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m RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar, de maneira preliminar, a
capacidade dos fibroblastos 1.929 sobreviver e se multiplicar quando cultiva-
dos sobre discos de dentina humana condicionados com agentes acidos. Para
isso, 10.000 células/cm? foram cultivadas por 24 ou 48 horas sobre discos de
dentina previamente condicionados com &cido citrico 50% por 30 segundos,
com EDTA 0,5 M por 120 segundos (Grupos Experimentais) ou sobre subs-
trato plastico (Grupos Controle). Decorridos os periodos experimentais, as
células foram tratadas com fluorescein diacetate (FDA) e finalmente contadas
em microscopia de Contraste de Fase. A morfologia celular foi avaliada em
microscopia eletronica de varredura (MEV). Fibroblastos L 929 sobreviveram,
multiplicaram-se e apresentaram semelhante morfologia quando cultivados
em ambos 0s substratos avaliados. Os discos de dentina tratados com acido
citrico exibiam maior numero de células do que para os demais grupos Expe-
rimentais e Controle, sendo esta observacdo comprovada pela andlise estatis-
tica de ANOVA e a complementar de Fisher.
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Introducao

Os testes de Biocompatibilidade dos materiais odontolégicos vém
passando por notaveis evolugdes nas ultimas décadas. Nesta area de
pesquisa, os variados testes e metodologias aplicadas foram divididos
em niveis, os quais devem ser seguidos e cumpridos, com o objetivo de
avaliar de maneira completa a reagao provocada pelos materiais odonto-
l6gicos e/ou seus componentes.!3

Tanto nos testes in vivo, quanto nos testes de “uso”, hé dificuldade
na padronizacéo e estandartizacéo das reagoes, além do alto custo para
execusdo dessas pesquisas.'? Dessa forma, muita atengao e investimen-
tos tém sido dispensados para os testes in vitro, pois, além de serem
mais bem estandartizados do que os testes in vivo, sdo de rapida exe-
cucéo e de custos relativamente baixos.1?

Nos ultimos anos, os testes in vitro tiveram acentuada evolugéo
com o desenvolvimento de um modelo experimental denominado “in
vitro pulp device” (IVPD).3 7.8 9 Essa camara pulpar in vitro (IVPD) apro-
xima os testes de citotoxicidade e difusdo dentinaria dos materiais
odontolégicos, daquelas situacdes clinicas onde se requer o forramento
cavitario. Nesse modelo experimental, existem dois compartimentos
divididos por um disco de dentina, o qual simula o assoalho cavitario. O
compartimento superior € usado como a cavidade dentéria, e o inferior
como a polpa coronaria. Na base do compartimento pulpar sdo cultiva-
das as células. Quando um material odontoldgico ou seus componentes
sd0 aplicados sobre o disco de dentina, pode-se avaliar a capacidade ou
nao dele se difundir através dos tubulos dentinarios e alcancar o com-
partimento pulpar. Quando isso ocorre, o material difundido devera atra-
vessar todo o compartimento pulpar, o qual € preenchido por liquido, e
finalmente entrar em contato com as células cultivadas sobre plastico
posicionado na base do compartimento inferior (pulpar). Nesse desloca-
mento, o material difundido pode se solubilizar no “fluido intra pulpar”, e
apenas uma pequena quantidade dele podera atuar sobre as células.
Esse mecanismo parece interferir na avaliacéo dos resultados da citoto-
xicidade do material em teste.

Com o objetivo de prevenir essa situagao, e a0 mesmo tempo fazer
que a IVPD apresente caracteristicas semelhantes ao complexo den-
tina-polpa in vivo, tentativas de cultivar c€lulas sobre discos de dentina
humana estdo sendo realizadas. Dessa forma, o material que tiver a

252 Rev. Odontol. UNESP, Sdo Paulo, 28(2): 251-262, 1999



capacidade de difundir através do disco de dentina, entrara diretamente
em contato com células adjacentes, da mesma forma como ocorre no
dente humano, onde existe a camada odontoblastica revestindo interna-
mente a camara pulpar. Assim, o objetivo do presente trabalho de pes-
quisa foi avaliar, de maneira preliminar, a capacidade das células L 929
sobreviver e se multiplicar sobre discos de dentina humana, submetidos
a dois diferentes tratamentos acidos prévios. Também foi comparada a
morfologia das células presentes sobre dentina e plastico.

