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Esse estudo teve como objetivos: estabelecer um protocolo, in vitro, de isolamento e cultivo priméario de
fibroblastos humanos derivados da gengiva inserida através de bidpsia; estabelecer uma linhagem celular
de fibroblastos humanos derivados da cavidade bucal; e avaliar a viabilidade celular desses fibroblastos
humanos. Uma biépsia de aproximadamente 20mm? de gengiva ceratinizada (tecido conjuntivo e tecido
epitelial) foi removida da regido retromolar de um paciente e transportada em garrafa de cultura contendo
o meio DMEM (Dulbecco” s modified Eagle medium) suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino)
e 1% de antibidticos. A biépsia gengival foi lavada com PBS (solugdo tamponada de fosfato) por trés
vezes, seccionada em 15 fragmentos menores que foram divididos em trés garrafas de cultura contendo
0 mesmo meio de cultura (trocado duas vezes por semana). A proliferagéo e crescimento de fibroblastos
foram verificados diariamente por microscopia invertida. Apés subconfluéncia de 70%, essas células foram
desagregadas através do uso de tripsina a 0,25%, e novas subculturas foram realizadas em garrafas de
cultura. Foram utilizadas células da sexta passagem. Para a avaliagdo da viabilidade celular, foi usado
o teste de exclusao pelo corante azul de trypan. A viabilidade celular ficou acima de 90%. Foi possivel
atraveés do protocolo proposto, estabelecer uma linhagem celular de fibroblastos humanos derivados da
gengiva inserida com viabilidade celular compativel com a literatura vigente. Esses resultados possibilitam
0 uso dessas em futuros experimentos.

PALAVRAS-CHAVE: Fibroblasto gengival, Viabilidade celular, Engenharia tecidual.

INTRODUCAO

A obtencéo de tecidos gengivais e periimplantares harmdnicos com as necessidades estéticas, funcionais
e higiénicas dos individuos é o objetivo do tratamento odontolégico. Varias técnicas de cirurgias plasticas pe-
riodontais e periimplantares sédo utilizadas para aumentar a quantidade e a qualidade de mucosa ceratinizada,
aprofundar vestibulos, recobrir raizes e/ou implantes ou conexdes, criar papilas e aumentar o rebordo edéntu-
lo. Enxertos gengivais livres ou subepiteliais sédo utilizados nessas terapias, contudo, necessitam-se de tecido
doador (palato, tiber e areas edéntulas). A limitacdo de tecido doador disponivel, a possibilidade de processos
algicos, a ocorréncia de cicatrizes residuais, o risco de processes hemorragicos, além da morbidade e descon-
forto pos-operatoérios causados pela necessidade de manipulacao cirdrgica de outra regido bucal, resultaram
na busca por materiais substitutos, tais como de origem alégena (Alloderm®, LifeCell, EUA) e especialmente
aqueles provenientes das técnicas de engenharia tecidual.
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Florianoépolis, SC. Rua Santa Clara, 965/52. Vila Adyanna. Sdo José dos Campos — SP. E-mail: gustavocoura@hotmail.com.
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Os elementos necessarios para a aplicagdo dos
principios da engenharia de tecidos estdo baseados
na triade: (1) cultivo de células apropriadas (fibro-
blastos, osteoblastos, células-tronco, entre outras);
(2) matrizes (arcaboucos ou “scaffolds™) confeccio-
nadas em colageno, 0sso ou polimeros sintéticos e;
(3) adicdo de mediadores soluveis, como fatores de
crescimento (Ueda et al., 2000).

A aplicagdo da engenharia tecidual na pe-
riodontia e implantodontia com a finalidade de
substituir o uso de tecido removido de &reas doa-
doras intrabucais pela producdo de um tecido com
caracteristicas similares, envolve, inicialmente, o
estabelecimento de protocolo de cultivo de células
humanas in vitro.

Durante a formacao dos tecidos moles perio-
dontais (gengiva e ligamento periodontal), os fibro-
blastos sédo as células responsaveis pela formagéo
e manutencéo da matriz extracelular e producéo de
fibras colagenas do ligamento periodontal (Ten Cate,
1989). Portanto, visto que a engenharia tecidual
visa a formacgédo de um tecido similar ao original-
mente formado, o primeiro passo para a aplicagao
futura da engenharia de tecidos envolvendo tecidos
moles é o cultivo, in vitro, de fibroblastos gengivais
humanos.

Em resumo, essa presente pesquisa teve como
objetivos iniciar um protocolo de cultura primaria, in
vitro, de fibroblastos gengivais humanos e, poste-
riormente, obter uma linhagem celular viavel.

