do ligamento
periodontal. Matsson et al. (1982) concluiram ser vantajoso imergir por 30 min em solug¢do
isotOnica dentes que ficaram 15 min em ambiente seco. No entanto, apds 30 min de secagem,
mesmo com a pré-imersdo houve um aumento na incidéncia de anquilose.

Virios experimentos foram conduzidos na tentativa de encontrar o meio ideal
(BLOMLOF, 1981a; HILTZ; TROPE, 1991; TROPE; FRIEDMAN, 1992; FELIPPE, 1998),
ou seja, com osmolalidade e pH fisiolégicos e que, na medida do possivel, forneca fons

essenciais as células até o momento em que o dente possa ser reimplantado.

1.1 MEIOS DE CONSERVACAO

Dentre os meios mais estudados pode-se destacar dgua, saliva, soro fisioldgico,
solugdes para lentes de contato, bebida energética, Meio de Eagle, Viaspan®, meio

condicionado, leite e solucdo salina balanceada de Hank.

1.1.1 Agua

Pelo fato de possuir baixa osmolalidade e cloro, estudos tém demonstrado que a dgua
de torneira ¢ um meio inadequado para manter a viabilidade das células do ligamento
periodontal (BLOMLOF, 1981ab; LINDSKOG; BLOMLOF, 1982; ANDREASEN, 1981;
COURTS; MUELLER; TABELING, 1983; OIKARINEM; SEPPA, 1987; HARKACZ;
CARNES; WALTER, 1997; MARINO et al., 2000; PEARSON et al., 2003; SIGALAS et al.,
2004). Lindskog e Blomlof (1982) demonstraram que nenhuma célula do ligamento
periodontal sobreviveu apds o armazenamento por 3h neste meio. No estudo de Sigalas et al.
(2004), o grupo de dentes conservados em d&dgua foi o que apresentou O maior
comprometimento das células e fibras do ligamento periodontal. Em funcdo de seu pobre
desempenho, a dgua vem sendo usada como controle negativo em vérias pesquisas que
avaliam meios de conservacdo (OIKARINEM; SEPPA, 1987; MARINO et al., 2000;
PEARSON et al., 2003).

1.1.2 Saliva

A saliva, embora ligeiramente mais efetiva do que a dgua, também nio é um meio

adequado, pois além de hipotonica (BLOMLOF, 1981ab) é fonte de contaminacdo bacteriana
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para as células periodontais (BLOMLOF, 198lab; LINDSKOG; BLOMLOF;
HAMMARSTROM, 1983). Estudos demonstraram auséncia de viabilidade celular apés 3
horas de conservacdo neste meio (BLOMLOF; OTTESKOG, 1980; BLOMLOF et al., 1980;
BLOMLOF, 1981a; LINDSKOG; BLOMLOF; HAMMARSTROM, 1983).

1.1.3 Soro fisiologico (cloreto de sédio a 0,9%)

O soro fisioloégico possui osmolalidade e pH fisiolégicos, mas ndo fornece ions
essenciais e glicose as células. Logo, é considerado um meio de conservacao aceitavel por 2 a
3h, pois, a partir desses periodos, a possibilidade de necrose celular aumenta
significantemente (BLOMLOF et al., 1980; ANDREASEN, 1981; BLOMLOF, 1981a;
PATIL; DUMSHA; SYDISKIS, 1994; HUANG; REMEIKIS; DANIEL, 1996; SCHWARTZ;
ANDREASEN; ANDREASEN, 2002).

1.1.4 Solucoes para lentes de contato

As solucdes para lentes de contato se mostraram péssimos meios de conservagao,
provavelmente devido a presenca de conservantes (HUANG; REMEIKIS; DANIEL, 1996).
No entanto, em um estudo de Sigalas et al. (2004), essas solu¢des, quando resfriadas (0°C),
proporcionaram melhores resultados do que a dgua, Gatorade® e leite a temperatura
ambiente, sendo recomendadas pelos autores como um meio de conservacao por um periodo

de até 1h.

1.1.5 Bebida energética

Segundo Harkacz; Carnes e Walter (1997) e Olson et al. (1997), em fun¢do do baixo
pH que apresenta, a bebida energética (Gatorade®) revelou resultados desanimadores quando
comparada a dgua de torneira. J4 em pesquisa desenvolvida por Sigalas et al. (2004), esse
energético preservou um nudmero significantemente maior de células do que a dgua, sendo

recomendado como meio de conservacgdo pelo periodo de até 1h.

1.1.6 Meio de Eagle

Usado como meio de cultura de células, o meio de Eagle possui sal, glicose,

vitaminas, aminodcidos, antibidticos e € suplementado com soro fetal bovino, produto rico em
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fatores de crescimento e com alto teor de gama-globulina (BLOMLOF, 1981a). Em algumas
pesquisas, o meio de Eagle mostrou-se superior a outros meios testados e seria um excelente
meio de conservacio se fosse facilmente obtido (BLOMLOF, 1981). Fibroblastos vidveis e
com capacidade de divisdo foram observados apds 1 ano de armazenamento em meio de
Eagle suplementado com nutrientes, solugdes tampao e antimicrobiana (LITWIN;
LUNDQUIST; SODER, 1971). Pesquisadores relataram que apés um periodo de secagem de
60 min, a pré-imersdo de dentes de macacos em meio de Eagle, por 5, 7 ou 14 dias, melhorou
a condicdo periodontal, diminuindo o percentual de reabsorcao inflamatdria apds o reimplante

(ANDREASEN et al., 1978).

1.1.7 Viaspan® (utilizado para conservacdo de 6rgios para transplantes)

Com osmolalidade de 320 mOsm/Kg e pH em torno de 7,4, o Viaspan® mostrou-se
6timo na preservacdo da viabilidade das células periodontais por longo periodo de tempo
(TROPE; FRIEDMAN, 1992; HILTZ; TROPE, 1991; HUPP; TROPE; AUKHIL, 1996).
Trope e Friedman (1992) ndao encontraram evidéncias histolégicas de reabsorcdo por
substituicdo, inflamatdria, ou ambas, apds o reimplante de dentes avulsionados armazenados
de 6 a 12h em Viaspan®. No estudo de Ashkenazi; Marouni; Sarnat (2000), o Viaspan®
permitiu que apds 8h de conservagdo, a viabilidade das células do ligamento se mantivesse
acima de 90%. Entretanto, depois de 24h, a capacidade mitogénica e clonogénica foi menor
do que a das células mantidas em meio de cultura (aMeio Essencial Minimo + 15% de soro
fetal bovino + solugdo antibidtica) e solugdo salina balanceada de Hank. A exemplo do que
ocorreu com o meio de Eagle, a pré-imersao em Viaspan® também resultou em melhor reparo
periodontal (PETTIETTE et al., 1997). Infelizmente seu uso € invidvel em virtude do alto
custo (HILTZ; TROPE, 1991; ASHKENAZI; SARNAT; KEILA, 1999), vida util curta
(poucos meses) e dificuldade de acesso (ASHKENAZI; SARNAT; KEILA, 1999).

1.1.8 Meio Condicionado (sobrenadante de culturas de fibroblastos ndo confluentes)

O meio condicionado foi introduzido como meio de conservacdo na década passada
(HUPP; TROPE; AUKHIL, 1996). Os autores acreditam que, além de preservar a viabilidade
dos fibroblastos do ligamento periodontal, esse meio estimula o crescimento celular em
virtude da presenca de fatores de crescimento liberados no sobrenadante durante o

crescimento exponencial dos fibroblastos.
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1.1.9 Leite

O leite tem sido um meio intensamente estudado e tem ganhado ampla aceitacdo para
a conservagdo de dentes avulsionados (BLOMLOF; OTTESKOG, 1980; BLOMLOF et al.,
1980; BLOMLOF, 1981ab; LINDSKOG; BLOMLOF; HAMMARSTROM, 1983; COURTS;
MUELLER; TABELING, 1983; OIKARINEN; SEPPA, 1987; HUANG; REMEIKIS;
DANIEL, 1996; HARKACZ; CARNES; WALTER, 1997; MARINO et al., 2000; PEARSON
et al.,, 2003; SIGALAS et al., 2004). Com pouco contetdo bacteriano (BLOMLOF, 1981;
LINDSKOG; BLOMLOF; HAMMARSTROM, 1983), o leite possui osmolalidade e pH
relativamente fisiologicos, de 230 a 270 mOsm/Kg e de 6,5 a 6,8, respectivamente, mantendo
a viabilidade das células (BLOMLOF et al., 1980; BLOMLOF,1981a; LINDSKOG;
BLOMLOF, 1982), além de fornecer-lhes alguns nutrientes. Entretanto, conforme lembra
Blomlof (1981a), o leite pode sofrer redu¢do do seu pH, o que o tornaria inadequado como
meio de conservagdo. Estudos demonstraram que leite com baixo teor de gordura pode ser
mais apropriado na manutengdo da viabilidade celular do que leite com alto conteido de
gordura (HARKACZ; CARNES; WALTER, 1997); que o leite longa vida é tdo efetivo
quanto o leite regular pasteurizado (MARINO et al., 2000); e que o leite resfriado é mais
efetivo do que o leite & temperatura ambiente (BLOMLOF; OTTESKOG, 1980; BLOMLOF,
1981a; ASHKENAZI; SARNAT; KEILA, 1999; SIGALAS et al., 2004).

Diversos trabalhos demonstraram que o leite pode manter a viabilidade das células do
ligamento periodontal por um periodo de até 3h (BLOMLOF; OTTESKOG, 1980;
BLOMLOF et al., 1980; LINDSKOG; BLOMLOF, 1982; BLOMLOF et al., 1983; COURTS;
MUELLER; TABELING, 1983; HUANG; REMEIKIS; DANIEL, 1996). Blomlof et al.
(1980) verificaram que o percentual de células vidveis de dentes armazenados em leite por
periodos de 1 a 3h foi semelhante ao do grupo-controle (sem armazenamento).

No trabalho de Lindskog; Bloml6f; Hammarstrom (1983), leite com baixo teor de
gordura foi usado para conservagdo de dentes avulsionados por até 6h, sem reduzir seriamente
a viabilidade e a atividade mitética das células periodontais. Resultados similares, ou até
melhores, foram encontrados por outros autores (BLOMLOF, 1981a; OIKARINEN; SEPPA,
1987; HILTZ; TROPE, 1991; TROPE; FRIEDMAN, 1992). Blomlof (1981a) observou que
50% das cé€lulas estavam vidveis apds 12h de conservagdo em leite. Oikarinen e Seppé (1987)
demonstraram que o armazenamento em leite com baixo conteido de gordura, por até 8h a
temperatura ambiente, ndo alterou a atividade fibroblédstica. No estudo de Hiltz e Trope
(1991), o grupo de dentes armazenados em leite integral por 6h manteve um percentual de

células vitais de 68,2%; ap6s 12h, esse percentual caiu para 43,4%, sendo praticamente nulo
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depois de 48h (0,024%). Ashkenazi; Sarnat; Keila (1999) verificaram que, mesmo apds 24h, o
leite com baixo conteddo de gordura a 4°C foi mais efetivo do que o meio condicionado e o
Viaspan®, proporcionando alta capacidade clonogénica celular.

Pesquisas com diferentes metodologias foram realizadas para verificar o efeito da pré-
imersdo, em leite, de dentes estocados em ambiente seco por varios periodos. Patil; Dumsha;
Sydiskis (1994) concluiram que a rehidratagdo por 2h em leite € efetiva na manutencdo da
viabilidade do ligamento periodontal de dentes que ficaram em ambiente seco por até 10 min.
J4 no estudo de Gamson; Dumsha; Sydiskis (1992), o leite foi um meio adequado até mesmo
quando os dentes ficaram secos por 20 min. Porém, quando o periodo de secagem foi superior
a 30 min, parece ndo haver vantagens de se realizar a pré-imersdo em leite. Doyle; Dumsha;
Sydiskis (1998), utilizando periodos de desidratacao de 30, 60 e 90 min, ndo encontraram
diferengas significativas no nimero de células vidveis quando se efetua ou ndo a pré-imersao.
Da mesma forma, no estudo de Martin e Pileggi (2004), dentes armazenados a seco por 30
min e imersos em leite por 45 min, apresentaram nimero de células vidveis inferior a solugao
teste (propolis) e ao controle (dentes recém-extraidos).