Material e método

Vinte e quatro discos de dentina foram obtidos a partir de molares
humanos integros, os quais, apos extragao, foram mantidos em etanol
70% a temperatura ambiente por b dias. Os dentes foram submetidos a
remogao de restos de ligamento periodontal e debris, que estavam
aderidos a sua superficie, utilizando-se para isto, instrumentos cirurgi-
cos. Estes mesmos dentes foram cortados transversalmente, utili-
zando-se um aparelho de baixa velocidade (230 rpm), no qual foi posi-
cionado um disco de diamante (CO-1563, 320 grit; Mager Scientific Inc.,
Dexter MI). Os discos de dentina recém-cortados foram lixados com
lixas d’agua numero 450 e posteriormente 600, realizando para isso, 20
movimentos giratoérios manuais para cada granulacdo dos papéis/lixa.
Os discos foram entdo lavados com tampdo fosfato (PBS, pH = 7,4) e
verificaram-se suas superficies com o objetivo de observar a presenga
ou nao de esmalte e/ou sinais de corno pulpar. Quando isso ocorreu, 0s
discos de dentina foram descartados do estudo. Os discos de dentina,
com 0,5 mm de espessura, foram mantidos em etanol 70% por mais b
dias. Normalmente, apenas um disco foi obtido de cada dente.

Apos lavagem dos discos por 3 vezes em PBS, foi realizado o seu
condicionamento com acido citrico a 50% por 30 segundos ou EDTA 0,5 M
por 2 minutos. Os discos de dentina foram divididos em 4 grupos experi-
mentais e 2 controle, como se observa no Quadro 1. Apés o condiciona-
mento acido, os discos foram novamente lavados por 3 vezes em PBS e
posteriormente 3 vezes em meio de cultura-MEM (Gibco Laboratories,
Grand Island, NY) suplementado com 10% de soro bovino fetal-FBS
(Gibco Laboratories).
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Quadro 1 - Relagdo entre os grupos experimentais, tratamento e nu-
mero de discos de dentina por tempo de crescimento de
fibroblastos L 929

Grupos Tempo Discos (D ou P) Tratamento
1 24 h 6-P -
2 48 h 6-P -
3 24h 6-D EDTA - 2 minutos
4 48 h 6-D EDTA - 2 minutos
5 24 h 6-D Acido citrico - 30 segundos
6 48 h 6-D Acido citrico - 30 segundos

D - Dentina / P - Plastico

Os espécimes foram colocados em recipientes, os quais possuiam
24 compartimentos de 1,6 cm de didmetro (Well Dishes, produto # 3542,
Coastar Corp., Cambridge, MA). Nesses compartimentos foi aplicado 1 ml
de MEM com FBS, agora suplementado com glutamina e penicili-
na/estreptomicina — meio de cultura completo (Gibco Laboratories).

Culturas de fibroblastos L 929 foram mantidas e passadas a cada 3
dias em frascos de 25 c¢m?, em meio de cultura completo. Apds a con-
fluéncia celular, foi aplicado 1 ml da solugdo de tripsina/EDTA no inte-
rior dos frascos, os quais foram mantidos por 4 minutos em incubadora a
37°C/umidade 95% e 5% CO,. As células em cada frasco de 25 cm? foram
contadas em microscopia de luz invertida e finalmente aplicadas sobre
cada disco de dentina em numero de aproximadamente 10.000 célu-
las/cm?. Permitiu-se que as células crescessem 1 ml de meio de cultura
completo pelo periodo de 24 e 48 horas em estufa a 37°C, 95% de umi-
dade/5% CO,.

