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1. INTRODUÇÃO 
A determinação da viabilidade e proliferação celular se tornou uma 

tecnologia essencial nas ciências 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 
avaliação da citotoxidade e proliferação celular em ensaios em microplacas (Lin 
et al. 1999). A SRB é um corante arroxeado que, em condições 
moderadamente ácidas, se liga a aminoácidos básicos da proteína celular, e se 
dissocia em condições básicas. A ligação da SRB é estequiométrica, e a 
quantidade de corante extraído de células pigmentadas é diretamente 
proporcional a massa total de proteína e, portanto, correlacionada com o 
número de células (Papazisis et al. 1997, Vichai & Kirtikara 2006).   
 O sal de tetrazólio é à base de outro teste colorimétrico representado 
amplamente pelo MTT, XTT e WST-1. Em contraste com a SRB, o ensaio com 
o sal de tetrazólio é baseado na redução metabólica do sal em um produto final 
pigmentado chamado formazan (Berridge, 1996). Este ensaio colorimétrico é 
utilizado extensivamente em procedimentos histoquímico, análises de 
citotoxidade e proliferação celular, analise enzimática e rastreamento 
bacteriológico (Berridge 1996). Mais especificamente o WST-1 tem sido usado 
em células-tronco embrionárias (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 comparação 
entre os dois ensaios colorimétricos para a avaliação de células-tronco 
pulpares (DPSCs). Essa comparação é de fundamental importância no estudo 
das DPSC para engenhar tecidual voltada à odontologia.  Assim, este estudo 
objetivou comparar dois ensaios colorimétricos (SRB e WST-1) na avaliação da 
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Figure 1- Proliferação das linhagens celulares 
(HDPF e DPSC) através do tempo utilizando a 
SRB como método colorimétrico.
 

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

2. MATERIAL E MÉTODOS 
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 

com baixo teor de glicose (DPSC) ou alto teor de glicose 
(Invitrogen, Grand Island, NY, USA) contendo 10% de soro fetal 

(Invitrogen), sendo incubadas a 37oC com 5% CO
experimento foram usadas células da 4-6 passagem.   

Quando chegaram a subconfluência (80%) as DPSC e HDPF foram 
com tripsina/EDTA 0,25% (Invitrogen). A suspensão

distribuída em placas de cultivo celular (ELISA) de 96 
uma densidade celular de 0.25 x 104 em 200 µl de meio específico

C in 5% CO2). A densidade celular relativa foi então 
24, 48 e 72 h usando os dois ensaios colorim

, a absorbância a 450 nm foi medida por um espectrofotômetro. 
Os dados foram submetidos à análise utilizando teste 

linhagens celulares), ANOVA e teste Tukey (intervalos 
de tempo) e o teste de correlação de Pearson’ para comprar os dois testes
dois tipos celulares. A análise estatística foi realizada utilizando o 
Sigmastat 2.0 (SSPS, Chicago, IL, USA), com nível de significância 
Para cada condição/tempo foram realizadas triplicatas e os experimentos foram 

ês vezes. 

3.  RESULTADOS E DISCUSSÃO  
Para o ensaio com SRB, quando comparado a proliferaç

(densidades celulares) entre as linhagens celulares, em cada te
72 horas), as médias da densidade celular foram maiores para as DPSC do 

as HDPF (p<0.05) (Figura 1). Os mesmos resultados foram 
observados com os ensaios com WST-1, com as HDPF mostrando 
densidade celular mais baixa que as DPSC (p<0.05) (Figura 2).   
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Figure 2- Proliferação das linhagens celulares 
(HDPF e DPSC) através do tempo utilizando a 
WST-1 como método colorimétrico.
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Figure 3- Correlação gráfica entre os dois 
ensaios colorimétricos, WST-1 e SRB para 
DPSC (Correlação Coeficiente = 0,847, 
p<0.05).     

ão mais diferenciadas e, portanto, mais suscetíveis a terem uma menor 
capacidade proliferativa, fato que pode explicar as diferenças de densidade 
celular encontrada neste estudo entre as linhagens celulares.  

s diferentes intervalos de tempo apresentaram um aumento 
densidade celular, para ambas as linhagens, 

como mostra a Figura 1 para o ensaio com SRB (p<0.05)

As tendências de proliferação foram às mesmas em ambos os m
colorimétricos, onde uma correlação positiva foi estabelecida para DPSC 
(Coeficiente de Correlação = 0.847, p<0.05) (Figura 3). Em relação às HDPF 
também houve uma correlação (Coeficiente de Correlação = 0.775, p<0.05) 
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Figure 4- Correlação gráfica entre os dois 
ensaios colorimétricos, WST-
HDPF (Correlação Coeficiente = 0,847, 
p<0.05).     
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celular e aumentar o coeficiente de variação, contudo este fator pode ser 
controlado (Papazisis et al. 1997). Papazisis et al. (1997) relatou que a 
aspiração do meio de cultivo antes da fixação das células poderia oferecer um 
benefício significativo. Em contraste, o ensaio com o WST-1 requer menos 
atenção na metodologia. Uma vez que o WST-1 é aplicado às placas podem 
ser lidas em um espectrofotômetro e retornarem a incubadora para o 
desenvolvimento de uma pigmentação mais forte, procedimento que não pode 
ser executado com o SRB. Contudo após a fixação com TCA, placas coradas 
com SRB, fixadas e secas podem ser estocadas indefinidamente (Vichai & 
Kirtikara 2006).     
  

4. CONCLUSÕES 
Em conclusão, ambos os métodos colorimétricos, SRB e WST-1, podem 

ser utilizados eficientemente na avaliação da proliferação celular de células 
pulpares (DPSC e HDPS), apresentando dados com tendências similares. A 
escolha por um método ou outro deve estar baseado nas vantagens e 
facilidades de cada método, assim como nas condições e potenciais de cada 
laboratório.   
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