MATERIAL E METODOS

Cultura Celular

Para obtencao da bi6psia de tecido gengival, foi
selecionado um paciente de 37 anos, ndo fumante
e cuja anamnese revelou estado sistémico normal.
O paciente néo relatou o uso de qualquer tipo de
medicamento. O voluntario foi submetido a uma
biopsia (explante) de aproximadamente 20mm?2
(4x5mm) de mucosa ceratinizada da regido retro-
molar (Figura 1). Apos coleta do explante, o mesmo
foi colocado em uma garrafa de cultura de 25cm?
contendo meio DMEM (meio de Eagle modificado
por Dulbecco, Sigma, Sigma Chemical CO., USA),
suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino,
Gibco, Gibco Industries Inc., USA) e 1% de PSA

(10000U penicilina, I0000Ug estreptomicina e 25ug
anfoterecina B, Gibco, Gibco Industries Inc., USA)
e transferido para o laboratoério.

FIGURA 1: Bidpsia (explante) de aproximadamente 20mm?
(4x5mm), obtida da regido retromolar.

O explante de 20mm? foi lavado por duas vezes
com PBS (solucédo salina de fosfato tamponada) e,
posteriormente, a camada epitelial foi removida.
Apo6s a desepitelizacdo, foi fragmentado em 15
partes de aproximadamente 1mm? (Figura 2). Em
cada uma das trés garrafas de cultura de 25cm?,
cinco explantes de aproximadamente 1mm2 foram
inseridos. As garrafas de cultura foram incubadas a
37°C, 5% de CO, (NUAIRE™ US AUTOFLOW CO? Wa-
ter Jacketed Incubator, EUA). O crescimento celular
foi checado diariamente através de um microscépio
invertido (40x a 200x, Olympus, Japdo) e o meio de
cultura trocado a cada quatro dias.

FIGURA 2: Fragmentacdo da amostra, aproximadamente
1mm? cada explante. Cada uma das trés garrafas de cultura
recebeu cinco explantes.
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As células foram tripsinizadas quando uma
subconfluéncia de 70% foi atingida, e essa cultura
priméria deu origem a uma nova subcultura na pro-
porcdo de 1:1. Na primeira passagem, os explantes
foram removidos. Foram utilizadas suspensdes celu-
lares da 6a passagem, das trés garrafas de cultura,
para analise da viabilidade celular.

Viabilidade Celular

Para esta finalidade, o teste de excluséo do co-
rante azul de Trypan (MERCK, Rio de Janeiro, Brasil)
foi utilizado. Apés a confluéncia das trés garrafas
de cultura que se encontravam na 52 passagem
(média de 10 dias entre as passagens), o meio de
cultura (DMEM/SFB/PSA) foi removido totalmente e
substituido por 4ml meio de cultura DMEM. Apds um
periodo de incubacgéo de 2h a 37°C, as células foram
tripsinizadas (6a passagem). Foi removida uma ali-
quota de 2ml dessa suspenséao celular, de cada uma
das trés garrafas, e acondicionada em microtubos de
2ml. Os microtubos foram centrifugados por 4min a
1000rpm/350Xg (Centrifuga 5410 Geratebau. Alema-
nha). Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e
o sedimento (pellet) foi ressuspendido em 125ul de
meio de cultura DMEM. Uma nova aliquota de 25l
dessa nova suspensao foi homogeneizada em um novo
microtubo com mais 50ul do corante azul de Trypan
(solucéo de 0,4% em PBS) e 25ul de meio de cultura.
Os 100ul restantes da suspenséo celular foram despre-
zados. As contagens foram realizadas em camaras de
Neubauer. Como previamente descrito na literatura, a
viabilidade celular deveria permanecer acima de 90%
(HELBIG; SPEIT, 1997) para que o protocolo preliminar
de cultura proposto fosse aceito e novos testes, prin-
cipalmente aqueles que avaliam as alteragdes de DNA
celular, pudessem validar a utilizacdo dessa linhagem
celular viavel em pesquisas futuras.

Avaliacdo dos Dados - Analise Estatistica

O protocolo de cultura de fibroblastos gengi-
vais humanos foi realizado em triplicata na fase de
cultivo primario. As trés garrafas de cultura prima-
ria sofreram seis passagens assim que atingiram a
subconfluéncia celular (70%), dando origem a uma
cultura celular continua. Foi realizada a anélise da
viabilidade celular dessas culturas e o protocolo

de cultura seria considerado exitoso quando a
viabilidade celular estivesse acima de 90% (Teste
de propor¢des, valor de referéncia 90%) nos trés
frascos de cultura.

