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Resumo

Introdugao: A técnica de criopreservagdo tem como caracteristica cessar reversivelmente todas as fungdes biologicas
dos tecidos vivos em baixas temperaturas e tem sido aplicada a diversas células humanas, visando a sua utilizacio
posterior. Objetivo: Avaliar a proliferacio de células mesenquimais do ligamento periodontal humano apés a
criopreservacgao por dois diferentes protocolos. Método: As células do ligamento periodontal foram obtidas a partir
de dois dentes (terceiros molares) higidos, com indica¢do de remogéo cirurgica. Apds o processamento, as células
foram cultivadas em placas de Petri e mantidas a 37 °C em 5% de CO,, até atingirem 70-90% de confluéncia, com
troca de meio a cada trés dias. Na primeira passagem, as células foram divididas em dois grupos e criopreservadas:
Grupo -80 °C - criopreservagdo em ultrafreezer por 45 dias; Grupo -196 °C - criopreservagdo em nitrogénio
liquido por 45 dias. Decorrido esse tempo, as células dos dois grupos foram descongeladas e plaqueadas para o
experimento. A curva de crescimento dos grupos estudados foi tracada a partir de contagem em Cédmara de Neubauer
e pelo método de ensaio do MTT, nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. Os resultados foram analisados por meio
do teste de Mann-Whitney, com nivel de significincia de 5%. Resultado: Verificou-se um crescimento ascendente
nos dois protocolos utilizados, porém uma maior taxa proliferativa foi verificada no grupo criopreservado em
nitrogénio liquido (p < 0,05). Conclusdo: Ambos os protocolos de criopreservagao estudados foram eficazes, porém
a criopreserva¢do em nitrogénio liquido (-196 °C) manteve uma maior taxa de proliferagao celular em todos os
intervalos de tempo.

Descritores: Ligamento periodontal; criopreservagédo; proliferacao de células.

Abstract

Introduction: Cryopreservation aims to stop reversibly the biological functions of living tissues at low temperatures,
and is an important resource for the storage of human cells for later use. Aim: To assess the proliferation of
mesenchymal cells from human periodontal ligament cryopreserved by two different protocols. Method: Periodontal
ligament cells were obtained from third molars with an indication for surgical removal. After processing, cells
were grown and maintained at 37 °C in 5% CO, until they reached 70-90% confluency, with medium changing
every three days. In the first passage cells were divided into two groups, according to the protocol used: Group
-80 °C - cryopreserved in ultrafreezer for 45 days, Group -196 °C - cryopreserved in liquid nitrogen for 45 days.
After this time, cells from both groups were thawed and plated for the experiment. The growth curve of the groups
was drawn from counting cells in a Neubauer chamber and by the MTT assay method, in the intervals of 24, 48 and
72 hours. The data were analyzed using the Mann-Whitney test with a significance level of 5%. Result: There was
an upward cell growth in both protocols used, but a higher proliferative rate was observed in group cryopreserved
in liquid nitrogen (p < 0.05). Conclusion: Cryopreservation has proven to be an effective technique for the storage
and of mesenchymal cells from the periodontal ligament, especially when stored at a temperature of -196 °C.

Descriptors: Periodontal ligament; cryopreservation; cell proliferation.

INTRODUCAO

As células mesenquimais de origem dental tém sido Dentre as fontes de células mesenquimais originadas do
amplamente investigadas nos ultimos anos por apresentar elemento dentdrio, destacam-se a polpa dental*’, a papila
caracteristicas de autorrenovagio e diferenciagdo em tipos apical® e o ligamento periodontal”®. As células mesenquimais do
celulares especializados'?, sendo, assim, uma alternativa viavel ligamento periodontal sdo células de facil isolamento e obtengéo,

para regeneragdo tecidual de estruturas dentais comprometidas. além de possuirem capacidade de diferenciagdo em osteoblastos,
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fibroblastos e cementoblastos, sendo essenciais para a reparagao
dos tecidos periodontais®®.

