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1. INTRODUCAO

A determinagéo da viabilidade e proliferagdo celular se tornou uma
tecnologia essencial nas ciéncias da vida. Ensaios colorimétricos modernos
tem sido otimizados para o uso em micro placas, permitindo que muitas
amostras sejam analisadas rapidamente e simultaneamente (Weyermann et al.,
2005).

A sulforrodamina B (SRB) tem sido amplamente empregada para a
avaliacao da citotoxidade e proliferagéo celular em ensaios em microplacas (Lin
et al. 1999). A SRB é um corante arroxeado que, em condi¢cdes
moderadamente acidas, se liga a aminoacidos basicos da proteina celular, e se
dissocia em condicbes basicas. A ligacdo da SRB é estequiométrica, e a
quantidade de corante extraido de células pigmentadas € diretamente
proporcional a massa total de proteina e, portanto, correlacionada com o
namero de células (Papazisis et al. 1997, Vichai & Kirtikara 2006).

O sal de tetrazolio € a base de outro teste colorimétrico representado
amplamente pelo MTT, XTT e WST-1. Em contraste com a SRB, 0 ensaio com
o sal de tetrazolio € baseado na reducdo metabdlica do sal em um produto final
pigmentado chamado formazan (Berridge, 1996). Este ensaio colorimétrico é
utiizado extensivamente em procedimentos histoquimico, analises de
citotoxidade e proliferagdo celular, analise enziméatica e rastreamento
bacteriologico (Berridge 1996). Mais especificamente o WST-1 tem sido usado
em células-tronco embrionarias (Dvorak et al. 2005), células tronco
mesenquimais (Dang et al. 2006) e células-tronco de polpa dental.

Até o presente momento, nenhum estudo realizou uma comparacao
entre 0s dois ensaios colorimétricos para a avaliagdo de células-tronco
pulpares (DPSCs). Essa comparacéo € de fundamental importancia no estudo
das DPSC para engenhar tecidual voltada a odontologia. Assim, este estudo
objetivou comparar dois ensaios colorimétricos (SRB e WST-1) na avaliagdo da




proliferacdo de duas linhagens celulares: células-tronco pulpares (DPSC) e
fibroblastos humanos da polpa dental (HDPF).

2. MATERIAL E METODOS

As células- tronco pulpares (DPSC), fornecidas pelo Dr. Songtao Shi da
Unidade de Biologia Dental NIH, e os fibroblastos humanos da polpa dental
(HDPF) foram cultivadas com Meio Essencial de Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) com baixo teor de glicose (DPSC) ou alto teor de glicose
(HDPF) - (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Invitrogen), sendo incubadas a 37°C com 5% CO,. Durante o
experimento foram usadas células da 4-6 passagem.

Quando chegaram a subconfluéncia (80%) as DPSC e HDPF foram
destacadas com tripsina/EDTA 0,25% (Invitrogen). A suspensdo de cada
linhagem celular foi distribuida em placas de cultivo celular (ELISA) de 96
pocos, com uma densidade celular de 0.25 x 10* em 200 pl de meio especifico
e incubadas (37°C in 5% CO;). A densidade celular relativa foi entdo
determinada apos 24, 48 e 72 h usando os dois ensaios colorimétricos (SRB e
WST-1). Entéo, a absorbancia a 450 nm foi medida por um espectrofotémetro.

Os dados foram submetidos a andlise utilizando teste Student’s
(comparacéo entre as linhagens celulares), ANOVA e teste Tukey (intervalos
de tempo) e o teste de correlagcéo de Pearson’ para comprar os dois testes com
dois tipos celulares. A analise estatistica foi realizada utilizando o software
Sigmastat 2.0 (SSPS, Chicago, IL, USA), com nivel de significancia de p<0.05.
Para cada condicao/tempo foram realizadas triplicatas e os experimentos foram
repetidos pelo menos trés vezes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para o ensaio com SRB, quando comparado a proliferacdo celular
(densidades celulares) entre as linhagens celulares, em cada tempo (24, 48 e
72 horas), as médias da densidade celular foram maiores para as DPSC do
gue para as HDPF (p<0.05) (Figura 1). Os mesmos resultados foram
observados com os ensaios com WST-1, com as HDPF mostrando uma
densidade celular mais baixa que as DPSC (p<0.05) (Figura 2).
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Figure 1- Proliferacdo das linhagens celulares Figure 2- Proliferacéo das linhagens celulares
(HDPF e DPSC) através do tempo utilizando a (HDPF e DPSC) através do tempo utilizando a
SRB como método colorimétrico. WST-1 como método colorimétrico.