RESULTADOS

Estabelecimento da Cultura

Primaria e Linhagem Celular

Apos 25 dias em cultura, foi estabelecida a
cultura primaria de fibroblastos humanos (Figuras
3 e 4). As subculturas realizadas até a 6a passa-
gem, estabelecendo uma linhagem celular, foram
obtidas ap6s um periodo aproximado de 10 dias
(Figura 5).

Microscopicamente, as células apresentaram
caracteristicas morfolégicas normais de fibroblastos.

FIGURA 3: Cultura priméaria de fibroblastos observada
ao redor dos explantes, ap6s 17 dias, em microscopia
invertida.

FIGURA 4: Cultura primaria de fibroblastos observada
ao redor dos explantes, ap6s 23 dias, em microscopia
invertida.
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FIGURA 5: Linhagem celular de fibroblastos, obtida apos
a 6a passagem, observada em subconfluéncia de 70%.
(Microscopio invertido 400Xx).

Avaliacéo da viabilidade celular

Os resultados,obtidos pelo teste de exclusdo do
corante azul de Trypan mostraram que a viabilidade
celular dos fibroblastos humanos foi mantida acima
de 90% nas trés garrafas de cultura (Tabela 1), como
descrito na literatura. A figura 6 mostra células viaveis
(ndo coradas) em um ndmero maior quando compa-

radas com as células coradas (nao viaveis).

FIGURA 6: Andlise da viabilidade celular em camaras
de Neubauer (400x). As células ndo coradas sdo viaveis,
enquanto que as coradas, sdo células mortas (ndo viaveis).

TABELA 1: Resultados da determinagdo da viabilidade
celular de fibroblastos de gengiva humana das suspensées
celulares das trés garrafas de cultura, pelo método de
exclusdo do azul de Trypan.

Garrafas de cultura Viabilidade Celular (%0)

12 Garrafa 92,83
22 Garrafa 91,24
32 Garrafa 92,56

DISCUSSAO

A medicina reconstrutiva, baseada na terapia
génica com a utilizagdo da clonagem, na pesquisa
de células e na engenharia tecidual, representa a
mais excitante area de investigagcdo neste inicio de
milénio. A engenharia tecidual caracteriza-se pelo
desenvolvimento e manipulagdo de moléculas, cé-
lulas, tecidos ou 6rgaos para o restabelecimento da
funcéo de partes do corpo injuriadas ou defeituosas
(Assael, 2003).

Na odontologia, Pini Prato et al. (2000) rela-
taram o caso de uma paciente, que necessitou de
procedimento cirdrgico periodontal para restabe-
lecimento da mucosa ceratinizada, previamente a
reabilitacdo protética. Essa deficiéncia foi tratada
por meio de técnicas de engenharia tecidual, que
compreendeu o cultivo primério de fibroblastos a
partir da remocgéao cirargica de uma bidpsia gengi-
val de aproximadamente 2mm?. Esses fibroblastos
foram cultivados em uma matriz de &cido hialuré-
nico, que foi transportada para o sitio receptor da
paciente. Os autores obtiveram éxito na obtencéo
de mucosa ceratinizada, o que foi confirmado pela
analise macroscopica e histologica. Recentemente,
0s mesmos autores relataram o sucesso da técni-
ca em seis pacientes tratados pela engenharia de
tecidos (Pini Prato et al., 2003). Adicionalmente,
a aplicacdo de enxertos de mucosa oral gerada,
in vitro, em defeitos da cavidade oral (Langdon et
al., 1991), em cirurgias periimplantares (Ueda et
al., 1998), em procedimentos protéticos (Bordner;
Grossman, 2001) e em vestibuloplastias (Raghoebar
et al., 1995) tém sido utilizada com sucesso.

Sabe-se que os elementos necessarios para a
aplicacao dos principios da engenharia de tecidos estéo
baseados na triade: (1) cultivo de células apropriadas
(fibroblastos, osteoblastos, células, entre outras); (2)
matrizes e; (3) adicdo de mediadores sollUveis, como
fatores de crescimento (Ueda et al., 2000). Dessa
forma, o cultivo de fibroblastos em matrizes biocom-
pativeis pode ser uma op¢édo nas terapias periodontais
e periimplantares, que necessitam de aumento de
tecido mole (Pini Prato et al., 2000).