A necessidade de manter essas células vivas por um longo
periodo de tempo para uma posterior aplicagdo clinica, sem
a perda de suas fungdes, levou ao desenvolvimento de diversas
técnicas e protocolos de criopreservag¢io. Este procedimento tem
como objetivo cessar reversivelmente, de forma controlada, todas
as fungoes biologicas dos tecidos vivos em uma temperatura
ultrabaixa’®. A criopreservagio vem sendo utilizada ha varios
anos em diferentes tipos celulares, como células mesenquimais
da medula 6ssea'’, tecido adiposo'?, cordio umbilical’’, polpa
dental™ e ligamento periodontal®.

A viabilidade das células submetidas ao processo de
criopreservacio depende basicamente de sua capacidade
de resistir & desidratacio e ao dano mecanico decorrente da
formagio de cristais de gelo no seu interior'®. Portanto, o processo
de congelamento ideal deve evitar a formagao de cristais de gelo
no interior das células e posterior lesdo celular. Para isso, deve-se
aplicar uma velocidade de congelamento adequada, de acordo

com o tipo celular em questao”’.

A maioria dos estudos visa a determinar se o processo de
criopreservacio afeta a capacidade proliferativa ou o potencial
de diferenciagao das células criopreservadas em comparagido com
células nao submetidas & criopreservagao'>'”!. Os resultados
desses estudos demonstraram que, apds o descongelamento,
as células mantém a sua viabilidade, bem como o potencial
de diferenciacdo em varios tipos celulares. Face ao exposto, o
presente estudo propoe avaliar, por meio de experimentos in vitro,
a influéncia de dois diferentes protocolos de criopreservagio no
rendimento de células mesenquimais do ligamento periodontal.

METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte - CEP/
UFRN (parecer n.° 080/2010) e os voluntarios receberam um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido explicando a
realizagdo do estudo, os objetivos, os riscos e os beneficios aos
quais estariam expostos, de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras do Conselho Nacional de Satide (Resolugao
n.° 196/96).

Para a obtencdo das células do ligamento periodontal, foram
utilizados dois dentes permanentes humanos higidos (terceiros
molares), removidos por indica¢ao ortoddntica. Apds a exodontia,
os elementos dentdrios foram imediatamente armazenados
em tubos tipo Falcon de 50 mL (TTP®, USA) contendo 10 mL
de meio de cultura alfa-MEM (Cultilab, Brasil). Em capela de
fluxo laminar, os dentes foram submetidos a trés lavagens em
solugdo contendo meio alfa-MEM (Cultilab) enriquecido com
antibioticos e antifingicos (Gibco, USA), objetivando eliminar
possivel contaminacao.

A obtengido das células-tronco foi realizada com base no
protocolo utilizado por Vasconcelos et al.”® (2011). As fibras do
ligamento periodontal foram cuidadosamente removidas por
meio da raspagem delicada da superficie radicular, com o uso de
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uma ldmina de bisturi. O extrato celular foi submetido a digestao
enzimatica com colagenase I (Gibco) e dispase (Gibco), por uma
horaa 37 °C. As culturas foram entdo mantidas em meio alfa-MEM,
em atmosfera imida com 5% de CO, a 37 °C, até atingirem 70 a 90%
de confluéncia, com troca de meio a cada trés dias.

No primeiro subcultivo (P1), aliquotas de 1 x 10 células foram
separadas em criofrascos contendo soro fetal bovino com 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) e divididas em dois grupos distintos,
de acordo com o protocolo de criopreservagao utilizado: GRUPO
-80 °C: 2 horas a -4 °C, 18 horas a -20 °C e entdo conservadas
a -80 °C em ultrafreezer; GRUPO -196 °C: 2 horas a -4 °C,
18 horas a -20 °C, 24 horas a -80 °C e entdo mantidas a -196 °C
em nitrogénio liquido.

Para caracterizar a natureza multipotencial das células do
ligamento periodontal, aliquotas das mesmas foram cultivadas
em meios de diferenciagdo osteogénico e adipogénico (StemPro®
Differentiation Kits, Invitrogen, USA) por até 21 dias. Apds
este periodo, as células exibiram caracteristicas morfologicas de
células osteoblésticas e adiposas, com depositos de calcio corados
pelo Alizarin Red e vactiolos lipidicos corados pelo Oil Red.