Quando dentes avulsionados foram mantidos em saliva por 15 min, a pré-imersdo em
leite frio por 30 ou 60 min, antes do reimplante, melhorou as condi¢des das células do
ligamento periodontal (LEKIC; KENNY; BARRET, 1998).

Embora os resultados obtidos com o leite sejam satisfatorios, suas principais
desvantagens sdo ndo reconstituir os metabdlitos celulares perdidos (BLOMLOF et al., 1983;
KRASNER; PERSON, 1992) e, conforme algumas pesquisas, ndo agir por longo periodo de
tempo (BLOMLOF; OTTESKOG, 1980; BLOMLOF et al., 1980; HUANG; REMEIKIS;
DANIEL, 1996).

1.1.10 Solucao Salina Balanceada de Hank (HBSS)

Atualmente, € a solucdo recomendada pela Associacdo Americana de Endodontia
para a conservagdo de dentes permanentes avulsionados (AMERICAN ASSOCIATION OF
ENDODONTISTS, 1994). Composta de nutrientes essenciais as células, apresenta um pH de
7,2 e uma osmolalidade em torno de 320 mOsm/Kg (KRASNER; PERSON, 1992), podendo
manter as células morfologicamente normais por até 72h (HILTZ; TROPE, 1991). Nas
primeiras 24h mostrou-se extremamente eficaz, com resultados similares aos obtidos com o

Viaspan® (HILTZ; TROPE, 1991).
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Krasner e Person (1992) revelaram 91% de sucesso apds o reimplante de 34 dentes
humanos armazenados em HBSS. Em um estudo com cultura de células conduzido por
Huang; Remeikis; Daniel (1996), a HBSS provou ser melhor do que o leite, com 46,8% de
células vidveis apds 72h de conservagdo. Ashkenazi; Sarnat; Keila (1999) demonstraram que
depois de 24h, a HBSS, juntamente com o leite a 4°C, apresentaram os melhores resultados
com relacdo a viabilidade celular e a capacidade clonogénica e mitogénica, quando
comparado ao meio condicionado e ao Viaspan®. Um ano mais tarde, um trabalho com
metodologia semelhante, porém desenvolvido a temperatura ambiente, também revelou que a
HBSS foi superior ao Viaspan® e ao Meio Essencial Minimo (ASHKENAZI; MAROUNI,;
SARNAT, 2000). No estudo de Sigalas et al. (2004), a HBSS foi o meio de conservacao que
manteve maior nimero de células vidveis, com exce¢do do grupo-controle (Meio Essencial
Minimo).

Embora Matsson et al. (1982) e Hiltz e Trope (1991) tenham observado que a HBSS
pode reconstituir os componentes celulares perdidos, com possibilidade de reativar as células
degeneradas do ligamento periodontal, Doyle; Dumsha; Sydiskis (1998) ndo encontraram
diferencas significativas no nimero de células vidveis de dentes armazenados por diferentes
periodos de tempo em ambiente seco, com ou sem a pré-imersdo na HBSS. No estudo de
Martin e Pileggi (2004), dentes que permaneceram secos por 30 min e foram imersos em
HBSS por 45 min apresentaram numeros de células vidveis equivalentes aos de dentes
imersos em leite e em soro fisiologico, e estatisticamente inferiores aos de submersos na
solucdo teste (propolis) e no grupo-controle (dentes recém-extraidos).

Quando dentes avulsionados foram conservados por 15 min em saliva, Lekic; Kenny;
Barret (1998) demonstraram que ndo houve diferencga significativa no potencial clonogénico
das células apds a pré-imersdo por 30 min em leite ou em HBSS. Entretanto, quando a pré-
imersdo foi de 60 min, o desempenho da HBSS foi estatisticamente superior ao do leite.

A HBSS estd disponivel no comércio americano com o nome de Save-A-Tooth®
(Phoenix-Lazerus, Shartlesville, PA, EUA) O produto vem acondicionado em um recipiente
que possui uma cesta propria para a colocacdo do dente, a qual serve para minimizar danos
mecanicos as células do ligamento periodontal durante o transporte. Em um experimento com
cultura de células, Olson et al. (1997) demonstraram que, apds 8 e 12h, o Save-A-Tooth® foi
estatisticamente inferior ao leite e igual ao ambiente seco na conservagdo de fibroblastos
periodontais. Empregando metodologia semelhante, Marino et al. (2000) também
demonstraram que, no periodo de 8h, leite integral pasteurizado e leite longa vida

conservaram maior nimero de células do que o Save-A-Tooth®.
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Embora vérios estudos demonstrem que a HBSS possui melhor capacidade de manter
a viabilidade das células do ligamento periodontal do que o leite (BLOMLOF, 1981a;
COURTS; MUELLER; TABELING, 1983; HILTZ; TROPE, 1991; TROPE; FRIEDMAN,
1992; HUANG; REMEIKIS; DANIEL, 1996; LEKIC; KENNY; BARRETT, 1998;
ASHKENAZI; SARNAT; KEILA, 1999; SIGALAS et al, 2004), essa solu¢do ndo se
encontra facilmente disponivel no comércio nacional.

Tendo em vista 0 acima exposto, os objetivos deste estudo foram: obter uma linhagem
primdria de fibroblastos originados do ligamento periodontal de dentes humanos; preparar a
HBSS, na forma estéril e ndo estéril e comparar a sua efetividade com a de diferentes meios
de conservacdo (MEM, leite, Save-A-Tooth® e dgua) em manter a viabilidade desses
fibroblastos; e verificar o efeito de diferentes temperaturas sobre o a efetividade dos meios

estudados.
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Resumo

Objetivos Estabelecer uma linhagem de fibroblastos de ligamento periodontal de dentes
humanos e avaliar o efeito da temperatura de cultivo e de diferentes meios de conservacao
sobre a viabilidade desses fibroblastos.

Metodologia Estabelecida a linhagem celular, os fibroblastos foram conservados a 37°C em
diferentes meios: solucdo salina balanceada de Hank estéril (HBSSe), HBSS ndo estéril
(HBSSn), Save-A-Tooth® ¢ leite desnatado. Meio Essencial Minimo (MEM-37) serviu como
controle-positivo e a d4gua como controle-negativo. Apds 3, 6, 24, 48 e 72h, a viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio MTT. Para verificar o efeito da temperatura o experimento foi
repetido utilizando-se os mesmos meios e periodos, porém cultivando-se as células em
temperatura ambiente (20°C). A viabilidade celular também foi avaliada pelo método de
exclusdo do Azul de Tripano apds 6, 24, 48 e 72h de contato, a 20°C, das células com MEM,
HBSSe, HBSSn, Save-A-Tooth® e leite desnatado. Todos os experimentos foram feitos em
triplicata. As médias dos valores de absorbancia (MTT) e do percentual de viabilidade celular
(Azul de Tripano) foram calculadas e comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis e,
posteriormente, com o teste de Scheffé para localizar diferencas significativas entre os
diferentes meios e periodos, num nivel de significancia de 5%. O teste de Mann-Whitney foi
utilizado para comparar os resultados obtidos com o ensaio MTT a 37 e a 20°C (P < 0.05).
Resultados Os resultados do MTT realizado a 37°C mostraram que o leite foi o0 melhor meio
de conservagdo até 24h. Apds 48 e 72h, seu desempenho diminuiu e o da HBSSn aumentou,
apresentando-se equivalente ao do controle-positivo (MEM-37). No experimento a 20°C, até
48h o leite foi 0 melhor meio de conservacdo, com desempenho semelhante ao do MEM-37 e
estatisticamente superior ao da HBSSn e HBSSe. Independentemente da temperatura, os
resultados com o Save-A-Tooth® foram equivalentes aos da dgua (controle-negativo) ji a
partir de 24h. O cultivo a 37°C reduziu ainda mais a viabilidade das células conservadas em
dgua e em Save-A-Tooth®, mas aumentou a das mantidas em leite, HBSSe e HBSSn, pelo
menos até 24h. Pelo método do corante Azul de Tripano, os melhores meios de conservagdo
foram o leite e a HBSSe e HBSSn, ndo havendo diferenca estatistica entre eles, em qualquer
periodo de tempo.

Conclusoes A técnica de cultivo celular utilizada permitiu a obten¢do de uma linhagem de
fibroblastos periodontais; a temperatura interferiu na efetividade do meio de conservagio;
leite desnatado, a temperatura ambiente, pode ser utilizado como meio de conservacao por até

48h.
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Introducao

Na denticdo permanente, praticamente 16% das injurias traumaticas dento-alveolares resultam
em avulsdo, ou seja, o deslocamento total do dente para fora do alvéolo (Andreasen 1970).
Durante o periodo extra-alveolar, as células aderidas a raiz tendem a sofrer desidratacdo e
estdo sujeitas a contaminacdo. Estudos demonstraram que um periodo a seco de 2 horas
resulta em necrose de praticamente todas as cé€lulas do ligamento periodontal (PDL)
(Andreasen 1981, Gamson et al. 1992, Patil et al. 1994, Doyle et al. 1998).

O resultado do reimplante de dentes com PDL comprometido € a reabsorcdo
inflamatéria (Andreasen 1981, Blomlof 1981, Lindskog et al. 1985) ou a anquilose e
conseqiiente reabsorcdo substitutiva (Matsson et al. 1982, Lindskog et al. 1985, Trope &
Friedman 1992). Assim, a conduta recomendada € reimplantar o dente o mais rapidamente
possivel para minimizar a ocorréncia dessas seqiielas (Blomlof et al. 1983, Trope & Friedman
1992). Quando isso ndo for possivel, esforcos devem ser empreendidos no sentido de manter a
viabilidade das células do PDL, conservando o dente avulsionado em um meio adequado até o
reimplante (Blomlof 1981).

Virios experimentos foram conduzidos na tentativa de encontrar o meio ideal
(Blomlof 1981, Hiltz & Trope 1991, Trope & Friedman 1992), ou seja, com osmolalidade e
pH fisiolégicos e que, na medida do possivel, forneca ions essenciais as células até o
momento do reimplante. Dentre os mais estudados pode-se destacar: soro fisiolégico, Meio de
Eagle, Viaspan, 4gua, leite e solucdo salina balanceada de Hank (Felippe 1998). O soro
fisiologico possui osmolalidade e pH fisiologicos, mas ndo fornece fons essenciais e glicose
as células. E considerado aceitdvel por apenas 2 ou 3h, pois, a partir desse periodo, a
possibilidade de necrose celular aumenta significantemente (Andreasen 1981, Blomlof 1981,
Patil et al. 1994, Huang et al. 1996). Embora o meio de Eagle e o Viaspan® tenham a
capacidade de manter a viabilidade celular por longo periodo (Litwin et al. 1971, Hiltz &
Trope 1991, Trope & Friedman 1992), sdo produtos caros, € que ndo se encontram facilmente
disponiveis (Ashkenazi et al. 1999). Por possuir baixa osmolalidade e conter cloro, a d4gua de
torneira ¢ um meio inadequado (Andreasen 1981, Harkacz et al. 1997, Marino et al. 2000,
Sigalas et al. 2004) e tem sido usada como controle-negativo em pesquisas que avaliam meios
de conservacao (Marino et al. 2000, Sigalas et al. 2004).

O leite possui pouco conteudo bacteriano (Blomlof 1981, Lindskog et al. 1983),
osmolalidade e pH relativamente fisiologicos de 230-270 mOsm/Kg e 6.5-6.8,
respectivamente, e fornece alguns nutrientes e fatores de crescimento as células (Blomlof

1981). Em relagdo ao tempo em que mantém a viabilidade celular, os resultados existentes sao
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controversos. Enquanto alguns mostram que ele é efetivo pelo periodo de 3h (Blomlof &
Otteskog 1980, Blomlof et al. 1983, Huang et al. 1996) ou de 6h (Blomlof 1981, Lindskog et
al. 1983, Hiltz & Trope 1991, Trope & Friedman 1992), outros mostram efetividade por até
24h (Ashkenazi et al. 1999). Também ndo existe um consenso quando a efetividade do leite é
comparada a de outros meios de conservagdo, principalmente com a da HBSS (Hiltz & Trope
1991, Huang et al. 1996, Olson et al. 1997, Marino et al. 2000). Enquanto Hiltz & Trope
(1991) e Huang et al. (1996) verificaram que o leite mostrou pior desempenho do que a
HBSS, Olson et al. (1997) e Marino et al. (2000) observaram melhores resultados com o leite.