Num outro recipiente, foi aplicado o0 mesmo numero de células em
12 laminulas de vidro de 1,2 cm de didmetro, as quais foram previa-
mente esterilizadas e posicionadas em 12 dos 24 compartimentos. Em 6
deles, as células foram mantidas em crescimento por 24 horas, enquanto
nos outros 6 compartimentos elas foram cultivadas por 48 horas. Esses
compartimentos foram usados como Grupos Controle, onde pbde-se
comparar o crescimento e morfologia celular sobre os substratos denti-
nario (Grupos Experimentais) e/ou plastico (Controles).
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Decorridos os periodos de 24 e 48 horas da aplicagdo das células
sobre os substratos dentinario ou plastico, o meio de cultura foi cuidado-
samente removido dos compartimentos e 1 ml do corante vital fluorescein
diacetato (FDA, Vector Laboratories, Burlingane, CA) dissolvido em PBS
(0,02 mg/ml) foi aplicado em cada compartimento e mantido em estufa a
37°C por 10 minutos. As células vitais apresentaram coloracdo verde em
razdo da acéo do FDA. Assim, foi possivel contar o numero de células
pelo uso de um reticulo ocular (Leitz Wetzlar Germany — Periplan GF 12.5)
adaptado a um microscopio de luz invertida, com aplicacéo de luz ultra-
violeta (Leitz-Germany). A contagem celular foi realizada por meio da
selegdo de 8 campos escolhidos aleatoriamente sobre a superficie dos
discos de dentina ou plastico. As fotomicrografias foram obtidas imedia-
tamente apos a contagem celular com o microscépio OXIOSKOP para
microscopia de luz e contraste de fase, no qual estava adaptado uma
camara fotografica MC 100 (Leitz, Germany).

As células em cultura sobre os discos de dentina ou plastico foram
também avaliadas em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
apos fixacdo dos espécimes em glutaraldeido 2,5% (Electron Micros-
copy Sciences — EMP, Fort Washington, PE, Lote #971218) em tampao
de Sorensen, e pds-fixagdo em tetréxido de ésmio 1% (Electron Micros-
copy Sciences, EMS - lote # 971218, FT. Washington, PA). Posterior-
mente a desidratagdo dos espécimes em trocas ascendentes de ethanol
(30% — 100%), foram realizadas 3 trocas de 20 minutos cada de Hexa-
methyldisilane (HMDS, Sigma). Os espécimes foram colocados no disse-
cador “overnight”, montados em plataformas de aluminio (EMS, FT.
Washington, PA), metalizados com ouro e examinados em microscopio
AMRAY Scanning E. M., Model 1000B (AMRAY, Cambridge, MA).

Os grupos foram submetidos a comparacéo pela andlise estatistica
de ANOVA e PLSD de Fisher com p < 0,05 (Stat View 4.5, Abacus Con-
cepts Inc., CA, USA).

Resultado e discusséo

Quando os discos de dentina condicionados com acido citrico a 50%
pelo periodo de 30 segundos foram avaliados, pode-se observar que pra-
ticamente toda a smear layer havia sido removida. Os tubulos dentina-
rios apresentavam-se desobstruidos, com didmetro interno aumentado
provavelmente pela auséncia da dentina peritubular (intratubular), e
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com rede de fibras colagenas expostas. Por outro lado, os discos de den-
tina tratados com EDTA 0,5 M por 2 minutos, apresentavam restos de
smear layer sobre sua superficie e no interior dos tubulos dentinarios;
em algumas regioes, grande volume daquele material amorfo recobria
ampla quantidade de tubulos dentinarios (Figura 1 A/B). Naqueles espé-
cimes pertencentes tanto aos Grupos Experimentais quanto aos Contro-
les, e que foram avaliados em microscopia de luz invertida (luz ultravio-
leta) e contraste de fase, pode-se observar que as células sobreviveram
em ambos os tempos de anélise (24 e 48 hs) sobre os discos de dentina e
sobre o substrato plastico. Pela contagem celular, foi possivel determinar
que as c€lulas aumentaram em numero entre os periodos de tempo ava-
liados, caracterizando que ambos os substratos dentinarios, submetidos
a tratamentos diferentes, permitiram a multiplicagao celular. Ficou claro
que o substrato que permitiu maior crescimento celular foi o dentindrio
condicionado com acido citrico por 30 segundos, seguido pelo substrato
plastico e finalmente o substrato dentinario tratado com EDTA. A rela-
gao entre o numero médio de células L 929 presentes sobre dentina e
plastico e os variados grupos avaliados pode ser observada no Grafico 1.
Foi possivel ainda determinar que, para todos os grupos estudados, as
células exibiam caracteristicas alongadas, ou algumas vezes estreladas
(Figuras 2 e 3). Para os Grupos Experimentais, as células limitaram sua
presenca e crescimento, apenas sobre dentina, ndo sobre esmalte. A
distribuicéo celular nao foi uniforme, e grupos de células pareciam se
acumular em determinados locais da dentina. Para os Grupos Controle,
um maior numero de células sempre foi observado nas bordas dos com-
partimentos onde as células foram aplicadas. Um menor numero de
células esparsas estava presente no centro do compartimento.