Ap6s um periodo de 45 dias de criopreservagio, as células dos
dois grupos foram descongeladas pelo contato imediato em dgua
a 37 °C em banho-maria. Em seguida, a suspenséo celular de cada
criofrasco foi diluida em 10 mL de meio alfa-MEM e centrifugada
a 1200 rpm por trés minutos, a fim de remover o DMSO e evitar o
seu efeito citotoxico. Todo o sobrenadante foi retirado e as células
foram ressuspendidas em 4 mL de meio e mantidas nas mesmas
condigdes de cultura.

Na terceira passagem (P3), as células dos dois grupos foram
cultivadas em placas de 24 pogos, na densidade de 3 x 10*/poco.
Todo o experimento foi realizado em quadruplicata (n = 4),
sendo quatro pogos para cada grupo em cada intervalo de tempo
estudado. A fim de avaliar o rendimento celular e obter a curva
de crescimento nos dois grupos estudados, as células foram
submetidas a anélise da proliferagio e viabilidade celular
utilizando-se o azul de tripan e a cimara de Neubauer, durante os
intervalos de 24, 48 e 72 horas ap6s o plaqueamento. Nesta etapa,
as contagens celulares foram realizadas no sistema duplo cego,
por dois examinadores previamente calibrados (kappa = 0,83).

Outro método utilizado para avaliar a viabilidade celular
e tragar as curvas de crescimento celular, nos dois grupos
estudados e nos mesmos intervalos de tempo, foi o ensaio de
MTT, que avalia a atividade metabdlica das células quantificando
a redu¢io do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio], sendo a sua concentracdo determinada por
meio de densidade éptica a 570 nm.

Os dados quantitativos referentes as contagens celulares
foram submetidos a testes de normalidades (Shapiro-Wilk
e Kolmogorov-Smirnov) e observou-se que os mesmos nao
apresentaram um padrao de distribuigdo normal; por isso, foram
submetidos a andlise ndo paramétrica. A diferenca entre os
grupos para cada um dos intervalos de tempo estudados (24, 48
e 72 horas) foi analisada pelo teste estatistico de Mann-Whitney,

considerando-se um nivel de significAncia de 5% (p < 0,05).
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RESULTADO

A capacidade proliferativa das células mesenquimais
derivadas do ligamento periodontal humano criopreservadas
foi mantida no decorrer do tempo experimental nos dois
protocolos estudados. A partir do método de exclusdo por azul
de tripan, podem-se observar maiores médias para o grupo
criopreservado em nitrogénio liquido quando comparado com o
grupo criopreservado em ultrafreezer —80 °C, com significancia
estatistica (p < 0,05) em todos os intervalos de tempo estudados
(Tabela 1).

Os resultados obtidos pelo método de ensaio de MTT
confirmam os achados do método de exclusio por azul de tripan,
tendo em vista que o grupo criopreservado a —-196 °C teve uma
maior absorbancia quando comparado ao grupo criopreservado
a -80 °C, sendo significante em todos os intervalos de tempo
(Figura 1).

DISCUSSAO

As células mesenquimais de origem dental tém sido
submetidas a criopreservagdo e sua atividade bioldgica vem
sendo testada apos descongelamento por diversos autores'>!”",
Esses estudos mostram a manuten¢do tanto da viabilidade e
do potencial proliferativo das células, como ficou evidente no
presente trabalho, quanto da sua potencialidade de diferenciagao

em diversos tipos celulares. Os resultados dessas pesquisas podem

Tabela 1. Valores referentes as médias e ao desvio-padrdo do niimero
de células e percentual de viabilidade celular em cada grupo

-80°C -196 °C P
2,4 +0,5 3,4+0,3
T24 95% 100% 0,040
3,5+0,4 74+ 1,1
T48 93,3% 90,8% 0,029
7,0£0,9 11,4+ 1,9
172 98,3% 95,8% 0,028
1,6 -
*
14 - 1
’g 1,2 A x
= . —
§ 1,0 — 11
.g 0,8
&
2 0,6
2
2 04 -
0,2 A
0)0 T T
T24 T48 T72

O 80 °C negativos @ 196 °C negativos

Figura 1. Proliferacdo das células mesenquimais do ligamento
periodontal humano analisadas pelo método de MTT nos diferentes
grupos (*p < 0,05).
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favorecer a criagdo de bancos de células mesenquimais dentais,
mais especificamente do ligamento periodontal, conforme
preconizam alguns autores'®***!.

