Cultivo ““in vitro’’ de tecidos
normais e patologicos da
cavidade bucal de humanos
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Foi realizado o cultivo “in vitro” de fragmentos de mucosa bucal e de lesdes apicais obtidas de humanos com o objetivo
de avaliar a aplicabilidade desta técnica como um modelo de estudo. Os resultados obtidos foram de relativo sucesso
devido a fatores, tais como: diferenciagéo tecidual muito grande e problemas de estabilidade dos nutrientes

no meio de cultivo empregado.

O cultivo “in vitro" de tecidos patolégicos da cavidade bucal permite a possibilidade técnica de se tentar explicar melhor
a patogenia de vérias lesdes bucais pouco conhecidas ainda e, avaliar melhor formas de tratamento de

inumeras patologias da boca.

Assim sendo, uma primeira tentativa precisava ser feita para testar as varias técnicas de cultivo “in vitro" para a
manutengao da vitalidade de tecidos patolégicos da boca.

SUMMARY

The autors presents the results of “in vitro” cultivation of human gengiva and dental abcess with a partial

grade of success.

Acording the autors, failure is related with: the decomposition of the ascorbic acid and the neutralization of sodiun
bicarbonate used in the culture mediun. Other problem could be the grade of differentiation of the tissue used in culture.

DESCRITORES

CULTIVO IN VITRO » GENGIVA « LESOES APICAIS

REVISAO DA LITERATURA

A técnica de cultivo “in vitro” de tecidos
representa para o campo da patologia
bucal uma técnica muito promissora, na
medida em que cria um modelo experi-
mental capaz de preservar a vitalidade do
tecido isolado do resto do organismo e
com isso auxiliar o entendimento das
reagoes e etiopatogenia das doengas e
permitir o controle de algumas formas de
tratamento medicamentoso em lesdes
com etiopatogénese incerta (1, 2, 7, 9,
11).

Para tanto é necessério inicialmente es-
tabelecer um modelo de cultivo “in vitro”
que seja realmente efetivo para a manu-
tengao da vitalidade de tecidos patolégi-
cos da cavidade bucal.

As técnicas de cultivo de tecidos “in vi-
tro” estdo ja demonstradas e sao utiliza-
das em diversas areas de estudo, tais
como: embriologia (1, 3, 4, 8), citologia

(5, 6).

Em cada uma destas éreas existem ca-
racteristicas particulares, o que torna ne-
cessario adaptagoes destas técnicas para
a patologia bucal.

Em 1975, Buchner & Milnek (1, 7) testa-
ram a utilizagao desta técnica de cultivo
“in vitro™ para fragmentos de gengiva de
humanos obtendo resultados favoraveis
inclusive com observagao morfolégica da
proliferagao de tecido epitelial dos explan-
tes.

Rados (9) testou a possibilidade de cul-
tivar fragmentos de mucosa bucal, frag-
mentos de pele e germes dentérios de ra-
tos recém nascidos obtendo também su-
cesso ao final de 7 dias de cultivo.

As técnicas de cultivo “in vitro” podem
ser classificadas de acordo com o meio
de cultivo a ser empregado:

Meios de cultivo liquidos, préprios para
células isoladas ou como meio de trans-

porte do tecido desde o local onde € ob-
tido até o laboratdrio (1, 9).

Meios de cultivo semi-sélidos, utiliza-se
a associagdo de um meio sélido Agar/A-
gar como base de sustentagdao dos ex-
plantes e enriquece-os com meios liqui-
dos, 199, Eagle entre outros, para aumen-
tar os locais de chegada de nutrientes,
uma vez que a parte superior do explante
€ coberta por meio liquido (10, 12, 13).

Esta técnica de cultivo tem a vantagem
de fornecer nutrientes ao explante por to-
dos os lados e, de a principio nao ofere-
cer limitagdo quanto ao tempo de manu-
tengao do explante em cultivo (1, 6, 8).

Cultivo em membrana corio-alantoidea,
consiste na preparagdo destas membra-
nas em ovos de galinha fecundados (24
horas). Apds este perfodo se realizam os
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explantes sobre a membrana, que é rica-
mente vascularizada. Esta técnica tem a
vantagem de determinar a circulagao
sanguinea nos explanies e apresenta o
incoveniente de ter um periodo de tempo
de cultivo limitado, de aproximadamente
2 semanas (1, 9).