Os espécimes dos grupos experimentais que foram avaliados em
MEV confirmaram as caracteristicas morfologicas de células fusiformes
ou estreladas, observadas sob microscopia comum (Figura 4A), tanto para
os Grupos Experimentais quanto para o Grupo Controle. Numerosos e fi-
nos prolongamentos citoplasmaticos, os quais se originavam da mem-
brana das células L 929, pareciam aderi-las aos substrato de cultivo
(Figura 4B). Células de morfologia arredondada caracterizaram o processo
de divisao celular.

A avaliagao estatistica de ANOVA demonstrou que ocorreu signifi-
cativa diferenga no numero de células presentes sobre os discos de den-
tina, para todos os Grupos Experimentais, onde houve variagao no trata-
mento da dentina, bem como entre os periodos de observacao (p < 0,05).
A mesma diferenca significativa entre os Grupos Experimentais e entre os
Experimentais e Controles também pdde ser observada pela andlise de
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Fisher (p < 0,05). Todavia, ndo houve diferenca significativa no numero
de células presentes sobre os discos de dentina entre os grupos 1 e 4.
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FIGURA 1 A - Disco de dentina condicionado com &cido citrico a 50% pelo periodo de 30
segundos. Note a presenca das fibras coldgenas expostas e auséncia de smear layer.
B - Disco de dentina tratado com EDTA 0,5 M por 2 minutos. Presenga de smear layer so-
bre a superficie dentindria e no interior dos tibulos. MEV, magnificagéo original x 10.0 KX.

FIGURA 2 - Grupo4 - Pode-se observar distribuigao ndo homogénea de células L 929
sobre o substrato dentinério. Detalhe de uma area sobre dentina, onde as células
estdo presentes, contornando a embocadura dos tubulos dentinarios. Microscopia de
Contraste de Fase com Luz ultravioleta, 320x.

FIGURA 3 - Grupo 6 - Maior numero de células estdo presentes sobre a dentina
quando comparado com a Figura 2, apesar de a distribui¢éao celular ainda nao ocorrer
de forma homogénea. Observam-se as caracteristicas fusiformes ou estreladas das
células L 929 e que elas nédo estédo confluentes neste periodo de avaliagdo. Microsco-
pia de Contraste de Fase com Luz ultravioleta, 400x.
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FIGURA 4 A - Grupo 3 — Caracteristicas morfologicas especificas das células L 929,
com seu citoplasma e processos citoplasmaticos como que aderindo as células ao
substrato dentinario. MEV, magnificagéo original x 200x. B — Note 0s numerosos pro-
longamentos originados da membrana da célula L 929, os quais parecem fixa-la ao
substrato dentinario. MEV, magnificagdo original x 3.67 KX.