Para esta finalidade, o estabelecimento de
protocolos de cultura de células humanas tem sido
amplamente estudado, bem como o desenvolvimen-
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to de matrizes biocompativeis. Os fibroblastos sdo
as células encontradas com alta predominéncia nos
tecidos conjuntivos periodontais e periimplantares e
responsaveis pela produgdo e manutengédo da ma-
triz extracelular (Ten Cate, 1989). Alguns estudos
sugerem a heterogeneidade dos fibroblastos presen-
tes nesses tecidos com fendétipo Unico e atividade
funcional distinta (Fries, 1994). Enquanto os fibro-
blastos gengivais garantem a sintese e integridade
do tecido conjuntivo gengival, os fibroblastos dos
ligamentos periodontais com fun¢des especializadas
sdo responsaveis pela formagédo e manutencdo do
ligamento periodontal, além do reparo, remodela-
mento e regeneracdo do cemento e o0sso alveolar
adjacente, in vivo (Nyman et al., 1982).

No presente estudo, fibroblastos oriundos da
mucosa gengival ceratinizada de humanos foram
cultivados. De acordo corn Loe et al. (1971 e 1974),
o tecido conjuntivo gengival foi delicadamente sepa-
rado do tecido epitelial, uma vez que a ceratinizagao
do epitélio bucal é controlada por estimulos morfo-
genéticos do tecido conjuntivo subepitelial.

Na obtencdo de uma cultura celular primaria,
a partir de explantes de tecido conjuntivo, pela
desagregacao enzimatica ou mecanica e mantida
em meios de cultura suplementados com soro fetal
bovino, os fibroblastos proliferam-se rapidamente e
tornam-se o tipo celular predominante. Apés algu-
mas passagens, geralmente, apenas os fibroblastos
sao as células proliferativas sobreviventes (Sato et
al., 1994). Neste trabalho, foram utilizadas células
da 6a passagem, pois de acordo com Freshney
(1999), as linhagens celulares com poucas pas-
sagens sao instaveis e necessitam de um periodo
de adaptacdo em culturas. No caso de fibroblastos
humanos, estas culturas tomam-se estaveis e
consistentes apos a 52 passagem. A utilizacdo de
células deve ser feita apds o periodo de adaptacéao
e previamente a senescéncia. Almeida-Lopes (1999)
utilizou fibroblastos humanos na 6a passagem em
seus experimentos com o uso do laser. Huang et al.
(2002) escolheram células da 52 a 72 passagens
para avaliar a citotoxicidade de cimentos adesivos
ortoddnticos sobre fibroblastos gengivais, enquanto
que para a mesma finalidade, Tang et al. (1999)
usaram células da 62 passagem.

Morfologicamente, as células derivadas da gen-
giva humana mostraram aspecto fibroblastico, com
fendtipo alongado ou estrelado e longos prolonga-
mentos citoplasmaticos, compativeis com os achados
de outros pesquisadores (Ten Cate, 1989; Sato et al.,
1994; Beertseen; Me Culloch; Sodek, 1997).

Ao avaliar a caracteristica de proliferacdo celu-
lar, os resultados obtidos revelaram a subconfluéncia
de 70% apds 25 dias em cultura. Estes resultados
estdo de acordo com alguns trabalhos da literatura
que mostraram a subconfluéncia de 60 a 70% em
cultura primaria de fibroblastos gengivais huma-
nos apo6s 20-21 dias (Kent et al., 1996) ou 20 dias
(Almeida-Lopes, 1999), e ainda de 3 a 4 semanas
(Sant’anna et al., 2002).

As subculturas foram estabelecidas, em média,
a cada 10 dias, inexistindo uma diminuicdo da ca-
pacidade proliferativa celular com as passagens re-
alizadas. Kent et al. (1996) e Almeida-Lopes (1999)
apresentaram resultados semelhantes. Sant’Anna
et al. (2002) obtiveram uma taxa homogénea de
proliferacdo das células até a 10° passagem, no
entanto, apds essa passagem, as células prolifera-
ram mais lentamente, possivelmente, refletindo a
perda das propriedades fisiolégicas celulares in vivo.
Pendergrass; Angello; Norwood (1989) observaram
perda da capacidade proliferativa de suas culturas
de fibroblastos, porém, seus estudos foram feitos
em culturas que sofreram aproximadamente 70
passagens.

Outro achado importante foi a manutencéo da
organizacdo da monocamada celular ate a 6a pas-
sagem. De acordo com Streissle; Schwobel; Hewlett
(1981), o aparecimento de alterag8es morfoldgicas,
tais como células com aspecto granuloso, arredon-
dado e/ou vacuolizado, e resultado de adversida-
des que comprometem o cultivo celular, como, por
exemplo, a idade da cultura ou a agcdo de agentes
quimicos citotoxicos. Kent et al. (1996) encontraram
células contendo vacuolos nas 9a e 10a passagens,
porém, em quantidades reduzidas quando compa-
radas ao nimero de células normais.