Atualmente, a HBSS é o meio recomendado pela Associacio Americana de
Endodontia para conservar dentes permanentes avulsionados (American Association of
Endodontists 1994). E composta de nutrientes essenciais as células e apresenta um pH de 7,2
e uma osmolalidade em torno de 320 mOsm/Kg (Krasner & Person 1992). Em estudo clinico,
Krasner & Person (1992) observaram 91% de sucesso apds o reimplante de 34 dentes
humanos armazenados em HBSS. Essa solucdo pode manter as células morfologicamente
normais por até 72h (Hiltz & Trope 1991). Nas primeiras 24h mostrou resultados similares
aos obtidos com o Viaspan® (Hiltz & Trope 1991). No estudo de Huang et al. (1996), a
HBSS foi melhor do que o leite, mantendo até 46.8% de células vidveis apds 72h. Ja
Ashkenazi et al. (1999) demonstraram que depois de 24h, a HBSS e o leite a 4°C
apresentaram os melhores resultados com relagdo a viabilidade celular e a capacidade
clonogénica e mitogénica, quando comparados ao meio condicionado e ao Viaspan®. Um
trabalho semelhante desenvolvido a temperatura ambiente também revelou que a HBSS foi
superior ao Viaspan® e ao Meio Essencial Minimo (Ashkenazi et al. 2000). No estudo de
Sigalas et al. (2004), a HBSS foi o meio que manteve maior nimero de células vidveis, com
exce¢do do grupo-controle (Meio Essencial Minimo).

Embora vérios estudos demonstrem que a HBSS possui melhor capacidade de manter
a viabilidade das células do PDL do que o leite (Blomlof 1981, Hiltz & Trope 1991, Trope &
Friedman 1992, Huang et al. 1996, Lekic et al. 1998, Ashkenazi et al. 1999, Sigalas et al.
2004), essa solucdo ndo se encontra comercialmente disponivel no Brasil. No comércio
americano, é facilmente encontrada com o nome de Save-A-Tooth® (Phoenix-Lazerus,
Shartlesville, PA, EUA). Em um experimento com cultura de células, Olson et al. (1997)
demonstraram que, apds 8 e 12h, o Save-A-Tooth® foi estatisticamente inferior ao leite e
igual ao ambiente seco na conservacgdo de fibroblastos periodontais. Empregando metodologia

semelhante, Marino et al. (2000) também demonstraram que, no periodo de 8h, leite integral
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pasteurizado e leite longa vida conservaram maior nimero de células do que o Save-A-
Tooth®.

Em razdo do exposto, os objetivos deste estudo foram: estabelecer uma linhagem de
fibroblastos originados do PDL de dentes humanos; preparar a HBSS, na forma estéril e ndo
estéril e comparar a sua efetividade com a de diferentes meios de conservacdo em manter a
viabilidade desses fibroblastos; e verificar o efeito de diferentes temperaturas sobre a

efetividade dos meios estudados.

Material e Métodos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC. Os procedimentos para cultivo primdrio e
estabelecimento da linhagem celular foram realizados conforme técnica descrita por Sant’ Ana
et al. (2002), com modificacoes.

Dois terceiros molares humanos, recém-extraidos por razdes ortoddnticas, foram
imediatamente colocados em tubos de centrifuga de 50 mL contendo 30 mL de solu¢do salina
fosfato tamponada (PBS) estéril e 2% de uma associag¢do de antibidticos e antifingico (PSA)
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e transportados para a Sala de Cultura de Células do
Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC.

Os dentes foram lavados 2x com tampao PBS estéril contendo 1% de PSA. O PDL do
terco médio das raizes de cada dente foi removido e colocado em garrafas de cultura de 25
cm® contendo MEM (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab, Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e 1% de PSA. Em seguida, as garrafas foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, e 95% de O, em atmosfera umedecida. A
proliferagc@o celular das culturas primdrias foi monitorada através de um microscopio de fase
invertido (40-200X, Nikon, Tokyo, Japao) e fotografada regularmente para acompanhamento.

Ap6s atingirem confluéncia, as células foram lavadas 3x com PBS, o explante foi
removido, as células foram tripsinizadas (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA) e parcialmente
transferidas para outra garrafa, dando origem a uma subcultura (primeira passagem). O meio
de cultura foi renovado, a cada 3 dias. Depois que as células atingiram nova confluéncia, o
meio de cultura foi removido, as células lavadas 3x com PBS, e nova tripsinizacdo foi
realizada para a manuten¢do da linhagem celular. A inativacao da tripsina foi feita pela adi¢do
de 5 mL de meio de cultura suplementado com 10% de SFB e 1% de PSA. As garrafas

retornaram para a estufa de CO,, onde permaneceram até que nova confluéncia fosse obtida.
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Para garantir a perpetuacdo da cultura, aliquotas de suspensdes celulares foram congeladas em
nitrogénio liquido (MVE Inc., Minnesota, EUA) a -126°C.

Uma semana antes do inicio do experimento, as células congeladas foram rapidamente
descongeladas em banho-maria a 37°C e colocadas em garrafas de cultura de 75 cm® com
MEM contendo 10% de SFB e 1% de PSA. As garrafas foram, entdo, incubadas a 37°C em
estufa de CO,. No total, 8 garrafas de 75 cm® com células da quinta a décima passagem foram
utilizadas nos experimentos.

Para a avaliacio da viabilidade celular foram utilizados dois testes: Ensaio
Colorimétrico com Sal de Tetrazolio (MTT) e Método de Exclusdo do Corante Azul de

Tripano.

Ensaio MTT

Foram utilizadas 10 placas de cultura (Corning, Corning, NY, USA) com 96 cavidades. As 8
cavidades da primeira coluna ficaram vazias (branco) e as restantes foram preenchidas com
100 uL de MEM contendo 8x10° células. As placas foram incubadas a 37°C com 5% COs.
Depois que as células atingiram confluéncia, o MEM foi descartado por aspiracdo, e as
cavidades foram preenchidas com 100 pL dos diferentes meios testados: MEM, esterilizado
em filtro 0.22 um (Millipore, Barueri, SP, Brasil) e suplementado com 2% de SFB e 1% de
PSA (pH 7.3); 4dgua de torneira (pH 7.6); Save-A-Tooth® (Phoenix-Lazerus, Shartlesville,
PA, EUA) (pH 6.4); HBSS estéril (HBSSe), esterilizada em filtro 0.22 um (pH 7.0); HBSS
ndo estéril (HBSSn) (pH 7.0); e leite pasteurizado longa vida desnatado (PARMALAT, Sao
Paulo, SP, Brasil) (pH 6.8).

A HBSS foi preparada de acordo com a férmula presente na bula do Save-A-Tooth®:
cloreto de sédio (8 g/l), D-glicose (0.4 g/l), cloreto de potéssio (0.4 g/l), bicarbonato de sédio
(0.35 g/1), fostato de sédio (0.09 g/l), fosfato de potéssio (0.14 g/l), cloreto de célcio (0.14 g/l)
e sulfato de magnésio (0.1 g/1).

Cinco das 10 placas foram incubadas a 37°C e 5 foram deixadas a temperatura
ambiente (20°C). Apods 3, 6, 24, 48 e 72h, os meios de conservacao foram substituidos por 50
uL da solugdo de MTT (Sigma Chemical) + MEM (1mg/mL em MEM), e as placas incubadas
a 37°C. Depois de 4h, o MTT + MEM foi retirado e 100 pL de dimetilsulf6xido (DMSO)
foram adicionados em todas as cavidades (inclusive nas cavidades vazias da primeira coluna).
As placas foram, entdo, agitadas levemente de 2 a 5 min para solubilizar a formazana. A
leitura de absorbancia foi realizada a 540 nm, em espectrofotdometro (Bio-Tek Instruments-

Inc., ELx 800, Winooski, VT, USA). Os valores de absorbancia registrados apds a
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conservagdo das células em MEM a 37°C (MEM-37) serviram como controle-positivo do
crescimento celular.

O método de Exclusdao do Corante Azul de Tripano foi realizado conforme proposto
por Walum et al. (1990), com pequenas modificagdes. Foram utilizadas 4 placas de cultura
(24 cavidades), sendo uma para cada periodo de tempo. As 24 cavidades foram preechidas
com 1 mL de MEM contendo 8x10* células e as placas incubadas a 37°C com 5% CO,. Apés
a confluéncia celular, o MEM foi descartado por aspiracao, as células lavadas com 1 mL de
PBS e as 4 cavidades de cada coluna foram preenchidas com 1 mL de MEM; Save-A-
Tooth®; HBSS estéril (HBSSe); HBSS nao estéril (HBSSn); e leite.

As placas foram deixadas a temperatura ambiente (20°C) por 6, 24, 48 e 72h, apds as
quais os meios de conservacdo foram aspirados. Depois de o tapete celular ser lavado com 1
mL de PBS, as células foram dissociadas pela tripsina, a qual foi inativada pela adicdo de
MEM contendo 5% de SFB. A suspensao celular foi, entdo, recolhida, centrifugada a 150 Xg
durante 5 min, o sobrenadante foi parcialmente aspirado e o sedimento homogenizado com o
sobrenadante restante. De cada suspensdo celular, 1 aliquota de 100 pL foi retirada e
homogenizada com 100 pL da solucdo de Azul de Tripano (Sigma Chemical) a 0.4% em
PBS, por 3 min. A contagem do numero de células vidveis e ndo vidveis foi realizada em
Camara de Neubauer, em microscopio de luz invertida (aumento de 40X).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em dias independentes. Os
valores de absorbancia (MTT) e o nimero de células vidveis e ndo vidveis (Azul de tripano)

de cada meio e periodo foram devidamente anotados para andlise estatistica.

Avaliagdo dos resultados

As médias dos valores de absorbancia e do percentual de células vidveis foram calculadas.
Como, em ambos o0s casos, os dados ndao apresentaram distribuicdo normal, a andlise
estatistica foi realizada pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Posteriormente, foi
aplicado o teste de comparacdes multiplas de Scheffé para localizar diferencas individuais. O
teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os resultados obtidos com ensaio MTT a

temperatura ambiente e a 37°C. O nivel de significincia foi estabelecido em 5%.

Resultados
A cultura primdria foi obtida em 10 dias e as subculturas que permitiram estabelecer a

linhagem celular, foram obtidas apds um periodo médio de 15 dias (Fig. 1).
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Viabilidade celular pelo Ensaio MTT

As médias (xDPM) dos valores de absorbancia, representativas da viabilidade das células
mantidas nos diferentes meios e periodos de conservacao encontram-se expressas nas Tabelas
1 (37°C) e 2 (temperatura ambiente). O teste de Kruskal-Wallis revelou que, para ambas as
situacdes, houve diferenca significativa (p < 0.001) em funcdo dos tempos e dos meios
analisados.

Nos experimentos realizados a 37°C, o leite apresentou valores mais altos do que os
dos outros meios de conservagao (p < 0.001) nos periodos de 3 e 6h. Depois, os valores foram
reduzindo e tornaram-se equivalentes aos do controle (MEM-37) ap6s 24h e equivalentes aos
da agua, ap6s 72h (Tabela 1 e Fig. 4). Nos periodos iniciais (3 e 6h), os valores de
absorbancia da HBSSe e HBSSn foram equivalentes aos do MEM-37 (p > 0.05). Porém,
depois de 24h os valores foram mais baixos (p < 0.001) do que os obtidos com a conservagdo
em leite. Apds 48 e 72h, a média dos valores da solucdo ndo estéril aumentou tornando-se
equivalente a do MEM-37, enquanto a da estéril sofreu uma queda, com valores
estatisticamente inferiores aos do MEM-37 e HBSSn. Nos dois primeiros periodos (3 e 6h), o
Save-A-Tooth® mostrou desempenho inferior a todos os outros meios de conservagao (p <
0.001), com excec¢do da agua, cujos resultados foram significantemente inferiores (p < 0.001).
A partir de 24h, os valores de absorbancia do Save-A-Tooth® foram equivalentes aos da dgua
(p = 1.000).