Grafico 1 — Numero de células presentes sobre o substrato dentinario
ou plastico de acordo com os variados grupos experimen-
tais de controle

Os espécimes pertencentes aos Grupos Experimentais e Controle
demonstraram que a dentina permitiu a multiplicagdo celular sobre sua
superficie, semelhante ao que foi observado para o substrato plastico.
Todavia, o numero de células presentes sobre os discos de dentina con-
dicionados com &cido citrico foi superior aqueles tratados com EDTA ou
o substrato plastico. Talvez, a persisténcia de restos de smear layer nos
Grupos 3 e 4 possa ter interferido na multiplicagdo e adesao celular a
dentina. Tem sido demonstrado que a smear layer parece exibir compo-
sicdo do tecido a partir do qual ela foi originada.?? Normalmente, apos
corte de dentina sadia, como realizado no presente trabalho, a smear
layer pode apresentar restos de colageno e trivalente fosfato em hidroxia-
patita.!8 Por outro lado, estudos demonstraram que a dentina também
possui fatores de crescimento em sua composicao, tais com “transfor-
ming growth factors” (TGFs) a super-familia das “bone morphogenetic
proteins” (BMPs, principalmente BMP; e BMP,), “insulin-like growth fac-
tors” (IGF), “fibroblast growth factors” (FGFs), além de outras proteinas
e glicosaminoglicanos, 0s quais parecem participar do processo de repa-
racdo do complexo dentina-polpa.l 4 Essas proteinas da dentina pare-
cem ser solubilizadas por substancias acidas de origem bacteriana
durante a evolucao de lesdes de cdrie, e entdo interagem com receptores
de membrana das células pulpares.> 8 Algumas dessas proteinas da den-
tina, fixadas e potencializadas por determinados componentes protéicos
da matriz extracelular da polpa, sdo notaveis fatores mitogénicos sobre
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variadas células de origem mesodérmica ou neurodérmica, dentre elas
os fibroblastos.!% 17 Ainda, células mesenquimais indiferenciadas pre-
sentes no tecido pulpar podem ser estimuladas, por mecanismos especi-
ficos, a se diferenciar, migrar, alongar, além de sintetizar e depositar
matriz dentinaria apos agresséo pulpar e durante o processo de dentino-
génese reparadora, cura e reparacao tecidual.’® 17 Dessa maneira, pode-
mos especular que o condicionamento acido realizado sobre os discos
de dentina humana, no presente trabalho, pode ter liberado algumas
dessas proteinas metabolicamente ativas, as quais compunham parte do
tecido dentindrio. Essas proteinas, por sua vez, poderiam interagir com
receptores especificos da membrana celular dos fibroblastros L 929, esti-
mulando-os a se multiplicar mais rapidamente do que observado para os
casos em que as celulas foram cultivadas sobre plastico. Todavia, nos
Grupos 3 e 4, onde os dicos de dentina foram condicionados com EDTA,
o numero de células foi inferior aos Grupos 1, 2, 5 e 6. Talvez isso possa
ter ocorrido em razao da persisténcia de restos de smear layer sobre a
superficie dentinaria e ao baixo pKa do EDTA, o qual pode ter provocado
menor liberacdo das proteinas ativas da dentina. Assim, além desse
tecido amorfo presente sobre a dentina possivelmente obstruir a libera-
¢ao de fatores de crescimento, poderia ainda interferir no processo de
adesédo das células a superficie dentinaria; isso porque a smear layer se
dissolve com o tempo, e consequentemente levaria consigo as células
que estavam aderidas a ela. Alguns trabalhos de pesquisa tém extraido
componentes ndo colagénicos da dentina utilizando-se o EDTA, e essas
proteinas parecem ter atividade sobre a polarizagao dos odontoblastos e
sua diferenciacdo funcional.l> 18 Pré-incubacdo dos componentes de
dentina soluveis em EDTA com um anticorpo monoclonal bloqueador da
atividade das TGFB levou a inibigdo de sua atividade biolégica.!® Talvez,
maior concentragdo de EDTA ou extensao do tempo de condicionamento
dos discos de dentina possam remover mais smear layer, descalcificar
dentina em maior profundidade e, assim, liberar mais fatores de cresci-
mento e outros componentes protéicos da dentina soluveis em EDTA.
Por outro lado, nos espécimes pertencentes aos Grupos 5 e 6 foram
observadas notavel remogao da smear layer e profunda descalcificagao