O método de exclusdo do corante azul de
Trypan é comumente utilizado para determinar
a viabilidade celular, o qual indica a presenca de
células mortas com membranas desintegradas ao
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final dos tratamentos. Segundo critério de aceitagdo
para protocolo de cultura celular, a viabilidade celular
obtida foi > 90% (Tabela 1, teste de proporgdes,
p=90%). Estudos apresentaram resultados seme-
Ihantes utilizando o método de excluséo do corante
azul de Trypan, os quais mostraram valores acima
de 90% em cultura de fibroblastos gengivais huma-
nos até a 72 passagem (Kent et al., 1996; Rossa
Junior; Martinez; Silverio, 2002), bem como para
fibroblastos obtidos de rins embrionarios do macaco
rhesus e fibroblastos de rins do macaco verde da
Africa (Andrighetti Frohner et al., 2003).

A utilizagdo de apenas um sitio bucal clinica-
mente saudavel foi uma das limitagdes do trabalho,
apesar da obtenc¢&o do cultivo primario a partir de
um explante, no entanto, o aumento no ndmero de
participantes aumentara as chances de sucesso do
protocolo preliminar proposto.

A participacdo de um individuo ndo fumante,
principalmente durante os estagios iniciais de desen-
volvimento de protocolos de cultura, fornece maior
seguranca, pois se sabe que derivados do cigarro
afetam os fibroblastos gengivais, em relagdo a sua
adeséo e proliferagédo (Poggi; Rota; Boratto, 2002).
Essa possibilidade de alteracao nos fibroblastos gen-
givais, que posteriormente seriam cultivados, resul-
tou na escolha por um individuo ndo fumante.

Os resultados preliminares dessa pesquisa
possibilitam a ado¢ao do mesmo protocolo de cultura

em novos voluntarios. No entanto, além de testes
de citotoxicidade (viabilidade celular), testes que
avaliem os possiveis danos ao DNA celulares das
células cultivadas sdo alternativas adicionais de
analise (por exemplo, o ensaio do cometa), pois
a genotoxicidade tem um significado importante,
principalmente quando ocorre em células viaveis que
foram capazes de sobreviverem ao agente citotoxico
(Anderson; Yu; Mcgregor, 1998; Tice et al., 2000).

Além disso, vislumbra-se a possibilidade
futura da utilizacdo da engenharia tecidual, com
a finalidade de obtencédo de tecidos gengivais e
periimplantares, de acordo com necessidades esté-
ticas, funcionais e higiénicas. A eliminacdo de uma
grande quantidade de tecido conjuntivo doador, a
diminuicdo de processos algicos, de cicatrizes resi-
duais e de processes hemorragicos, sdo estimulos na
busca pela implementagdo dessa nova modalidade
de tratamento.

CONCLUSOES

Foi possivel iniciar um protocolo de cultura, in
vitro, de fibroblastos humanos e obter uma linhagem
celular, a partir de cultivo primario de fibroblastos
de gengiva humana, oriunda de um sitio bucal cli-
nicamente saudavel. Os resultados positivos quanto
a viabilidade (acima de 90%) permitem o uso dessa
linhagem celular com maior seguranca em pesquisas
futuras.

Coura G dos S, Zortéa Jr. AJ, Savi LA, SimGes CMO, Magini R de S. Preliminar Protocol of Human Gingival Fibroblast Culture. Rev Bras Implantodont Prétese
Implant 2005: 12(47/48):190-6

The objectives of this study include establishing a protocol of isolation and primary culture ofw vitro
human gingival fibroblasts and, consequently, establish a cell lineage to evaluate cell viability. A
20mm? (4x5mm) gingiva biopsy was obtained from the retromolar region of a patient and stored for
transport in a culture flask containing DMEM medium supplemented with 10% FBS and 1% antibiotics.
The biopsy was rinsed three times with PBS, sectioned in 15 smaller pieces further divided in 3 flasks
using the same culture medium, which was changed twice a week. The proliferation and growth of
fibroblasts was verified through microscopy. After 70% confluence, these cells were disaggregated
through trypsin 0.25% and new subcultures were obtained. Cells from the sixth passage were used.
Trypan Blue exclusion test was used for the evaluation of cell viability. The cell viability of the test
groups was above 90%. The proposed protocol permitted to establish a human frbroblasts cell lineage
with compatible cell viability similar to other results found in the literature. The results obtained in
this study indicate that it is possible to use these cells for future research.

KEYWORDS: Gingival fibroblast. Cell viability. Tissue engineering
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