Nos experimentos realizados a temperatura ambiente, os valores de absorbancia
obtidos com a conservagdo em leite por 6, 24 e 48h foram equivalentes aos do MEM-37
(controle-positivo) (Tabela 2 e Fig. 3). Até 48h, os valores de absorbancia do leite foram
significantemente mais altos (p < 0.001) do que os da HBSSe HBSSn. Apds 72h, os trés
meios tiveram desempenho similar (p > 0,05). Nos periodos iniciais (3 e 6h), a HBSSe, a
HBSSn, o MEM-20 e o Save-A-Tooth® apresentaram resultados equivalentes (p > 0.05).
Com o passar do tempo, os valores de absorbancia do MEM-20 e do Save-A-Tooth®

reduziram drasticamente, tornando-se semelhantes aos da dgua.

Comparagdo dos resultados obtidos com os ensaios MTT realizados a 37°C e a temperatura
ambiente.

A comparagdo dos resultados obtidos com o ensaio MTT a temperatura ambiente e a 37°C
(Table 3) revelou que a conservacdo das células nas diferentes temperaturas gerou valores de
absorbancia significativamente diferentes dependendo do meio e periodo avaliado. A

manutencdo das células em MEM a 37°C (controle-positivo) gerou valores de absorbancia
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mais altos do que os observados no MEM a 20°C, para qualquer periodo (p < 0.001). Ao
contrario, a d4gua demonstrou comportamento diferente, pois independentemente do periodo
avaliado, o cultivo a 37°C diminuiu de forma significante (p < 0.05) os valores de
absorbancia. Em relacdo aos outros meios estudados, os resultados diferiram dependendo do
periodo de avaliagdo. Até 24h, a conservagdo a 37°C na HBSSe e na HBSSn resultou em
maiores valores de absorbancia, com diferenca significativa nos periodos de 3 e 6h (p <
0.001). Ap6s 48 e 72h, a solugdo nao estéril continuou mantendo um melhor percentual de
viabilidade quando as células foram cultivadas na estufa (p = 0.002 e p = 0.069,
respectivamente) enquanto a solucdo estéril revelou resultado inverso, ou seja, o cultivo a
37°C diminuiu o percentual de viabilidade quando comparado ao cultivo a temperatura
ambiente (p < 0.05). O desempenho do leite foi similar ao da HBSSe, pois 0o aumento de
temperatura exerceu efeito positivo (p < 0.05) até 24h. Nos demais periodos, a viabilidade
celular foi significativamente mais baixa do que a observada com o cultivo a temperatura
ambiente (p < 0.001). Por outro lado, o cultivo em Save-A-Tooth® a 37°C s6 foi efetivo até
3h; nos demais periodos houve uma diminui¢do gradativa nos valores de absorbancia, a qual

se mostrou significante nos periodos de 6 e 72h (p < 0.001 e p < 0.003, respectivamente).

Viabilidade celular pelo teste Azul de Tripano
As médias (xDPM) do percentual de células vidveis nos diferentes meios e periodos de
conservacgao estio expressas na tabela 4. O teste de Kruskal-Wallis revelou que, no periodo de
6h, os meios se comportaram de maneira similar (p = 0.284). Porém, houve diferenca
significativa (p < 0.001) entre o percentual de viabilidade nos periodos de 24, 48 e 72h (Fig.
5). Ap6s 24h, os percentuais de células vidveis mantidas na HBSSe, na HBSSn, no MEM e no
leite se mantiveram estdveis e equivalentes, enquanto o do Save-A-Tooth® diminuiu
drasticamente, com diferenga significativa (p < 0.001) em relacdo aos outros meios. Ja nos
periodos de 48 e 72h, a solucdo estéril, a ndo estéril e o leite foram melhores do que 0 MEM
(p <0.001), o qual se igualou ao Save-A-Tooth® no final do experimento.
Independentemente do teste de citotoxicidade aplicado, o percentual de viabilidade das
células mantidas em Save-A-Tooth® e em MEM-20 diminuiu significativamente a partir de
24 e 48h, respectivamente. Pelo teste do Azul de Tripano, os percentuais de células vidveis
mantidas em leite, HBSSe e HBSSn foram equivalentes entre si durante todo o periodo
experimental. Ja pelo ensaio MTT, o leite foi superior a essas duas solucdes até 48h,

igualando-se a elas apds 72h.
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Discussao

Este estudo foi conduzido para comparar a efetividade de 6 meios de conservacdao (HBSSe,
HBSSn, Save-A-Tooth®, leite, MEM e dgua) na manutencdo da viabilidade e da func¢do
mitocondrial de fibroblastos periodontais.

Trabalhos desenvolvidos para avaliar diferentes meios de conservagdo demonstraram
que o tempo de efetividade difere em funcdo do meio estudado. Alguns evidenciaram que o
leite € efetivo por um tempo variavel de 3 a 24h (Blomlof & Otteskog 1980, Blomlof et al.
1983, Huang et al. 1996, Ashkenazi et al. 1999), enquanto a HBSS e o Viaspan® podem
manter a viabilidade das células por até 72h (Hiltz & Trope 1991, Huang et al. 1996) e 168h
(Hiltz & Trope 1991), respectivamente. Dessa forma, este estudo foi desenvolvido
empregando-se periodos varidveis de 3 a 72h por serem considerados clinicamente relevantes.

Embora a temperatura corporal seja de 37°C, normalmente o dente avulsionado é
conservado em um meio a temperatura ambiente. Como existem na literatura experimentos
realizados a 37°C (Blomlof & Otteskog 1980, Blomlof 1981, Harkacz et al. 1997, Marino et
al. 2000, Pearson et al. 2003, Chung et al. 2004) e a temperatura ambiente (Hiltz & Trope
1991, Ashkenazi et al. 2000), este experimento foi realizado nas duas condi¢gdes para permitir
comparagoes.

Um dos testes de citotoxicidade aplicado foi o MTT (sal de tetrazélio), o qual é um
composto hidrossoliivel facilmente incorporado pelas células vidveis, que o reduz em suas
mitocOndrias pela acdo das desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT € convertido em cristais
de formazana que ficam armazenados no citoplasma celular e sdo, depois, solubilizados pelo
DMSO. A viabilidade das células e sua atividade metabdlica sdo fornecidas pela quantificagdo
da formazana produzida, expressa em valores de absorbancia, analisada em espectrofotometro
(Mossmann 1983; Sieuwerts et al. 1995; Andrighetti-Frohner et al. 2003).

Nas pesquisas com culturas de células, realizadas a 37°C ou mesmo a temperatura
ambiente, 0 meio usado como padrdo (controle-positivo) para comparagdes tem sido um meio
proprio para crescimento celular (geralmente MEM) colocado em estufa de CO; a temperatura
de 37°C. O MEM possui aminodcidos, vitaminas, proteinas, minerais, carboidratos, fatores
de crescimento, entre outros, 0os quais sao nutrientes essenciais que fornecem a energia
necessdria para o metabolismo e proliferacio celular (Freshney 1999). Além disso, a
temperatura de 37°C e a presenca de CO, criam um ambiente favordvel ao crescimento das
células. Ashkenazi et al. (2000) demonstraram que células cultivadas por 24h em meio de
cultura (aMEM + 15% de SFB) a 37°C apresentaram maior capacidade mitogénica e

clonogénica do que as cultivadas no mesmo meio a temperatura ambiente. Diante disso, e de
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acordo com a metodologia empregada por outros autores (Blomlof 1981, Ashkenazi et al.
1999, Ashkenazi et al. 2000), foi definido que, em relagdo ao ensaio MTT realizado em ambas
as temperaturas (20 e 37°C), os resultados obtidos com a conservacgdo das células em MEM a
37°C serviriam de padrdao (controle-positivo) para comparacdo dos resultados dos outros
meios. A dgua, usada como controle-negativo, a 37 e a 20°C, apresentou os piores resultados,
concordando com os de varios estudos prévios (Andreasen 1981, Harkacz et al. 1997, Marino
et al. 2000, Sigalas et al. 2004).

No experimento realizado a 37°C, embora o MEM-37 tenha mantido maior
percentual de células metabolicamente ativas nos periodos de 24, 48 e 72h, seu desempenho
foi estatisticamente inferior ao do leite nos periodos iniciais (3 e 6h). Neste experimento, o
SFB foi adicionado ao MEM numa concentracdo de 2%. Ainda que essa concentracdo tenha
se mostrado suficiente para a manutencao da viabilidade quando as células foram cultivadas a
37°C, € possivel que os resultados fossem melhores se uma maior concentragdo tivesse sido
utilizada como realizado por outros autores (Blomlof & Otteskog 1980, Blomlof 1981, Huang
et al. 1996, Olson et al. 1997, Ashkenazi et al. 1999, Marino et al. 2000, Ashkenazi et al.
2000, Sigalas et al. 2004).

A opc¢do pelo uso de leite desnatado se deve ao fato de que leite com baixo teor de
gordura € mais apropriado na manutencdo da viabilidade celular do que aquele com alto
contetddo de gordura (Harkacz et al. 1997)

Os resultados do experimento realizado a temperatura ambiente revelaram que, com
excecdo do controle (MEM-37), o leite foi o melhor meio de conservagdao. Até 48h, ele foi
significativamente melhor do que os outros meios testados e, apds 72h, seus resultados foram
equivalentes aos da HBSSe e HBSSn. Embora estejam em concordincia com os achados de
Olson et al. (1997) e Marino et al. (2000), estes resultados diferem do de outros autores, 0s
quais afirmaram que o leite € efetivo por curto periodo de tempo (Blomlof & Otteskog 1980,
Blomlof et al. 1983, Huang et al. 1996). Discordam também dos de Sigalas et al. (2004) e de
Ashkenazi et al. (2000) que afirmaram que apenas o leite resfriado (-4°C) é adequado para a
preservagdo da capacidade proliferativa das células do ligamento periodontal.

Cabe também ressaltar que, quando os experimentos foram realizados a 37°C, os
resultados com o leite até 24h foram ainda melhores. Este achado vai de encontro ao de
Blomlof & Otteskog (1980) que verificaram que o leite ndo sofreu interferéncia da
temperatura na manutencdo da viabilidade de fibroblastos periodontais, pelo menos até 3h.

Nesta pesquisa, o desempenho do leite a 37°C caiu consideravelmente a partir de 48h,
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igualando-se a agua apés 72h. Provavelmente, o leite a partir de 48h sofreu uma reducdo de
pH, gerando um meio impréprio para a sobrevivéncia celular.

Uma possivel explicacdo para os bons resultados obtidos com o leite nos dois
experimentos (20 e 37°C) € que, além do pH e osmolalidade fisiol6gicos e presenga de alguns
nutrientes (Blomlof 1981), ele possui fatores de crescimento. Belford et al. (1995)
demonstraram que a adi¢do de extratos de leite bovino a cultura de células de fibroblastos e de
células epiteliais promoveu maior proliferacdo celular. Pode também ser cogitado que, a
relativa opacidade do leite interferiu na leitura da densidade 6tica. Smee et al. (2002)
afirmaram que substancias que em meio de cultura apresentam forte coloracdo interferem na
leitura das absorbancias gerando valores mais altos. Testando diferentes concentragdes de
clorofilina adicionada a HBSS, Chung et al. (2004) levantaram a hip6tese de que a coloragao
verde dessa substancia pode ter aumentado os valores de absorbancia, superestimando os
resultados. Porém, vale lembrar que, conforme discutido mais adiante, os dados obtidos com
o teste de exclusdo Azul de Tripano confirmaram a efetividade do leite na manutengdo da
viabilidade celular.