do tecido dentinario, mecanismo este que pode ter contribuido para a
liberacdo de grande quantidade de componentes protéicos metabolica-
mente ativos. Essas proteinas livres podem ter interagido com recepto-
res de membrana das células L 929. Dessa maneira, a proliferagao celular
local foi estimulada, resultando no maior numero de células presentes
sobre os discos de dentina nos dois periodos de avaliacdo, compa-
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rando-se com 0s demais grupos estudados. Assim, parece que ambos 0s
tratamentos de dentina permitem a sobrevivéncia e proliferagao celular
sobre este substrato. A aplicacéo do acido citrico, todavia, além de pro-
mover limpeza superficial da dentina superior ao EDTA, permite maior
multiplicacdo celular sobre os discos de dentina humana. Apesar disso,
a distribuigdo das células sobre a dentina ndo foi homogénea, o que
poderia dificultar a completa confluéncia celular sobre aquele substrato
especifico. Porém, este problema esta sendo solucionado pela manuten-
¢ao dos discos de dentina sob constante agitagdo durante o periodo de
aplicagdo dos acidos. Quando a morfologia celular foi avaliada, pdde-se
notar que as células L 929 exibiam caracteristica fusiforme e achatada,
com finos prolongamentos originados a partir da membrana celular,
como que aderindo as células ao substrato. Essas caracteristicas morfo-
logicas associadas a manutengao da aderéncia celular foram observadas
tanto para as células cultivadas sobre dentina quanto sobre plastico. Isso
indica que ambos os substratos foram adequados a multiplicagédo celular.
Semelhante morfologia celular e mecanismo de aderéncia de células ao
substrato foi demonstrado por Schmalz & Schweikl, 2 quando os autores
cultivaram fibroblastos L 929 sobre plastico e discos de dentina obtidos
de bovinos. Dessa maneira, pode-se especular que o cultivo de outras
linhagens de células sobre discos de dentina humana, tais como células
odontoblastoides, pode ser possivel, aproximando os testes de citotoxi-
cidade dos materiais odontologicos, in vitro, das situagdes clinicas. Isso
porque as células cultivadas sobre dentina poderdo simular uma monoca-
mada celular, semelhante a camada odontoblastica. Todavia, novos tra-
balhos de pesquisa se fazem necessarios para avaliar a capacidade de cé-
lulas odontoblastoides, como aquelas recém-clonadas por Hanks et al. 45
se multiplicar sobre discos de dentina humana e exercer a fungao de sin-
tese e secregao de proteinas especificas da dentina, quando estimuladas
para esta fungao.
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= ABSTRACT: An in vitro pulp device (IVPD) has been developed to carry out in
vitro studies concerning the cytotoxic effects of dental materials. This IVPD
has allowed that different cell lines can be plated on pulpal surface of dentin
discs rather than on the bottom of its pulpal compartment. Consequently, the
aim of this preliminary study was to evaluate the conditions in which a
fibroblast cell line (L 929) can grow on human dentin discs previously condi-
tioned with different acidic agents. This is in order to determine whether a
reproducible cell number can be maintained on dentinal substrate. In this
way, 10.000 cells/cm? were allowed growing for 24 or 48 hours on plastic
(Control Group) or dentin discs conditioned with either 50% citric acid- 30
seconds or EDTA 0.5M- 120 seconds (Experimental Groups). Following appli-
cation of fluorescein diacetate (FDA) on the cells, they were counted under
Phase Contrast Microscope. Cell morphology was assessed by SEM. It was
observed that L 929 fibroblasts were able to survive and multiply on human
dentin discs as well as on plastic. The cells showed similar morphology for
either substrate. Therefore, the dentin discs treated with 50% citric acid
showed higher number of cells on their surfaces than dentin discs treated
with EDTA or plated on plastic substrate (Control Groups) for both time of
evaluation. It was confirmed by ANOVA and Fisher's PLSD statistical analy-
sis.

» KEYWORDS: Dentin; fibroblasts; acid etching dental.
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