As DPSCs tém sido caracterizadas como células-tronco clonogéncias e
com grande capacidade proliferativa (Gronthos et al. 2000), enquanto que as



HDPF sao mais diferenciadas e, portanto, mais suscetiveis a terem uma menor
capacidade proliferativa, fato que pode explicar as diferencas de densidade
celular encontrada neste estudo entre as linhagens celulares.

Além disso, os diferentes intervalos de tempo apresentaram um aumento
significativo na densidade celular, para ambas as linhagens, entre 24 e 72
horas como mostra a Figura 1 para o ensaio com SRB (p<0.05) e para WST-1
na Figura 2 (p<0.05).

As tendéncias de proliferacdo foram as mesmas em ambos os métodos
colorimétricos, onde uma correlacdo positiva foi estabelecida para DPSC
(Coeficiente de Correlacdo = 0.847, p<0.05) (Figura 3). Em relacdo as HDPF
também houve uma correlacdo (Coeficiente de Correlagcdo = 0.775, p<0.05)
(Figura 4).
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Figure 3- Correlagdo grafica entre os dois
ensaios colorimétricos, WST-1 e SRB para
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Figure 4- Correlacdo grafica entre os dois
ensaios colorimétricos, WST-1 e SRB para

HDPF (Correlacdo Coeficiente =

0,847,

p<0.05).

Diferencas especificas entre as linhagens celulares tém sido observadas
tanto para ensaios com SRB como com MTT (Keepers et al. 1991). Variagbes
especificas nas linhagens celulares foram mais pronunciadas com a
metodologia do MTT, devido a diferenca maior na habilidade de reduzir o
corante ao seu produto formazan do que variagcdes no conteudo de proteina
entre as linhagens celulares (Keepers et al. 1991). Testes baseados na
reducdo do sal de tetrazdlio podem ter o seu mecanismo inibido por mudancas
nos niveis celular de NADH, glicose e outros fatores intracelulares (Houghton et
al. 2007). Portanto, para garantir a qualidade dos resultados, € importante
testar a resposta das DPSC em relagdo aos ensaios colorimétricos que sao
comumente utilizados para avaliar a proliferacéo celular.

Ao avaliar o uso dos métodos colorimétricos no dia-a-dia do laboratorio,
alguns aspectos praticos devem ser enfatizados. O ensaio com a SRB é
executado normalmente em mais de cinco horas, independente do tipo de
célula. Em contrapartida, ensaios com o0 WST-1 requer aproximadamente uma
hora em DPSC (dado baseado no presente estudo), sendo o intervalo sugerido
pelos fabricantes de 0,5 — 4 horas dependendo do tipo de célula.

O ensaio com SRB é uma técnica que requer varias etapas, € um passo
bastante critico, sujeito a erro, € a adicéao inicial de acido tricloroacético (TCA).
O acido deve ser acrescido delicadamente para que as células ndo sejam
desalojadas antes de serem fixadas, uma vez que as células sao fixadas séo
extremamente resistentes a danos (Papazisis et al. 1997). Além disso,
proteinas presentes no soro fetal bovino podem ser fixadas juntamente com as
células. Isto pode levar a um aumento significativo dos valores de densidade



celular e aumentar o coeficiente de variagdo, contudo este fator pode ser
controlado (Papazisis et al. 1997). Papazisis et al. (1997) relatou que a
aspiracdo do meio de cultivo antes da fixacdo das células poderia oferecer um
beneficio significativo. Em contraste, o ensaio com o WST-1 requer menos
atencdo na metodologia. Uma vez que o WST-1 é aplicado as placas podem
ser lidas em um espectrofotbmetro e retornarem a incubadora para o
desenvolvimento de uma pigmentacdo mais forte, procedimento que néo pode
ser executado com o SRB. Contudo apos a fixacdo com TCA, placas coradas
com SRB, fixadas e secas podem ser estocadas indefinidamente (Vichai &
Kirtikara 2006).

4. CONCLUSOES
Em conclusédo, ambos os métodos colorimétricos, SRB e WST-1, podem
ser utilizados eficientemente na avaliagcdo da proliferacdo celular de células
pulpares (DPSC e HDPS), apresentando dados com tendéncias similares. A
escolha por um método ou outro deve estar baseado nas vantagens e
facilidades de cada método, assim como nas condi¢cdes e potenciais de cada
laboratorio.
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