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INTRODUCAO

A mucosa bucal, assim como a pele, é
constituida por uma camada epitelial de
células, denominadas queratinécitos, as quais
formam o seu maior componente celular.

Essas células permitem ser cultivadas in
vitro. Melhores resultados sdo alcangados se
este cultivo for feito sobre camada de
fibroblastos murinos previamente irradiados a
60 Gy. Esta forma de cultivo foi preconizada
por Rheinwald e Green em 1975 [1]. Neste
tipo de cultura, os queratindcitos crescem em
forma de coldnias. As células com capacidade
clonogénicas ddo origem as coldnias. Essas
coldnias podem ser classificadas como col6nias
basais  ou colénias  abortivas, sendo
determinadas pelos diferentes tipos de clones,
a saber: holoclones sdo clones que possuem
grande capacidade de duplicagdo; paraclones
sdo o0s queratindcitos com potencial de
duplicacdo limitado, portanto suas coldnias sdo
menores e disformes, ndo dao origem a mais
do que 15 geragdes; meroclones sdo células de
tamanhos variados e de estdgio transitorio
entre holoclones e paraclones [2].

A conversdo de holoclone para meroclone e
posteriormente paraclone é um processo
unidirecional e irreversivel, resultado de
reducdo progressiva do potencial de duplicagdo
dos queratinécitos [2].

O teste denominado “Eficiéncia de Formagao
de Col6nias” nada mais é, que um parametro
da cultura que esta sendo realizada
paralelaménte ao teste. Este nos mostra
visualmente o potencial da cultura, permitindo
determinar o nimero maximo de duplicagdes
que esta cultura in vitro pode gerar.

Esses experimentos fazem parte de uma
das etapas de trabalho do plano de mestrado
intitulado “Cultura Primaria de Queratindcitos
Bucais Humanos”, da aluna Maria Fatima
Guarizo Klingbeil, o qual se encontra em
andamento. Esse projeto foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa, sob o N°
087/CEP-IPEN/SP.

OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo a
classificagdo dos tipos de coldnias obtidas,
baseada nos diferentes tipos de clones.

METODOLOGIA

Os queratindcitos foram semeados sobre
uma camada de sustentagdo denominada
“feeder layer”, constituida por fibroblastos
murinos préviamente irradiados a 60 Gy.

O conjunto  queratindcitos/camada de
sustentacdo foi nutrido por meio de cultura
denominado “meio de crescimento para
queratindcitos”, constituido de: DMEM e meio
de Ham F12 (na proporgdo de 2:1), contendo
10% de soro fetal bovino, penicilina (100
u/mL), estreptomicina (100 pug/mL),
gentamicina (50 pg/mL), anfotericina B (2.5
ng/mL), glutamina (4 mM), adenina (0,18
mM), insulina (5 ug/mL), hidrocortisona (0,4
png/mL), toxina colérica (0,1 nM),
trilodotironina (20 pM) e EGF (10 ng/mL,
horménio de crescimento epidérmico), em
incubadora Umida a 37°C com 5% de CO;
[3,4].

Essas células foram semeadas numa
proporgdo de 0,5x10° células/cm? [5]. Quando
as mesmas atingiram determinado estagio,
denominado subconfluéncia, ou seja, 70% a
80% de populagdo na placa ou garrafa, estas
células foram retiradas e ressemeadas, em
outra placa ou garrafa, sobre uma nova
camada de sustentagdo. A isto denominamos
repiqgue ou passagem. Ao mesmo tempo em
que se deu o repique ou  passagem, foi
realizado o teste denominado Eficiéncia de
Formagdo de Colbnia (CFE), o qual foi derivado
de culturas obtidas a partir de 100 células,
sendo que estas foram semeadas sobre a



’

camada - de sustentacéao, mencionada
anteriormente. Estas células foram mantidas
com troca de meio a cada dois dias, por
catorze dias, sendo entdo coradas com um
corante ndo vital (Rodamina B) para contagem
das colbnias. Cada col6nia corresponde a uma
célula semeada que aderiu & placa,
multiplicando-se posteriormente.

RESULTADOS

Os resultados obtidos com os testes
realizados em culturas de alguns pacientes
estdo demonstrados na TAB.1.

TABELA 1 - Porcentagem das col6nias
basais e abortivas de quatro pacientes
analisados, em diferentes passagens.

PACIENTE PACIENTE Paciente PACIENTE
A B C D
PASS Colbnias Colonias Colbnias Colbnias
bas. abort bas. abort bas. abort bas. Abort
PO 2.45% - 1.5% = 1.85% = 0.55%

P1 | 48.5% = 95% - 78% g 58%
P2 25% 12.5% 76% 9% 62% 8% 38%
P5 } 7.75% 2.75% 6.5% 7% 8.5% 13% 6.25% 5.25%
P8 4% 6.1% 4.75% 2.5% 6.25% 2.25% 10.7% 2.1%

O cultivo dos queratinécitos, provenientes
desses doadores, ndo foi finalizado até o
momento. Essas culturas terdo continuidade
até a total diferenciacdo e perda da capacidade
de multiplicacdo das células. Nota-se nas
primeiras passagens (PO, P1) a ndo existéncia
das colbnias abortivas.

CONCLUSOES

A tabela acima demonstra que a quantidade
do total de cplonias (basais e abortivas)
decresce com~ o0 aumento do numero de
passagens. No inicio da cultura (PO e P1) essas
colbénias sdo do tipo basal exclusivamente.
Com excegdo do paciente D, onde as colbnias
abortivas surgem ap6s a segunda passagem
(P2).

Através da observacdo a olho nu e sob
microscépio de luz invertida, podemos
diferenciar os tipos de colbnias que as células
foram capazes de formar. As col6nias basais
sdo aquelas constituidas por holoclones e as

colbnias diferenciadas ou abortivas, sdo as
constituidas por meroclones e paraclones. O
teste “Eficiéncia de Formacdo de Col6nias”,
mostrou ser uma ferramenta de extrema
importancia no cultivo dos queratinécitos
bucais humanos, nos permitindo dimensionar a
vida atil dos mesmos. Por meio da cultura in
vitro buscamos reproduzir as condigées do
local de origem destas células. Assim como na
pele, ndo poderia ser diferente no meio bucal,
essas células possuem capacidade vital
limitada, se estratificando e se diferenciando.
Os queratinécitos ao longo do periodo em
cultura diminuem a capacidade de
multiplicagdo e se direcionam para aquilo que
chamamos de senescéncia e
consequentemente apoptose. Esse teste nos
permite revelar com certa precisdo o estagio e
a situagdo que se encontram as células da
cultura que estamos analisando.
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