A maioria dos estudos apresentados na literatura
realiza a criopreservagio das células mesenquimais do
ligamento periodontal em uma temperatura de -196 °C
(nitrogénio liquido)®"”. Temmerman et al.’” (2008) analisaram
a integridade da membrana (viabilidade celular), a capacidade
de crescimento e a expressio da fosfatase alcalina em
fibroblastos do ligamento periodontal criopreservados a
-196 °C por um periodo de 24 horas e observaram que
esses fatores nao foram influenciados pela criopreservacio.
Outro estudo de Vasconcelos et al." (2011) comparou células
mesenquimais do ligamento periodontal criopreservadas em
-80 °C por 30 dias com células ndo criopreservadas e verificou
uma taxa proliferativa semelhante nos dois grupos em todos
os intervalos de tempo estudados (24, 48 e 72 horas). No
presente estudo, comparou-se um protocolo que vém sendo
amplamente utilizado, porém com uma menor acessibilidade
e maior custo para sua manutengdo (uso do nitrogénio), com
outro protocolo mais simples, de baixo custo e acessivel a
maioria dos laboratérios de pesquisa (criopreservacio em
ultrafreezer). Os resultados deste estudo mostraram uma
maior taxa proliferativa no grupo criopreservado a -196 °C,
mas este fato ndo inviabiliza a utilizagdo de temperaturas mais
altas, como -80 °C, visto que a viabilidade celular foi mantida
nos dois protocolos.

A literatura diverge entre os tempos utilizados nos estudos
para criopreservacio de células mesenquimais; esse tempo varia
desde um dia'"", a intervalos maiores, como meses e anos'>". O
intervalo de tempo de 30 dias também é avaliado por diversos
autores'>. O tempo de criopreserva¢ao utilizado neste estudo
(45 dias) mostrou nao alterar a capacidade proliferativa das células
estudadas. Com base nos achados referentes a criopreservaciao
de células mesenquimais'?, é provavel que se possa prolongar o
periodo de criopreservagio, embora a seguranca de fazé-lo ainda
precise ser analisada.

O efeito fisico que o processo de congelamento e
descongelamento pode causar na integridade das células
submetidas a criopreservacio é bem descrito na literatura??*.
Estudos mostram que a velocidade do congelamento pode
ser outro fator crucial para a viabilidade celular apos a
criopreservacdo e deve ser determinada para cada tipo celular
especifico, a fim de evitar lesio na membrana e morte celular®. O
decréscimo progressivo da temperatura utilizado neste trabalho,
nos dois protocolos estudados, mostrou-se eficiente para manter
a viabilidade e a capacidade de proliferagdo celular, sendo
bastante efetivo para as células mesenquimais do ligamento
periodontal.

Os agentes crioprotetores também podem afetar
significativamente a taxa de sobrevivéncia e o potencial de
proliferagao apds o descongelamento. A escolha do DMSO neste
estudo baseou-se na sua eficiéncia em outros tipos celulares; além
disso, optou-se pela sua associa¢do com o soro fetal bovino, o

que, segundo Gonda et al.’? (2008), contribui para a preservacao
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da viabilidade das células durante o processo de congelamento e
descongelamento.

Esforcos de pesquisas atuais, como as citadas neste estudo, sdo
direcionados a melhoria do processo de criopreservagao de células
mesenquimais para futuras aplicagdes clinicas'>**?'. Neste estudo,
foram avaliados dois protocolos distintos de criopreservagio, os
quais demonstraram eficiéncia na manuten¢io da viabilidade
das células do ligamento periodontal. Considerando-se o
potencial de aplicagdo dessas células para acelerar os processos
de reparo dos tecidos periodontais, é de extrema importancia
o aprofundamento dos estudos que avaliem a seguranca da

Soares, Ginani, Barboza
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criopreservagdo por longos periodos de tempo e o seu impacto
na capacidade de diferenciagio celular.

CONCLUSAO

Conclui-se que ambos os protocolos de criopreservagio
estudados foram eficazes na manuten¢io do rendimento in vitro
das células mesenquimais do ligamento periodontal humano;
porém, a criopreservagdo com nitrogénio liquido (-196 °C)
proporcionou uma maior taxa de proliferagdo celular em todos
os intervalos de tempo.
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