Virios experimentos tém demonstrado que a HBSS € um meio eficaz na conservacdo
de dentes avulsionados (Trope & Friedman 1992, Krasner & Person 1992), de fibroblastos
periodontais (Blomlof 1981, Huang et al. 1996, Ashkenazi et al. 2000), e de fibroblastos
labiais (Hiltz & Trope 1991), por periodos varidveis de 3 a 72h (Hiltz & Trope 1991, Huang
et al. 1996, Ashkenazi et al. 1999, Ashkenazi et al. 2000). Os resultados do MTT a
temperatura ambiente demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre a HBSSe e a
HBSSn, em qualquer periodo de tempo. Até 48h, a efetividade das duas solucdes foi
significativamente inferior a do leite e, apds 72h, ndo houve diferenga entre os 3 produtos. No
experimento a 37°C, a HBSSe e a HBSSn tiveram desempenhos semelhantes e foram
inferiores ao do leite até 24h. Vdrios estudos prévios relataram superioridade da HBSS em
relacdo ao leite (Blomlof 1981, Hiltz & Trope 1991, Trope & Friedman 1992, Huang et al.
1996, Lekic et al. 1998, Ashkenazi et al. 1999, Sigalas et al. 2004,). Entretanto, ap6s 48h e
72h, somente a HBSSn foi significativamente melhor do que o leite.

Como ja dito anteriormente, a HBSS ndo se encontra disponivel comercialmente no
mercado brasileiro. Por isso, apds a manipulacdo da HBSS conforme a férmula do Save-A-
Tooth®, procurou-se comparar a sua capacidade de manter a viabilidade das células do
ligamento periodontal com a de outros meios. De posse de uma solucdo que apresentasse os
mesmos resultados encontrados na literatura, seria possivel disponibiliza-la em locais publicos

como escolas, centros esportivos, hospitais, farmdcias, corpo de bombeiro, postos de saude e
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até mesmo em casa. A HBSS foi testada na forma estéril e ndo estéril para avaliar se a prévia
esterilizacdo exerceria algum efeito sobre sua efetividade. A esterilizagdo da HBSS ndo pode
ser realizada em autoclave por causa da presenca da glicose. Para esteriliza-la foi utilizado
filtro 0.22 um (Millipore) adaptado em aparelhos especificos, o que tornou a obtencdo da
solu¢do mais trabalhosa, lenta e onerosa. Os resultados deste trabalho mostraram que ndo ha
vantagens em se realizar a esterilizacdo do produto, haja vista que o desempenho das duas
solu¢des foi semelhante em todos os periodos, principalmente no experimento desenvolvido a
temperatura ambiente.

Considerando que normalmente o dente avulsionado é mantido em um meio a
temperatura ambiente, e comparando os resultados obtidos apds a conservacdo em leite e em
HBSSe ou HBSSn a 20°C, parece licito sugerir que o leite desnatado pode ser utilizado como
meio de conservacdo até 48h. Talvez a substituicdo do leite, em intervalos regulares de 24 ou
48h, possa aumentar ainda mais o seu tempo de efetividade. Uma pesquisa encontra-se em
andamento com o objetivo de esclarecer essa questao.

Neste trabalho, tanto o cultivo a temperatura ambiente quanto o realizado a 37°C
demonstraram resultados desanimadores com o Save-A-Tooth®. Apds os periodos iniciais (3
e 6h) do cultivo a temperatura ambiente, o Save-A-Tooth® manteve, praticamente, 50% de
viabilidade celular. No realizado a 37°C, os percentuais de células vidveis, em relacdo ao
controle-positivo, foram, aproximadamente, de 75% e 48% (dados ndo mostrados). Apds 24,
48 e 72h, em ambas as temperaturas os resultados foram estatisticamente iguais aos da agua.
Outras pesquisas desenvolvidas com esse produto revelaram resultados similares (Olson et al.
1997, Marino et al. 2000). Apds a conservacdo de células a temperatura ambiente, em leite
integral e em Save-A-Tooth®, Olson et al. (1997) verificaram que apds 8 e 12h, os valores de
densidade otica do grupo do Save-A-Tooth® foram similares aos apresentados pelas células
mantidas em ambiente seco. A partir de 4h, o leite integral mostrou desempenho
significativamente melhor do que o Save-A-Tooth® e o controle-positivo. Com metodologia
similar, porém mantendo as células a 37°C nos diferentes meios, Marino et al. (2000)
demonstraram que, no periodo de 8h, a conservacdo em leite integral resultou em valores de
densidade o6tica significantemente maiores do que os obtidos com a conservacao em Save-A-
Tooth® e em MEM (com 10% de SFB). Neste estudo, o Save-A-Tooth® foi utilizado alguns
meses apds a sua fabricacdo. E possivel que o curto periodo decorrido desde a fabricagio até o
uso tenha influenciado na sua capacidade de conservagdo, pois a HBSS, utilizada logo apds a
obtencdo, revelou desempenho superior ao do Save-A-Tooth®, embora apresentasse a mesma

constituicdo. Um estudo futuro sera realizado com a mesma HBSS aqui empregada, porém
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apods a estocagem por 6 meses, para confirmar esta suposicdo. Deve-se ressaltar que a medida
de pH registrada da HBSSe e HBSSn foi de 7.0, enquanto a do Save-A-Tooth® foi de 6.4, o
que nao reflete o pH ideal para crescimento celular.

Um outro teste utilizado para avaliar a viabilidade celular foi o teste de exclusdo do
corante Azul de Tripano. O fendmeno de permeabilidade da membrana celular permite
estimar, indiretamente, o grau de integridade da mesma, e serve para avaliar apenas a
vitalidade e ndo a saude fisioldgica ou a capacidade metabdlica celular (Martin & Pileggi
2004). O percentual de células ndo coradas representa, portanto, o indice de viabilidade
(Walum et al. 1990).

Os resultados obtidos com este teste foram semelhantes aos do ensaio MTT: o leite foi
o melhor meio de conservagdo e o Save-A-Tooth® e 0 MEM tiveram uma queda significante
em seu desempenho a partir de 24 e 48, respectivamente. Porém, a HBSSe e a HBSSn
mostraram desempenho igual ao do leite, o que sugere que a técnica do corante Azul de
Tripano € menos sensivel do que o ensaio MTT. Ashkenazi et al. (1999) e Ashkenazi et al.
(2000) testaram a viabilidade celular com a técnica do Azul de Tripano e verificaram que nao
houve diferenca significativa entre os meios testados apds 2, 8 e 24h. No entanto, quando
testaram a capacidade mitogénica e clonogénica celular, os autores encontraram diferencas
significativas apds o periodo de 24h.

Nossos resultados diferem dos de Hiltz & Trope (1991) que, também empregando o
Azul de Tripano, verificaram que a conservacdo de células a temperatura ambiente em leite e
HBSS foi efetiva por 6 e 24h, respectivamente. A HBSS manteve células vidveis por até 96h,
superando o leite em todos os periodos de tempo. Talvez essa diferenca possa ser justificada
pela origem dos fibroblastos e pelo tipo de leite utilizado. Enquanto esses autores realizaram a
pesquisa com fibroblastos labiais e leite integral, neste experimento foram utilizados
fibroblastos periodontais e leite desnatado, que € mais indicado por possuir menor teor de
gordura (Harkacz et al. 1997).

Os resultados deste estudo sugerem que o leite desnatado, a temperatura ambiente,
pode ser utilizado como meio de conservagdo até 48h. Excedendo esse periodo de tempo, o
leite deve ser substituido pela HBSSn. Quando o periodo de tempo extra-alveolar a seco
exceder 20 min, é preferivel utilizar a HBSS, pois essa solu¢do, além de reconstituir
metabdlitos perdidos tem a capacidade de reativar as células degeneradas do ligamento

periodontal (Matsson et al. 1982, Hiltz & Trope 1991).
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Conclusoes

A técnica de cultivo celular utilizada permitiu obter uma linhagem de fibroblastos oriundos do
ligamento periodontal humano; a temperatura interferiu na efetividade dos meios de
conservacgdo; leite desnatado, a temperatura ambiente, pode ser utilizado como meio de

conservacgdo até 48h.
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Table 1 Resultados da determinacdo da viabilidade de fibroblastos periodontais conservados a

37°C nos diferentes meios e periodos, obtidos através do método colorimétrico do MTT,

expressos em valores de absorbancia. Os resultados representam a média de tr€s experimentos

independentes +DPM.
Periodos
3h 6h 24h 48h 72h

Meios

MEM- 37 0.329 +0.033 0.312+£0.043 0.354 +0.065 0.346 +0.046 0.383 +0.063
Water 0.047 £0.035 0.029 £0.021 0.015 £0.011 0.021 £0.012 0.013 +0.019
Save-A-Tooth | 0.249 +0.043 0.150 £0.027 0.019 +0.014 0.022 £0.011 0.008 +0.009
HBSSe 0.310 £0.041 0.287 £0.033 0.241 +0.047 0.179 £0.073 0.132 +0.113
HBSSn 0.328 +0.030 0.298 £0.034 0.251 +0.043 0.343 +0.141 0.324 +0.167
Milk 0.459 +0.050 0.437 £0.079 0.398 +0.117 0.132 £0.095 0.018 +0.008
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Table 2 Resultados da determinacdo da viabilidade de fibroblastos periodontais conservados a
temperatura ambiente nos diferentes meios e periodos, obtidos através do método

colorimétrico do MTT, expressos em valores de absorbancia. Os resultados representam a

média +DPM de trés experimentos independentes.

Periodos
3h 6h 24h 48h 72h

Meios

MEM-20 0.174 £0.056 0.215+0.051 0.163 £0.067 0.047 £0.032 0.039 +0.026
Water 0.061 +0.028 0.069 £0.047 0.036 £0.035 0.030 £0.015 0.021 +0.015
Save-A-Tooth | 0.146 +0.048 0.185 +0.049 0.054 +0.069 0.025 +0.014 0.025 +0.017
HBSSe 0.159 +0.038 0.219 +0.061 0.224 +0.084 0.218 £0.053 0.269 +0.052
HBSSn 0.181 +0.048 0.230 £0.060 0.249 +0.057 0.225 £0.061 0.256 +0.058
Milk 0.278 +0.083 0.330 +£0.084 0.326 £0.097 0.316 £0.092 0.236 +0.048
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Table 3 — Resultados da andlise comparativa da média dos valores de absorbancia obtidos
pelo método colorimétrico MTT, apds a conservacdo dos fibroblastos periodontais, a

temperatura ambiente e a 37°C, nos diferentes meios e periodos.

20°C 37°C p*
3h
MEM 0.174 (0.056) 0.328 (0.033) <0.001
HBSSe 0.159 (0.038) 0.310 (0.041) <0.001
HBSSn 0.181 (0.048) 0.328 (0.030) <0.001
Milk 0.278 (0.083) 0.459 (0.050) <0.001
Save-a-tooth 0.146 (0.048) 0.249 (0.043) <0.001
Water 0.061 (0.028) 0.047 (0.035) <0.001
6h
MEM 0.215 (0.051) 0.313 (0.043) <0.001
HBSSe 0.219 (0.061) 0.287 (0.033) <0.001
HBSSn 0.230 (0.060) 0.298 (0.034) <0.001
Milk 0.330 (0.084) 0.437 (0.079) <0.001
Save-a-tooth 0.185 (0.049) 0.150 (0.027) <0.001
Water 0.069 (0.047) 0.029 (0.021) <0.001
24h
MEM 0.163 (0.067) 0.354 (0.065) <0.001
HBSSe 0.224 (0.084) 0.241 (0.047) 0.768
HBSSn 0.249 (0.057) 0.251 (0.043) 0.509
Milk 0.326 (0.097) 0.398 (0.117) 0.008
Save-a-tooth 0.054 (0.069) 0.019 (0.014) 0.211
Water 0.036 (0.035) 0.015 (0.011) 0.022
48h
MEM 0.047 (0.032) 0.346 (0.046) <0.001
HBSSe 0.218 (0.053) 0.179 (0.073) 0.021
HBSSn 0.225 (0.061) 0.343 (0.141) 0.002
Milk 0.316 (0.092) 0.132 (0.095) <0.001
Save-a-tooth 0.025 (0.014) 0.022 (0.011) 0.248
Water 0.030 (0.015) 0.021 (0.012) 0.009
72h
MEM 0.039 (0.026) 0.383 (0.063) <0.001
HBSSe 0.269 (0.052) 0.132 (0.113) <0.001
HBSSn 0.256 (0.058) 0.324 (0.167) 0.069
Milk 0.236 (0.048) 0.018 (0.008) <0.001
Save-a-tooth 0.025 (0.017) 0.008 (0.009) 0.003
Water 0.021 (0.015) 0.013 (0.019) <0.001

* teste de Mann-Whitney
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Table 4 Resultados da determinacdo da viabilidade de fibroblastos periodontais conservados a
temperatura ambiente nos diferentes meios e periodos, obtidos através do método de exclusdo

do corante Azul de Tripano, expressos em percentuais. Os valores representam a média

+DPM de trés experimentos independentes.