OBJETIVOS

Este trabalho visa testar uma das técni-
cas de cultivo "in vitro” de tecidos para a
sua aplicabilidade com tecidos obtidos da
cavidade bucal de pacientes que foram
submetidos a bibpsia para confirmar
lesGes bucais pré-existentes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 2 casos de lesbes api-
cais diagnosticados clinica e radiografi-
camente, e nestes casos durante a inter-
vengdo cirurgica para remogao das
lesbes foram removidos fragmentos de
mucosa da regiao anatdmica com objeti-
vo de plastia de tecidos moles. Estes te-
cidos também foram submetidos a culti-
vo.

O material obtido das cirurgias era co-
locado em frascos estéreis contendo
meio de cultivo liquido 199 (Interlab -
Flow) e transportados até o laboratério de
patologia da Faculdade de Odontologia
da UFRGS. Uma vez no laboratério, estes
fragmentos eram removidos do frasco
com meio liquido e divididos em duas
partes, com aproximadamente 1mm?® ,
sendo uma parte fixada em formol 10% a
fim de servir como controle e a outra par-
te transferida para placas de cultivo se-
mi-sélido.

Preparagao das placas:
Parte semi-sélida
Agar a 1% - 5 partes
Cultivo liquido 199 - 1 parte
(Interlab -Flow)
Extrato embrionério ovino - 1 parte

a) Preparacéo do Agar

O agar proporciona um substrato se-
mi-sélido para o cultivo de 6rgéos ou
fragmentos de tecidos. O agar é um
complexo de polissacarideos que contém
grupos sulfato e carboxila, o que confere
a propriedade sinéresi.

Se dissolve 2.5g de agar em 250ml de
liquido de cultivo 199.

Se torna liquido na autoclave por 15 mi-
nutos.

Agrega-se o bicarbonato 0.0575g.

Filtra-se com papel filtro e coloca-se em
frascos até meia altura e se tampa.

Esterilizagado em autoclave por 30 minu-
tos. Deixa-se esfriar e conserva-se em
congelador.

Parte liquida

Liquido de cultivo 199, Interlab - Flow.

A parte liquida (Liquido de cultivo 199)
dos meios de cultivo era substituida dia-
riamente até o quinto dia, quando consta-
tou-se infecgdo das placas. Neste dia os
explantes foram removidos do cultivo e fi-
xados, seguindo a rotina de processa-
mento para inclusdo em parafina, corte e
coloragao pela Eosina/Hematoxilina.

RESULTADOS

Os resultados obtidos podem ser ava-
liados a partir da observagao das fotogra-
fias 1 e 2 no que diz respeito aos frag-
mentos de mucosa e nas figuras 3 e 4 pa-
ra as lesbes periapicais.

Com relagéo a mucosa bucal, Fig. 1 e
2, pode-se constatar que em comparagao
com o tecido fixado diretamente ao tecido
epitelial da mucosa cultivada perdeu par-
cialmente sua estruturagéo, auséncia de
céculas queratinizadas e inicio de desa-
gregagao da camada das células basais.
O tecido conjuntivo apresenta do ponto
de vista morfol6gico a diminuigéo discre-
ta do nimero de ntcleos celulares.

No que diz respeito as lesdes apicais
Fig. 3 e 4, constatamos que em compa-
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ragao a porgao de tecido nao cultivado, o
ndmero de células inflamatérias estéd di-
minuindo e o estroma coldgeno apresen-
ta sinais de desorganizagao marcada, in-
clusive com perda de afinidade tintorial
pela eosina.

DISCUSSAO
Foi possivel cultival com relativo suces-
so fragmentos de tecido de mucosa bucal
e lesbes apicais de humanos. Este su-
cesso relativo pode ser explicado devido
a
- Instabilidade do acido ascoérbico no
meio de cultivo, que possivelmente inter-
feriu na viabilidade do coldgeno dos ex-
plantes.

- A inativagao do bicarbonato de s&dio,
que é elemento importante na integrida-
de da membrana basal da interface
epitélio/mesenquima.

- Possivelmente devido ao grau de dife-
renciagao tecidual que torna o tecido
muito mais exigente em termos de nu-
tricao.
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