Periodos | 6h 24h 48h 72h
Meios
MEM-20 94.39 £5.32 91.37 £5.24 45.43 +£20.76 17.89 £10.17
Save-A-Tooth® | 96.94 +1.77 9.54 +16.87 8.18 +6.58 8.79 +£8.40
HBSSe 97.56 £2.12 96.43 £1.83 92.04 £3.32 86.45 £10.49
HBSSn 96.43 £2.67 94.64 £3.24 82.13 £11.37 82.38 £17.19
Milk 96.45 +1.81 05.11 £2.41 03.33 £2.16 83.39 +£14.03
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Figure 1 Imagens de fotomicrografias da cultura de fibroblastos periodontais (100X) (a)
cultura primdria obtida apds 10 dias de cultivo; (b) cultura primaria obtida apds 13 dias de
cultivo; (c) tapete confluente obtido apds 15 dias de cultivo; (d) tripsinizagdo; (e) linhagem

celular — primeira passagem; (f) linhagem celular — oitava passagem.
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Figure 2 Resultados da determinacdo da viabilidade de fibroblastos periodontais conservados
a 37°C em diferentes meios e periodos, obtidos através do método colorimétrico do MTT,
expressos em valores de absorbancia. Os resultados representam a média de tré€s experimentos
independentes. Letras iguais indicam que ndo hd diferenca estatistica significativa entre as

médias de cada meio de conservagdo, num determinado periodo de tempo.
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Figura 3 - Resultados da determinacdo da viabilidade de fibroblastos periodontais
conservados a temperatura ambiente nos diferentes meios e periodos, obtidos através do
método colorimétrico do MTT, expressos em valores de absorbancia. Os resultados
representam a média de trés experimentos independentes. *Letras iguais indicam que ndo ha
diferenca estatistica significativa entre as médias de cada meio de conservacdo, num

determinado periodo de tempo.



47

5120
8
o 100
E
S 80
z
2 60 -
[}]
S 40
©
=]
T 20 -
[}]
o
e 0-

6h 24h 48h 72h
Periodos de tempo

@ MEM O Save-A-Tooth @ HBSS estéril m HBSS nao estéril O Leite

Figure 4 Resultados da determinacdo da viabilidade de fibroblastos periodontais conservados
a temperatura ambiente em diferentes meios e periodos, obtidos através do método de
exclusdo do corante Azul de Tripano, expressos em percentuais. Os resultados representam a
média de trés experimentos independentes. Letras iguais indicam que ndo ha diferenca
estatistica significativa entre as médias de cada meio de conservagcdo, num determinado

periodo de tempo.
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APENDICE A - Figuras

Figura 2 — Imagem de fotomicrografia da cultura primdria de fibroblastos periodontais obtida

ap6s 10 dias de cultivo. (100X)
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Figura 3 — Imagem de fotomicrografia da cultura de fibroblastos periodontais, obtida na

primeira passagem. (100X)

APENDICE B - ANALISE ESTATISTICA

Através do programa estatistico Stata 9.0 (Stata CorpLP, College Station, TX, USA),
as médias dos valores de absorbancia das 33 cavidades de cada grupo do teste MTT e o
percentual de células vidveis nas 12 cavidades de cada grupo do teste Azul de Tripano foram
calculados. A normalidade dos dados foi avaliada através de histogramas e do teste de
Shapiro-Wilk. Tendo-se constatado que, em ambos os casos, os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, a comparacdo dos resultados dos diferentes grupos foi realizada pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Posteriormente, foi aplicado o teste de comparagdes
multiplas de Scheffé para localizar as diferencas estatisticamente significativas entre as
médias de absorbancia e percentual de células vidveis nos diferentes grupos e periodos num
nivel de significincia de 5%.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os resultados obtidos com o

teste MTT a temperatura ambiente e a 37°C.
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APENDICE C - Tabelas

Tabela S — Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos
valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 20°C, apds a

conservagado dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 3h.

MEM-37  MEM-20  HBSSe Save-20 Leite-20  Agua-20
MEM-20  -.154576

0.000

HBSSe -.170152 -.015576
0.000 0.955

Save-20 -.182636 -.028061 -.012485
0.000 0.541 0.985

Leite-20 -.050909 103667 119242 131727

0.013 0.000 0.000 0.000
Agua-20 -.267576 -.113 -.097424 -.084939 -.216667
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
HBSSn -.148273 .006303 021879 034364 -.097364 .119303

0.000 1.000 0.800 0.278 0.000 0.000
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Tabela 6 — Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 20°C, apds a

conservagado dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 6h.

MEM-20

HBSSe

Save-20

Leite-20

Agua-20

HBSSn

MEM-37
-.097909
0.000

-.093667
0.000

-.127788
0.000

017364
0.960

-.243909
0.000

-.082939
0.000

MEM-20

.004242
1.000

-.029879
0.627

115273
0.000

-.146
0.000

01497
0.981

HBSSe

-.034121
0.460

11103
0.000

-.150242
0.000

010727
0.997

Save-20

145152
0.000

-.116121
0.000

044848
0.136

Leite-20

-.261273
0.000

-.100303
0.000

Agua-20

16097
0.000
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Tabela 7 — Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 20°C, apds a

conservagdo dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 24h.

MEM-20

HBSSe

Save-20

Leite-20

Agua-20

HBSSn

MEM-37
-.190758
0.000

-.129667
0.000

-3
0.000

-.027818
0.859

-.318303
0.000

-.104576
0.000

MEM-20

061091
0.058

-.109242
0.000

162939
0.000

-.127545
0.000

086182
0.001

HBSSe

170333
0.000

101848
0.000

-.188636
0.000

025091
0.910

Save-20

272182
0.000

-.018303
0.981

195424
0.000

Leite-20

-.290485
0.000

-.076758
0.004

Agua-20

213727
0.000
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Tabela 8 — Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 20°C, apds a

conservagdo dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 48h.

MEM-20

HBSSe

Save-20

Leite-20

Agua-20

HBSSn

MEM-37
-.299182
0.000

-.127788
0.000

-.320788
0.000

-.029697
0.485

-.315788
0.000

-.121394
0.000

MEM-20

171394
0.000

-.021606
0.820

.269485
0.000

-.016606
0.943

177788
0.001

HBSSe

-.193
0.000

.098091
0.000

-.188
0.000

.006394
1.000

Save-20

291091
0.000

.005
1.000

.199394
0.000

Leite-20

-.286091
0.000

-.091697
0.000

Agua-20

194394
0.000
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Tabela 9 — Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 20°C, apds a

conservagdo dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 72h.

MEM-20

HBSSe

Save-20

Leite-20

Agua-20

HBSSn

MEM-37
-.343939
0.000

-.113667
0.000

-.357879
0.000

-.14703
0.000

-.361636
0.000

-.126758
0.000

MEM-20

230273
0.000

-.013939
0.948

196909
0.000

-.017697
0.848

217182
0.000

HBSSe

-.244212
0.000

-.033364
0.153

-.24797
0.000

-.013091
0.961

Save-20

210848
0.000

-.003758
1.000

231121
0.000

Leite-20 Agua-20

-.214606
0.000

020273 234879
0.743 0.000
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Tabela 10 - Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 37°C, apds a

conservagado dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 3h.

HBSSe

HBSSn

Leite

Save

Agua

MEM-37
-.018303
0.615

-.000848
1.000

130424
0.000

-.080182
0.000

-.281364
0.000

HBSSe

017455
0.663

148727
0.000

-.061879
0.000

-.263061
0.000

HBSSn

131273
0.000

-.079333
0.000

-.280515
0.000

Leite

-.210606
0.000

-.411788
0.000

Save

-.201182
0.000
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Tabela 11 - Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 37°C, apds a

conservagado dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 6h.

HBSSe

HBSSn

Leite

Save

Agua

MEM-37
-.025576
0.355

-.014848
0.865

124303
0.000

-.162576
0.000

-.28403
0.000

HBSSe

010727
0.964

149879
0.000

-.137
0.000

-.258455
0.000

HBSSn

139152
0.000

-.147727
0.000

-.269182
0.000

Leite

-.286879
0.000

-.408333
0.000

Save

-.121455
0.000
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Tabela 12 - Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 37°C, apds a

conservagdo dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 24h.

HBSSe

HBSSn

Leite

Save

Agua

MEM-37
-.112909
0.000

-.102697
0.000

.043909
0.133

-.334818
0.000

-.338545
0.000

HBSSe

010212
0.993

156818
0.000

-.221909
0.000

-.225636
0.000

HBSSn

.146606
0.000

232121
0.000

-.235848
0.000

Leite

-.378727
0.000

-.382455
0.000

Save

-.003727
0.000
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Tabela 13 - Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 37°C, apds a

conservagdo dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 48h.

HBSSe

HBSSn

Leite

Save

Agua

MEM-37
-.166879
0.000

-.003121
0.000

-.213788
0.000

-.323909
0.000

-.325242
0.000

HBSSe

163758
0.000

-.046909
0.314

-.15703
0.000

-.158364
0.000

HBSSn

-.210667
0.000

-.320788
0.000

-.322121
0.000

Leite

-.110121
0.000

-.111455
0.000

Save

-.001333
0.000
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Tabela 14 - Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa da média dos

valores de absorbancia obtidos pelo teste colorimétrico MTT realizado a 37°C, apds a

conservagdo dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 72h.

HBSSe

HBSSn

Leite

Save

Agua

MEM-37
-.250455
0.000

-.058333
0.194

-.364394
0.000

-.374242
0.000

-.369758
0.000

HBSSe

192121
0.000

-.113939
0.000

-.123788
0.000

-.119303
0.000

HBSSn

-.306061
0.000

-.315909
0.000

-.311424
0.000

Leite

-.009848
0.000

-.005364
0.000

Save

.004485
0.000
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Tabela 15 - Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa do percentual

de viabilidade celular pelo método de exclusdo do corante Azul de Tripano realizado a 20°C,

apos a conservacao dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 24h.

MEM-20
Save -81.8323
0.000
HBSSe 5.06318
0.679
HBSSn 3.27265
0.913
Leite 3.73682

0.866

Save

86.8955
0.000

85.105
0.000

85.5691
0.000

HBSS e

-1.79054
0.990

-1.32636
0.997

HBSSn

464174
1.000
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Tabela 16 - Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa do percentual

de viabilidade celular pelo método de exclusdo do corante Azul de Tripano realizado a 20°C,

apos a conservacao dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 48h.

MEM-20
Save -37.2516
0.000
HBSSe 46.6131
0.000
HBSSn 36.7048
0.000
Leite 47.9037

0.000

Save

83.8647
0.000

73.9564
0.000

85.1553
0.000

HBSSe HBSSn
-9.90828

0.326

1.29066 11.1989
0.999 0.209
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Tabela 17 - Resultados do teste de Scheffé (p < 0,05) da andlise comparativa do percentual

de viabilidade celular pelo método de exclusdo do corante Azul de Tripano realizado a 20°C,

apos a conservacao dos fibroblastos nos diferentes meios pelo periodo de 72h.

MEM-20
Save -9.10076
0.530

HBSSe 68.5605
0.000

HBSSn 64.4878
0.000

Leite 65.5045
0.000

Save

77.6613
0.000

73.5885
0.000

74.6053
0.000

HBSSe

-4.07275
0.957

-3.05597
0.985

HBSSn

1.01678
1.000

APENDICE D - Grificos
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O 3h @ 6h O 24h W 48h O 72h

0,45
0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Valores de absorbancia

MEM- MEM-20 Agua Sawe HBSSe HBSSn Leite
controle

Meios de conservacao

Grafico 1 - Valores de absorbancia obtidos pelo método colorimétrico MTT, apds a
conservacdo dos fibroblastos periodontais a temperatura ambiente, nos diferentes meios e

periodos.
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O 3h @ 6h O24h W 48h O 72h
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o
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Valores de absorbancia

o

MEM- Agua Save HBSSe  HBSSn Leite
controle

Meios de conservacao

Grafico 2 - Valores de absorbancia obtidos pelo método colorimétrico MTT, apés a

conservacdo dos fibroblastos periodontais a 37°C, nos diferentes meios e periodos.
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Percentual de viabilidade
celular

120

B 6h O 24h W 48h O 72h

100 |
80 -
60 -
40 -
20 -

MEM

Save HBSSe HBSSn

Meios de conservacao

Leite

Griafico 3 - Percentuais de viabilidade celular obtidos pelo método de exclusao do corante

Azul de Tripano, apés a conservacdo dos fibroblastos periodontais nos diferentes meios e

periodos.
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APENDICE E - Metodologia Expandida

1 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Virologia Aplicada da
Universidade Federal de Santa Catarina, classificado como Laboratério com nivel de
seguranca tipo 2, ou seja, possui 0S equipamentos necessdrios para assegurar a devida
protecao aos pesquisadores, a0 experimento propriamente dito e a0 meio ambiente.

Para melhor entendimento, este capitulo foi subdividido, objetivando apresentar os
materiais utilizados, relatar os procedimentos prévios a sua execucdo, abordar a origem e
preparo dos meios de conservacdo avaliados, além de detalhar a execucdo dos testes de

citotoxicidade empregados.

1.1 MATERIAIS

1.1.1 Meio de Cultura

O Meio Essencial Minimo (MEM), utilizado para a proliferacdo e manutencdo das
células, é constituido de aminoécidos, vitaminas, proteinas, minerais, carboidratos, fatores de
crescimento, entre outros, nutrientes essenciais que fornecem a energia necessdria para o
metabolismo e proliferacdo celular (FRESHNEY, 1999).

Outra fun¢do do MEM ¢€ controlar o pH e a osmolaridade da cultura celular,
mantendo-os adequados para que as células continuem vidveis, tamponando e protegendo-as
de mudangas bruscas no ambiente de cultivo (FRESHNEY, 1999).

A atmosfera no interior da estufa deve ser saturada com vapores d dgua a fim de
prevenir a evaporacdo € o aumento da osmolaridade do meio. A osmolaridade do plasma
humano € de 290 mOsm/kg, considerado também um valor 6timo para células, in vitro, mas
na pratica valores de 260 a 320 mOsm/kg sdo bem aceitos.

Conforme as recomendacgdes do fabricante (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 9,77g de
MEM foi diluido em 1 L de dgua Milli-Q. Apés o preparo, o pH do meio foi mantido entre
7,2 e 7,4 com o uso de NaOH (0,1 N) e HCI (1 N).
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1.1.2 Soro Fetal Bovino

O soro fetal bovino (SFB) € rico em fatores de crescimento e tem alto teor de gama-
globulina. Foi adicionado ao meio de cultura para permitir a manutencdo e a proliferacao
celular. O SFB também protege a cultura de perturbacdes téxicas, como mudancas de pH,
presenca de metais pesados, atividade proteolitica e endotoxinas (FRESHNEY, 1999). Para o
crescimento das culturas celulares e sua manutencao foi utilizado SFB (Cultilab, Campinas,

Sao Paulo, Brasil) na concentragdo de 10% e 5%, respectivamente.

1.1.3 Antibiéticos e Antifiingico

Para evitar a contaminacdo das culturas celulares por bactérias, fungos e leveduras, foi
adicionado ao meio uma associa¢do de antibidticos e antifingico (PSA) (Cultilab, Campinas,
SP, Brasil) na propor¢do de 1% ou 2%, composta de: 10.000 UI de penicilina G sddica, 10 mg

de sulfato de estreptomicina e 25 pg de anfotericina B.

1.1.4 Tripsina

A tripsina € uma enzima do grupo das proteases que catalisa as reacOes de quebra da
cadeia polipeptidica em determinadas seqiiéncias de aminoédcidos. Essa enzima ndo requer a
presenca de co-fatores e € muito utilizada em culturas de células que necessitam de um
suporte para fixacdo e proliferacdo. Ela é um meio quimico de dissociacdo celular que age,
entdo, sobre as proteinas que permitem a fixacdo das células no suporte, liberando-as. Para
evitar a citdlise, apds a individualizacdo das células, a tripsina deve ter sua acdo proteolitica
inibida através do meio de cultura + SFB (FRESHNEY, 1999). Nos experimentos foi
utilizada tripsina de pancreas de porco (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA) a 0,25% diluida
em solucdo de dcido etileno diamino tetracético (EDTA) (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA)
a 0,05%. O volume utilizado foi de 0,5 ml e 1 ml para garrafas de 25 e 75 cm?,

respectivamente.

1.1.5 Solucao Salina Fosfato Tamponada

A solucido salina fosfato tamponada (PBS) é uma mistura de sais que, ao ser utilizada

para a lavagem do tapete celular, remove residuos organicos e celulares. Possui pH em torno
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de 7,0. Foi preparada com 8,0 g de NaCl (Gibco, Gibco Industries Inc., EUA), 0,2 g de KCI
(Sigma, Sigma Chemical CO., EUA), 1,44 g de Na,HPO, (Sigma, Sigma Chemical CO.,
EUA), 0,24 g de KH,PO4 (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA), em quantidade suficiente para

1 L de dgua Milli-Q. Apds o preparo, a solucdo (PBS) foi esterilizada em autoclave.

1.1.6 Dimetilsulfoxido

O dimetilsulfé6xido (DMSO) é um solvente crioprotetor adicionado ao meio de cultura
previamente ao congelamento de células. Praticamente, ele ndo evita os danos causados pelo
resfriamento rapido (formacdo intracelular de cristais de gelo), mas impede ou diminui os
danos causados pelo resfriamento lento (desidratacdo e retracdo celulares) (FRESHNEY,

1999).

1.1.7 Sal de Tetrazolio

O sal de tetrazolio (3-4,5-dimetiltiazol-2,5-difenil tetrazolim Brometo)-(MTT) € um
composto hidrossoliivel facilmente incorporado pelas células vidveis, que o reduz em suas
mitocOndrias pela acdo das desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT € convertido em cristais
de formazana, os quais ficam armazenados no citoplasma celular e sdo, depois, solubilizados
pelo DMSO (MOSSMANN, 1983; SIEUWERTS et al., 1995; ANDRIGHETTI- FROHNER
et al., 2003).

A viabilidade das células e sua atividade metabdlica sdo fornecidos através da
quantificagdo da formazana produzida pelas mesmas (valores de absorbancia), realizado em

um espectrofotdmetro (Bio-Tek, ELy 800) a 540 nm.
1.1.8 Azul de Tripano

O azul de tripano € um corante vital. O fendmeno de permealidade da membrana
celular permite estimar, indiretamente, o grau de integridade da mesma. O percentual de

células ndo coradas representa o indice de viabilidade celular (WALUM; STENBERG;
JENSSEN, 1990).

1.2 METODOS
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1.2.1 Procedimentos prévios

Previamente ao inicio dos experimentos foi necessdrio obter as culturas primarias,
estabelecer a linhagem celular, determinar o nimero ideal de células a ser colocado nas

cavidades das placas e preparar as placas de cultura.

1.2.1.1 Obtengao das culturas primarias de fibroblastos periodontais humanos

Antes da realizacdo da exodontia, os doadores foram informados sobre o projeto,
concordaram em participar da pesquisa por livre e espontinea vontade, e assinaram o
consentimento informado, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC. (Protocolo de Pesquisa n°
077/07- ANEXO A)

Dois terceiros molares, recém-extraidos por razdes ortodonticas, de pacientes
atendidos no Centro Cirdrgico do Curso de Odontologia da UFSC, foram imediatamente
colocados em tubos de centrifuga de 50 ml contendo 30 ml de PBS estéril e 2% de PSA e
transportados para a Sala de Cultura de Células do Laboratério de Virologia Aplicada.

Todos os procedimentos para o cultivo primdrio e o estabelecimento da linhagem
foram realizados em cabine vertical de seguranca biolégica (VECO, Campinas, SP, Brasil),
em temperatura ambiente (20°C), da técnica descrita por Sant’Ana et al. (2002), com
modificagdes. Na cabine, os dentes foram lavados 2x com tampdo PBS estéril contendo 1%
de PSA. O ligamento periodontal do terco médio das raizes de cada dente foi removido com
uma lamina cirdrgica n°® 15 e colocado em garrafas de cultura de 25 cm’
(TPP/Switzerland/Europe) contendo MEM, 10% SFB e 1% de PSA. Em seguida, as garrafas
foram incubadas em estufa (Ultrasafe, modelo HF 212 UV) a 37°C com 5% de CO; ¢ 95% de
O, em atmosfera umedecida.

A proliferacdo celular dessas culturas primdrias foi monitorada através de um
microscopio de fase invertido (40-200x, Nikon, Tokyo, Japdo) e fotografada regularmente

para acompanhamento.

1.2.1.2 Estabelecimento da linhagem celular
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Os fibroblastos foram cultivados até o tapete celular atingir confluéncia. Uma vez
confluentes, as células foram lavadas 3x com PBS, o explante foi removido, as células foram
tripsinizadas e parcialmente transferidas para outra garrafa, dando origem a uma subcultura
(primeira passagem). O meio de cultura foi renovado, em média, a cada 3 dias e observado
diariamente para verificar possivel alteracdo de sua colora¢do. Assim que nova confluéncia do
tapete celular foi verificada, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas 3x com
PBS e nova tripsinizacdo foi realizada para a manuten¢do da linhagem celular. A inativagao
da tripsina foi feita pela adicdo de 5 ml de meio de cultura suplementado com 10% de SFB e
1% de PSA. As garrafas retornaram para a estufa de CO,, onde permaneceram até que nova
confluéncia fosse obtida. Cada tripsinizacdo deu origem a 1 nova passagem.

Aliquotas de suspensdes celulares foram congeladas para garantir a cultura utilizando
o Procedimento Operacional Padrio (Pop) do Laboratério de Virologia Aplicada.
Inicialmente, foi preparado o meio de congelamento em banho de gelo contendo: 50% de
MEM, 40% de SFB e 10% de DMSO (Nuclear, Diadema, SP, Brasil). O tapete celular foi
lavado 3x com PBS, as células foram tripsinizadas, e foram adicionados 10 ml de meio de
cultura suplementado com 10% de SFB e 1% de PSA. A suspensdo celular foi transferida para
um tubo estéril de 15 ml, centrifugada a 150 Xg de 3 a 5 min. Em seguida, o meio foi aspirado
preservando-se o agregado de células (pellet) no fundo do tubo, ao qual foram adicionados
rapidamente 3,6 ml do meio de congelamento previamente preparado. Apds a homogenizagao
com uma pipeta, o conteido do tubo foi transferido para 2 criotubos de 1,8 ml, mantidos em
banho de gelo. Os criotubos foram congelados a -80°C. Aproximadamente 20h depois, eles
foram colocados no container de nitrogénio liquido (MVE Inc., EUA) a -126°C.

Com o intuito de obter uma maior quantidade de células para a preparacdo das placas
de cultura, 1 semana antes da execucdo do experimento, as células congeladas foram
rapidamente descongeladas em banho-maria a 37°C e colocadas em garrafas de cultura de 75
cm” com MEM contendo 10% de SFB e 1% de PSA. Uma aliquota de 10 ml foi reservada
para verificar a viabilidade celular com o corante Azul de Tripano. As garrafas foram, entéo,
incubadas a 37°C em estufa de CO,. No total, 8 garrafas de 75 cm® com células pertencentes

da quinta a décima passagem foram utilizadas para a realiza¢do dos experimentos.

1.2.1.3 Determinacdo do numero ideal de células por cavidade
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Um estudo piloto foi realizado para determinar o nimero ideal de células a ser
colocado nas cavidades das placas. Uma placa de cultura com 24 cavidades (Corning,
Corning, NY, USA) foi preparada de forma que 6 delas fossem preenchidas com 1 ml de
MEM contendo 8x10* células, 6 com 1 ml contendo 12x10* células e 6 com 1 ml contendo
16x10* células. A placa foi incubada a 37°C em estufa de CO, por 24h quando a confluéncia
do tapete celular foi avaliada. Nas 6 cavidades da placa que receberam 16x10* células foi
observado um nimero excessivo de células, as quais se apresentavam aderidas ou empilhadas
umas sobre as outras ou descoladas (mortas). Nas cavidades com 12x10* células, o tapete
celular estava mais bem organizado, com as células bem confluentes; e nas cavidades com
8x10* células, o tapete celular estava confluente, mas havia espacos vazios entre as células.
Como era intencdo estender os periodos experimentos para 72h, o uso de 12x10* células
provavelmente resultaria em um crescimento exagerado da cultura. Assim, ficou estabelecido
que as cavidades deveriam receber 8x10* células/ml (placas de 24 cavidades) ou 8x10*

células/100 pl (placas de 96 cavidades).

1.2.1.4 Preparacdo das placas de cultura

Para a preparacdo das placas de cultura, as células foram tripsinizadas e, em seguida,
colocadas em um tubo de centrifuga com o minimo de volume de meio. A suspensdo foi
adequadamente homogeneizada e 1 aliquota de 10 ul foi colocada na Camara de Neubauer
para contagem no microscopio Otico invertido. Apds os cdlculos, a suspensdo celular
contendo o nimero adequado de células por ml foi distribuida nas placas de cultura para dar

inicio aos experimentos.

1.2.2 Execucao dos experimentos

Para a execucdo do trabalho, foram utilizados os seguintes meios de conservagao:

a) MEM: esterilizado em filtro 0,22 um (Millipore, Baruiri, SP, Brasil) e suplementado com
2% de SFB e 1% de PSA (pH 7,3);

b) HBSS ndo estéril: preparado no Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC. O preparo foi

feito de acordo com a férmula: cloreto de sédio (8 g/1), D-glicose (0,4 g/l), cloreto de potéssio
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(0,4 g/1), bicarbonato de sodio (0,35 g/l), fosfato de sddio (0,09 g/1), fosfato de potéssio (0,14
g/l), cloreto de calcio (0,14 g/l) e sulfato de magnésio (0,1 g/l) — (bula do Save-A-Tooth®)
(pH 7,0);

c) HBSS estéril: Apds o preparo, o HBSS foi esterilizado em filtro 0,22 um (pH 7,0);

d) Save-A-Tooth® (Phoenix-Lazerus, Shartlesville, PA, EUA) (pH 6,4);

e) Leite: pasteurizado - longa vida desnatado (PARMALAT, Sao Paulo, Brasil). No momento

do uso, a caixa foi aberta dentro da cabine, sob condi¢des assépticas (pH 6,8);

f) Agua: imediatamente retirada da torneira do préprio laboratério (pH 7,6).

O pH de cada um dos meios de conservagdo foi verificado através de pHmetro digital
(Digimed-modelo: DM20, Canada) calibrado com soluc¢des de pH 7,0 e 4,0.

Para a avaliacio da viabilidade celular, foram utilizados dois testes: Ensaio
Colorimétrico com Sal de Tetrazolio (MTT) e Método de Exclusdo do Corante Azul de

Tripano.

1.2.2.1 Ensaio Colorimétrico com Sal de Tetrazélio (MTT)

O ensaio MTT foi empregado conforme proposicdo por Mossmann (1983),

modificado por Sieuwerts et al. (1995) e adaptado por Andrighetti- Frohner et al. (2003).

Protocolo: Foram utilizadas 10 placas de cultura (Corning, Corning, NY, USA) com 96
cavidades. As 8 cavidades da primeira coluna (vertical) ficaram vazias (branco) e todas as
cavidades restantes foram preenchidas com 100 pl de MEM contendo 8x10° células. As
placas foram incubadas a 37°C com 5% CO,. Depois de 24h, foi verificada a confluéncia do
tapete celular. O MEM foi, entdo, descartado por aspiracdo, e 100 ul de cada um dos meios de
conservagdo a ser testado foram colocados nas 11 cavidades de cada fila, constituindo os

seguintes grupos:

Grupo 1 - MEM;
Grupo 2 — Tampao HBSS esterilizado;



80

Grupo 3 — Save-A-Tooth®;

Grupo 4 — Leite;

Grupo 5 — Agua de torneira;

Grupo 6 — Tampao HBSS ndo estéril.

Cinco das 10 placas preparadas foram deixadas a temperatura ambiente (20°C) e 5
foram incubadas a 37°C. Apoés 3, 6, 24, 48 e 72h, o aspecto da cultura foi analisada em
microscopio de luz e os meios de conservagdo foram substituidos por 50 ul da solucdo de
MTT (Sigma, Sigma Chemical CO., EUA) + MEM (I1mg/ml em MEM). Em seguida, as
placas foram incubadas a 37°C e apds 4h foi retirado o MTT + MEM de cada cavidade, de
forma cuidadosa, procurando ndo danificar as células. Depois, foram adicionados 100 pl de
DMSO em todas as cavidades (inclusive nas cavidades vazias da primeira coluna). As placas
foram, entdo, agitadas levemente de 2 a 5 min para que toda a formazana fosse solubilizada. A
leitura de absorbancia foi realizada a 540 nm, em espectrofotdometro.

Os experimentos foram realizados em triplicata, em dias independentes. Ao final, os
valores de absorbancia de cada meio foram devidamente anotados e agrupados para analise
estatistica.

Com o intuito de facilitar a discussdao dos resultados, os percentuais de viabilidade
celular foram calculados levando-se em consideracdo os valores das médias das absorbancias

verificados no grupo-controle (MEM 37°C), nos diferentes periodos.

1.2.2.2 Método de Exclusdo do Corante Azul de Tripano

O método de Exclusio do Corante Azul de Tripano foi desenvolvido conforme

proposto por Walum; Stenberg; Jenssen (1990), com pequenas modificacdes.

Protocolo: Foram utilizadas 4 placas de cultura com 24 cavidades, sendo uma placa para cada
periodo de tempo testado (6, 24, 48 e 72h).

Ap6s o preenchimento das cavidades com 1 ml de MEM contendo 8x10” células, as
placas foram incubadas a 37°C com 5% CO,. Depois de 24h, foi verificada a confluéncia do
tapete celular. O MEM foi descartado por aspiragcdo, as células foram lavadas com 1 ml de
PBS, e 1 ml de cada um dos meios de conservacdo testados foi colocado nas 4 cavidades de
cada coluna, constituindo os seguintes grupos:

Grupo 1 - MEM;
Grupo 2- Save-A-Tooth®;
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Grupo 3- Tampao HBSS esterilizado;
Grupo 4- Tampao HBSS nio estéril;
Grupo 5- Leite.

As placas foram deixadas a temperatura ambiente (20°C) por 6, 24, 48 e 72h, apds as
quais os meios de conservagdo foram aspirados. Depois do tapete celular ser lavado com 1 ml
de PBS, as células foram dissociadas pela tripsina, a qual foi inativada pela adicdo de MEM
contendo 5% de SFB. Em seguida, a suspensdo celular foi recolhida, centrifugada a 150 Xg
durante 5 min, o sobrenadante foi parcialmente aspirado e o sedimento homogenizado com o
sobrenadante restante. De cada suspensdo celular, 1 aliquota de 100 ul foi retirada e
homogenizada com 100 ul da solu¢do de Azul de Tripano (Sigma, Sigma Chemical CO.,
EUA) a 0,4% em PBS, por 3 min. A contagem do nimero de células vidveis e ndo vidveis foi
realizada em Camara de Neubauer, no microscopio de luz invertido (aumento de 40x).

Os experimentos foram realizados em triplicata, em dias independentes. O nimero de
células vidveis (ndo coradas) e ndo vidveis (coradas) presentes nas 12 cavidades de cada

grupo foram devidamente registradas para futura analise estatistica.

1.3 AVALIACAO DOS RESULTADOS

Através do programa estatistico Stata 9.0 (Stata CorpLP, College Station, TX, USA)
, as médias dos valores de absorbancia das 33 cavidades de cada grupo do teste MTT e o
percentual de células vidveis nas 12 cavidades de cada grupo do teste Azul de Tripano foram
calculados. A normalidade dos dados foi avaliada através de histogramas e do teste de
Shapiro-Wilk. Tendo-se constatado que, em ambos os casos, os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, a comparacdo dos resultados dos diferentes grupos foi realizada pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Posteriormente, foi aplicado o teste de comparagdes
multiplas de Scheffé para localizar as diferencas estatisticamente significativas entre as
médias de absorbancia e percentual de células vidveis nos diferentes grupos e periodos, num
nivel de significincia de 5%.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os resultados obtidos com o

teste MTT a temperatura ambiente e a 37°C.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA - UFSC
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PARECER CONSUBSTANCIADO - PROJETO N°. 077/07

1 - IDENTIFICACAO

Titulo do projeto: “Comparagio in vitro da efetividade do leite e de uma solugao teste em manter a
vitalidade de fibroblastos do ligamento periodontal de dentes humanos™.

Area: Odontologia

Pesquisador Responsivel: Mara Cristina Santos Felippe

Pesquisador Principal: Beatriz Dulcinéia Mendes de Souza

Data da coleta dos dados: 04/2007 a 05/2007.

Instituigio em que serd realizado o estudo: Laboratério de virulogia aplicada (MIP-CCB)

11 — Objetivos
Gerais: Estabelecer um protocolo de cultura de fibroblastos do ligamento periodontal humano e verificar
a efetividade in vitro de uma solugdo teste (tampio HBSS) na manutengdo da viabilidade de fibroblastos

do ligamento peridontal humano.

Especificos: 1. Obter ligamento periodontal humano de terceiros molares. saudéveis de pacientes
atendidos na clinica de cirurgia 11 da faculdade de odontologia da UFSC; 2. Obter cultura priméria a partir
do ligamento periodontal humano obtido; Estabelecer uma linhagem celular a partir do cultivo primério
de fibroblastos do ligamento periodontal humano obtido; 4. Comparar a efetividade in vitro do leite longa
vida e de uma solugdo teste (tamp3o HBSS) na manutencdo da viabilidade de fibroblastos do ligamento
peridontal humano, em diferentes periodos de tempo e temperatura, através da avaliagdo da viabilidade
celular pelo método de exclus3o do corante Azul de Tripano e pelo ensaio colorimétrico do MTT.

IIl - SUMARIO DO PROJETO: Trata-se de um estudo de dissertag3o na area da odontologia. Sera
extraido um dente higido por razdes alheias a pesquisa que fornecera tecido periodontal suficiente para
estabelecer a linhagem celular. Sera avaliada a capacidade de diferentes meios de conservagdo de dentes
avulsionados, fato comum especialmente em criancas de 8-12 anos. Sera realizado dois testes de
citoxicidade para verificar o nimero de células viéveis (teste com azul de tripano ¢ ensaio calorimétrico
com sal de tetrazolium (MTT). Seré utilizado o leite ¢ uma solugio salina balanceada de Hanks como
meio efetivos a conservagdo. Pretende-se divulgar o meio mais efetivo para conservacdo de dentes
especialmente nos locais com maior probabilidade de acidentes.

IV - COMENTARIO: A pesquisa proposta tem relevéncia cientifica e social. O tema faz parte da linha
de atuagdo dos pesquisadores. Os documentos exigidos pela legislagdo foram anexados. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) esta adequado.

(X) aprovado

Parecer:
Tendo em vista o exposto, sou de parecer favoravel a aprovagdo do referido projeto.

Informamos que o parecer dos relatores foi aprovado, em reunido deste Comité na data de 07 de
maio de 2007.
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